
 

 

v
 

 

            T
U

B
A

 T
A

P
A

N
                                                           Y

Ü
K

S
E

K
 L

ĐS
A

N
S

 2012          T
F

ĐZ
 Y

-8    

T.C 

ĐNÖNÜ ÜNĐVERSĐTESĐ 

SAĞLIK BĐLĐMLERĐ ENSTĐTÜSÜ 

 

 

 

NEONATAL LPS UYGULAMASI ve 

ÜREMENĐN UZUN VADELĐ 

PROGRAMLANMASI: NOS ve KASPAZ-1 

ĐNHĐBĐSYONLARININ ROLÜ 
 

 

YÜKSEK LĐSANS TEZĐ 

 

 

Tuba TAPAN 

FĐZYOLOJĐ ANABĐLĐM DALI 

 

 

 

DANIŞMAN 

Prof. Dr. Sedat YILDIZ 

 

 

 

MALATYA – 2012 

 



 

 

vi
 

 

T.C 

ĐNÖNÜ ÜNĐVERSĐTESĐ 

SAĞLIK BĐLĐMLERĐ ENSTĐTÜSÜ 

 

 

 

NEONATAL LPS UYGULAMASI ve 

ÜREMENĐN UZUN VADELĐ 

PROGRAMLANMASI: NOS ve KASPAZ-1 

ĐNHĐBĐSYONLARININ ROLÜ 
 

 

 

 

Tuba TAPAN 

 

 

 

DANIŞMAN 

Prof. Dr. Sedat YILDIZ 

 

 

 

Bu araştırma Đnönü Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

2010/138 proje numarası ile desteklenmiştir. 

 

 

MALATYA – 2012



 

 

iii
 

 



iv 

 

 

TEŞEKKÜR 

 
Bilginin kolay, düşüncenin zor olduğunu öğreten, tez çalışmalarımı 

yönlendiren, akademik ortamda olduğu kadar beşeri ilişkilerde de engin fikirleriyle 

yetişmeme ve gelişmeme katkıda bulunan değerli danışman hocam Sayın Prof. Dr. 

Sedat YILDIZ’a,  

Üzerimde emeği bulunan Đnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim 

Dalının değerli öğretim üyeleri Sayın Prof. Dr. M. Hanifi EMRE, Doç. Dr. Alaadin 

POLAT, Doç. Dr. Halil DÜZOVA’ya ayrıca çalışmalarımıza pratik çözüm 

önerileriyle katkılarda bulunan Doç. Dr. Süleyman SANDAL ve deneysel 

tecrübelerini paylaşarak destek olan Yrd. Doç. Dr. Ergül ALÇĐN’e, 

Araştırmalarımız süresince deneysel analizlerde Biyokimya Laboratuvarı’nı 

kullanma imkânı sağlayan Sayın Prof. Dr. Yusuf TÜRKÖZ’e, histolojik analizlerin 

yapılmasında yardımlarını esirgemeyen Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalı öğretim 

üyesi Sayın Doç. Dr. Nigar VARDI, Arş. Gör. Hülya ELBE’ye, istatistiksel 

analizlerin yapılmasında yardımlarını esirgemeyen Doç. Dr. Cemil ÇOLAK’a, 

Laboratuvar çalışmalarında yardımlarını esirgemeyen asistan arkadaşlarım 

Burcu KÖKSAL, Güler ORHAN, Suat TEKĐN’e ve desteklerini her zaman yanımda 

hissettiğim aileme en derin duygularla teşekkür ederim. 

Projenin gerçekleştirilmesi için maddi destek sağlayan Đnönü Üniversitesi 

Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi’ne teşekkür ederim. 

 

 

 

 

 

 



 

 

v
 

 

ÖZET 

Bu tez çalışmasında, neonatal dönemde bakteriyel endotoksin 

lipopolisakkarit (LPS) uygulanan sıçanlarda üremenin uzun vadeli programlanması 

incelenmiştir. Ayrıca, LPS’nin etkisine aracılık eden nitrik oksit (NOS) inhibitörü 

(L-NAME) ve kaspaz-1 inhibitörü (Q-Vd-OPh), neonatal dönemde LPS ile birlikte 

kullanılarak bu aracıların rollerinin ortaya konması hedeflenmiştir. Bu amaçla, 

postnatal 7. günde dişi sıçan yavrularına salin, LPS (50 µg/kg), LPS (50 µg/kg)+ L-

NAME (40 mg/kg) veya LPS (50 µg/kg)+ Q-Vd-OPh (1 mg/kg) enjeksiyonu 

yapılmış; prepubertal dönemde (postnatal 30. gün) de salin veya ikinci LPS 

enjeksiyonu (50 µg/kg) yapılarak oluşturulan stresin puberteye erişme (vajinal 

açılma), östrus sikluslarının düzeni (simir testi), sitokin üretimi (IL-1β, TNF-α), 

ovaryumda foliküler gelişme ve E. coli’ye spesifik anti-LPS antikorlarının üretimi 

üzerine etkileri belirlenmiştir. Ortalama olarak postnatal 75. günde proöstrus fazında 

eter anestezisi yapılan sıçanların sağ ovaryumları ve kan numuneleri alınarak deney 

sonlandırılmıştır. 

Puberte, iki defa LPS uygulanan grupta gecikmiş fakat NOS ve interlökin 

(IL)-1β inhibitörleri pubertenin gecikmesini engellemiştir. LPS enjeksiyonları 

primordiyal folikül rezervini azaltmış, NOS inhibitörü bu azalmayı önlerken, IL-1β 

inhibitörünün bu azalmaya karşı koruyucu bir rolü belirlenememiştir. Đki defa LPS 

enjeksiyonu yapılan tüm gruplarda LPS’ye karşı spesifik antikor yanıtı gözlenmiştir. 

Serum NO konsantrasyonları tüm gruplarda benzer bulunmuştur. Serum IL-1β, 

tümör nekrozis faktör- alfa (TNF-α) konsantrasyonları ise tespit edilebilir düzeyin 

altında bulunmuştur. 

Sonuçta, LPS uygulamalarının (1) puberteyi geciktirdiği, ovaryumdaki 

primordiyal folikül sayısını azalttığı ve kanda anti-LPS antikorlarını artırdığı tespit 

edilerek üremeyi uzun vadede programladığı ve (2) bu programlamada NO ve IL-

1β’nın önemli rollerinin bulunduğu görülmüştür. 

 

Anahtar Kelimeler: Neonatal LPS, Puberte, Ovaryum fonksiyonu, Kaspaz-1 

inhibitörü, L-NAME 
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ABSTRACT 

NEONATAL LPS ADMINISTRATION AND LONG-TERM 
PROGRAMMING OF REPRODUCTION: THE ROLE OF NOS AND 
CASPASE-1 INHIBITIONS 
  

In this thesis, long-term programming effect of neonatally injected bacterial 

endotoxin lipopolysaccharide (LPS) on reproduction was assessed in female rats. 

Additionally, in order to estabilish the roles of mediators of LPS action, inhibitors of 

NOS (L-NAME) and caspase-1 inhibitor (Q-Vd-OPh) were injected together with 

LPS. For that purpose, on postnatal day 7, female pups were injected once with either 

saline (control), LPS(50µg/kg), LPS(50µg/kg)+ L-NAME (40mg/kg) or 

LPS(50µg/kg)+ Q-Vd-OPh (1mg/kg). On postnatal day 30, these rats were either 

injected with saline or LPS (50 µg/kg) to observe effects of prepubertal stress on 

timing of puberty (as vaginal opening), estrus cyclicity (by smear test), cytokine 

production (e.g. IL-1β and TNF-α), folliculogenesis and on Escherichia coli spesific 

anti-LPS antibody levels. Approximately on day 75, right ovary and blood samples 

were taken under terminal anaesthesia and the experiment was ended. 

Puberty was delayed in rats receiving double LPS injections but was not 

affected in those which also received NOS and IL-1β inhibitors. Although LPS 

injections reduced the size of primordial follicular pool, NOS inhibitor, but not IL-1β 

intibitor, prevented this reduction. Groups receiving both LPS injections had higher 

anti-LPS spesific antibody response. Serum NO levels were found to be similar 

among all groups. Serum IL-1β and TNF-α concentrations were found to be 

undetectably low. 

In conclusion, it has been found out (1) that LPS injections programms 

reproduction by delaying puberty, by reducing the number of primordial follicles in 

the ovary and by increasing the level of anti-LPS spesific antibodies in the blood and 

(2) that NO and IL-1 β plays a crucial role in this programming. 

 

Key Words: Neonatal LPS, Puberty, Ovarian function, Caspase-1 inhibitior, L-

NAME 
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1. GĐRĐŞ 

 

Đnsan vücudunun yaklaşık 2 m2’si deri ile 300 m2’si mukozal yüzey ile 

kaplıdır. Deri ve mukozal yüzeylerde yaşayan bakteri sayısı insanın kendi 

hücrelerinden daha fazladır (1). Đnsanın kendi hücreleriyle mikroorganizmalar 

arasında kurulan ilişkiler insanı mikroorganizmalara bağımlı hale getirmiştir ve bu 

ilişkiyi bozan faktörler doğrudan canlının yaşamını tehdit etmektedir (2).  

Đmmün sistem, doğumdan sonra lipopolisakkarit (LPS, gram negatif bakteri 

duvarı), lipoteikoikasit (gram pozitif bakteri duvarı) gibi moleküler yapıların büyük 

çoğunluğunu tanır. Bu yapılar immün hücrelerde çeşitli mekanizmaların aktive 

olmasında ve proinflamatuvar sitokinlerin gelişmesinde anahtar rol oynamaktadır (3).  

Hayatın ilk bir ayındaki sistemik, semptomatik bakteriyel, viral ve fungal 

enfeksiyonlar neonatal sepsis olarak adlandırılır. Neonatal sepsisten sorumlu 

bakteriler ülkeden ülkeye değişiklik gösterebilmektedir. Günümüzde en sık görülen 

ve en şiddetli sepsise neden olan E.coli erken başlayan sepsislerin yaklaşık % 60-

80’inden sorumludur (4).  

Sepsisi tetikleyen moleküllerin başında gelen gram negatif bakteri LPS’si 

deneysel sepsis modelinde en çok kullanılan moleküldür (5). LPS, proinlamatuvar ve 

antiinflamatuvar mediyatörler ile birlikte hücresel ve humoral immün yanıtı aktive 

eder. Ayrıca kompleman sistemi, akut faz proteinleri ve monosit, makrofaj, nötrofil 

ve doğal öldürücü hücrelerden oluşan bağışıklık sistemini harekete geçirir. Bu 

bağışıklık sisteminin kontrolsüz aktivasyonu, aşırı inflamatuvar yanıt aracılığı ile 

doku hasarına neden olabilir. Neonatal sepsisinde TNF-α salınan ilk proinflamatuvar 

sitokin olup bunu IL-1β ve diğer sitokinler takip ederek inflamasyonun 

ilerlemesinden sorumlu olurlar (4). 

Literatürde sıçanların neonatal dönemde E. coli bakterisi ya da LPS ile 

oluşturulan immün aktivasyonun, yetişkinlikte stres aktivitesi artışına, davranış 

bozukluğuna, immün fonksiyon değişikliğine, nörolojik hastalıklara yatkınlığa, 



 

 

2
 

 

yiyecek alımında azalmaya ve vücut ağırlık kaybına neden olduğu bildirilmektedir 

(6, 7, 8). Ayrıca neonatal LPS uygulaması sonucunda plazma kortikosteron 

seviyesinin arttığı ve yetişkinlikte hipotalamus-hipofiz adrenal (HPA) aksı 

aktivitesinin arttığına dair bulgular vardır (9, 10). HPA aksı aktivitesindeki bu artışın, 

dişi sıçanlarda gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) pulsu frekansını baskıladığı 

ve östrus siklusu düzenini bozduğu görülmüştür (7, 8, 9). 

LPS uygulamasına bağlı olarak üretilen proinflamatuvar sitokinlerin üreme 

aksını baskılamada merkezi rollerinin olduğu görülmüştür (11, 12, 13). IL-1β 

dönüştürücü enzim (ICE) olarak tanımlanan kaspaz-1 inflamasyonda ve hücre 

ölümünde önemli bir rol oynar. Kaspaz-1 ayrıca IL-1β’nın uyardığı TNF-α ve IL-

6’nın üretimini dolaylı olarak etkiler. Kaspaz-1 inhibisyonu IL-1β’nın ve diğer 

proinflamatuvar sitokinlerin üretimini zayıflatır (14). Literatürde neonatal LPS 

uygulamasıyla gelişen hafıza bozukluğunu, kaspaz-1 inhibitörünün tamamen 

önlediğini gösteren çalışmalar vardır (15). 

LPS uygulamasına yanıt olarak gelişen oksidatif hasara katkıda bulunan diğer 

bir mediyatör ise NO’dur. IL-1β, TNF-α, interferonlar ve bakteri LPS’leri gibi 

inflamatuvar mediyatörlerin varlığında makrofaj ve mikroglia hücrelerinde 

indüklenebilir NOS (iNOS) enzimi ile üretilen NO, öğrenme ve bellek, yeme-içme 

davranışı, madde bağımlılığı ve nörotransmiterlerin salınımı-geri alımı gibi birçok 

beyin işlevinde rol alır (16, 17, 18). NO oluşumu bazı nitrik oksit sentetaz (NOS) 

inhibitörleriyle engellenebilir. Non-selektif bir NOS inhibitörü olan N-nitro-L-arjinin 

metil ester (L-NAME) hem iNOS hem de nöronal NOS (nNOS) inhibitörü olarak 

işlev görür (19). Yapılan çalışmalar NO’nun pediatrik sepsiste önemli bir mediyatör 

olduğunu ve inflamasyonun derecesi ile korelasyon gösterdiğini ortaya koymuştur. 

(4). Ayrıca erişkin dişi sıçanlarda LPS uygulamasından sonra iNOS aktivitesinin 

arttığı ve hipotalamik GnRH içeriğinin azaldığı görülmüştür (20). 

Tüm bu literatür bilgileri göz önüne alındığında, sıçanlarda neonatal LPS 

uygulamasının üremeyi programlayabildiği ve bu programlamada NO’nun ve IL-

1β’nın önemli aracılar olabileceği gözükmektedir.  



 

 

3
 

 

Bu çalışmada endokrin ve immünoloji arasındaki kritik ilişki üzerinden yola 

çıkarak NOS inhibitörü L-NAME ve yeni nesil kaspaz-1 inhibitörü quinoline-Val-

Asp(Ome)-CH2-O-phenoxy (Q-Vd-OPh)’nın, LPS’nin yıkıcı etkilerini 

iyileştirmedeki rolleri araştırılmıştır. Elde edilen bulgularla neonatal LPS’nin 

nöroreprodüktif, nöroendokrin, immünolojik yanıtlar üzerindeki etkileri tartışılmıştır. 
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2. GENEL BĐLGĐLER 

 

2.1. Folikülogenez 

 

Folikülogenezis, folikülün primordiyal fazdan başlayarak morfolojik olarak 

belirlenen primer, preantral ve antral fazları geçerek Graaf veya preovulatuar folikül 

fazıyla sonuçlanmasıdır. Ovulasyondan sonra folikül korpus luteuma dönüşür. 

Folikülogenezis sırasında oositler büyürken granüloza hücreleri de çoğalır ve 

farklılaşır. Oositin büyümesiyle beraber tek katlı yassı görünümdeki granüloza 

hücreleri de kübik bir şekil alacak biçimde farklılaşır ve primer folikülü oluşturur. 

Granüloza hücreleri oosit maturasyonu için gerekli çeşitli büyüme faktörlerini 

salgılamaya başlarlar. Aynı zamanda folikül çevresindeki bağ dokusu da 

farklılaşarak teka tabakası adını alır (21). Granüloza hücrelerinin çoğalması, foliküler 

bazal membranın içinde çok katlı granüloza hücreleri tarafından çevrelenmiş 

preantral folikülleri oluşturur. Gonadotropinler ve FSH’nın etkisi ile foliküllerin 

büyüme hızı artar ve granüloza hücreleri arasında boşlukların şekillendiği antral 

foliküllerin oluşumu gerçekleşir (21). 

 

2.2. Sıçanlarda Ovaryan Aktivite ve Pubertenin Başlaması 

 

Sıçanlardaki ovaryan gelişim insanlardakine benzer ancak zamanlama 

farklıdır. Primordiyal germ hücreleri ileri embriyonik gelişimde oogonya oluşturmak 

üzere gonadlara göç eder. Doğumda, sıçan ovaryumu kordonlardan ve 

oogonyalardan oluşur. Primordiyal foliküller doğumdan sonra, üçüncü günün 

sonunda oluşumlarını tamamlarlar (22). Đyi gelişmiş preantral foliküller yedinci 

günde gözlenir. Đlk folikül dalgasının antral foliküle kadar gelişimi üç haftayı bulur 

(22). Ovaryan hücre apoptozisi ancak 18. günde oluşur (22). Bu dönemde erken 

antral foliküller de gözlenir. Antral folikül oluştuğunda, folikülün çapı yaklaşık 200-

400 µm’ye kadar ulaşır. Granüloza hücre sayılarının oldukça arttığı ve oositin tam 

olarak geliştiği durumda, sıvı dolu boşluk (antrum) gözlenir ve genişlemeye başlar. 
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Antral aşamada çoğu folikül atreziye uğrar, çok azı ise gonadotropinlerin uyarımı ile 

(puberteyle birlikte) preovulatuar aşamaya ulaşır. Preovulatuar gonadotropin 

salınımına cevap olarak her siklusta dominant Graaf folikülleri fertilize olabilecek 

olgun oositi dışarı atar. Kalan teka ve granüloza hücreleri, korpus lutemu oluşturmak 

üzere değişikliğe uğrar (22). 

Puberte ya da ilk östrus 34. gün civarında meydana gelir. 10-12. aylara kadar 

düzenli devam eden östrus siklusu daha sonra uzayan ve düzensiz sikluslar şeklinde 

devam eder. 12-15. ayların sonunda sıçanlar kalıcı siklusa girerler ve bunu kalıcı 

diöstrus ve ardından anöstrus takip eder. Folikül gelişimi 25 µm’den (primordiyal 

folikül) 500-800 µm (preovulatuar folikül) çapa kadar, 60 günden fazla bir sürede 

ulaşır (yaklaşık 15 östrus siklusu). Primordiyal folikülün preantral foliküle gelişim 

aşaması 30 günden uzun olabilir. Preantral aşamadan ovulasyona kadar olan gelişim 

süresi 28±2-3 gün olabilir (22). Bu durumda erken folikül gelişimi, insanlardakine 

benzer şekilde sıçanlarda da oldukça uzundur (22). 

 

 

 

Şekil 2.1. Fetal ve neonatal dönemde insan ve sıçanlarda foliküler gelişim (22). 
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2.2.1. Östrus Siklusu 

 
Sıçanlarda östrus siklusu, proöstrus (P), östrus (Ö), metöstrus (M) ve diöstrus 

(D) olmak üzere başlıca 4 fazdan oluşur. Proöstrus fazı yaklaşık 12 saat, östrus fazı 

12-24 saat, metöstrus fazı 6-8 saat, diöstrus fazı ise 52-60 saat sürer (23, 24). 

Siklusun düzenliliği, aydınlık-karanlık siklusunun kontrolü altındadır (25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2. Östrus siklusu safhalarının dağılımı 

 

Östrus siklusu çalışmaları ilk olarak 1917’de Stockard ve Papanicolou 

tarafından başlamış olup günümüze kadar devam etmektedir (26). Vajina epiteli 

östrus siklusu boyunca en fazla değişikliğe uğrayan yapı olduğundan, östrus 

aşamalarını belirlemede vajinal simir yöntemi kullanılır (24). Bu yöntem vajinal 

duvardan sürüntü alınması ya da vajinal yıkama sonucu elde edilen preparatların 

mikroskopta incelenerek her bir fazın hücre tiplerinin histolojik olarak tanınması ile 

gerçekleştirilir. Vajinal simirde gözlemlenen hücre tipleri genel olarak epitel hücre, 

kornifiye hücre ve lökositler olarak sınıflandırılabilir. Östrus siklus aşamalarının 

sınıflandırılması Tablo 2.1’de belirtilen hücre tiplerine göre yapılmıştır. 

 

 

 

 

Proöstrus
11%

Östrus
23%

Metöstrus
8%

Diöstrus
58%
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Tablo 2.1. Vajinal simirdeki hücre morfolojisine göre östrus siklus safhalarının 

sınıflandırılması (27). 

 

 Hücre Tipi a  

Siklus Safhası Lökositler Nükleuslu Epitel Kornifiye Epitel 
Simir 

Yoğunluğu 

Diöstrus- 
Proöstrus (DP) 

+/++ 
(Predominant) 

+ 
Đyi gelişmiş 

0/+ Đnce 

Proöstrus (P) 
0/+ 

Sık dejenere 
+/+++ 

Đyi gelişmiş 
0/+ Orta 

Proöstrus- 
Östrus (PE) 

0 
+/++ 

 
++/+++ 

Đyi gelişmiş 
Orta 

Östrus (E) 0 0 

++/+++ 
Đyi gelişmiş 

Göreceli olarak 
küçük hücreler 

Ortadan 
şiddetliye 

Metöstrus (M) 0/++ 0 

++/+++ 
Östrustakinden 

daha geniş, daha 
düz ve kümelenmiş 

Ortadan 
şiddetliye 

Diöstrus 1 (D1) 
++/+++ 

 

++/+++ 
Çoğunlukla 

düzensiz şekilli 
ve vakuollü 

+/++ 
 

Ortadan 
şiddetliye 

Diöstrus 2 (D2) + dan +++ ya 

+ 
Çoğunlukla 

düzensiz şekilli 
ve vakuollü 

0 Đnce 

 
a Hücre yoğunluğu: 0=yok, +=az, ++=orta yoğunlukta, +++=şiddetli. 
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Proöstrus fazının ilerleyen saatlerinde prolaktin, LH ve FSH artışı başlar. 

Östradiol seviyesi proöstrus fazında pik yapar ve östrus fazında tekrar bazal seviyeye 

ulaşır (25). Bu hormonal etkileşimler sonucunda proöstrus ve östrus fazında 

ovaryumda folikül gelişimi, östrus fazının ortalarında ovulasyon, metöstrus fazında 

korpus luteum oluşumu gerçekleşir. Diöstrus fazı ise dinlenme fazıdır (23, 28). 

Proöstrus fazında vajina epiteli dış, orta ve iç tabaka olmak üzere üç 

tabakadan oluşur. Dış tabaka, bir miktar mukus içeren piknotik nükleuslu 

hücrelerden oluşur. Orta tabakada yer alan stratum granülozum östrus fazında 

stratum korneuma dönüşür. Üçüncü tabaka ise stranum germinativum’dur ve 

yaklaşık yedi hücre tabakası kalınlığındadır. Proöstrus süresince dış tabaka lümene 

dökülür ve simirde karakteristik nükleuslu hücreler gözlenir. Đleri proöstrus ve östrus 

fazında ise kornifiye hücreler tabakadan ayrılır. Metöstrusun başlaması ile tüm 

tabaka dökülür, simirde kornifiye hücre miktarı artar. Diöstrusta nükleuslu hücre 

miktarının artması, dökülme işleminin sonlandığını gösterir. Stranum 

germinativumun birkaç süperfisyal tabakasında ise şiddetli lökosit infiltrasyonu 

gözlenir. Diöstrusun ilerleyen aşamalarında stranum germinativumda aktif gelişim 

süreci başlarken proöstrus ile birlikte stratum granülozum yüzeyin altında hücre 

tabakalarında artış başlar ve siklus tamamlanır (24, 29). Östrus siklusu boyunca 

başlıca steroid, ovaryum ve vajina epitelinde ortaya çıkan değişimler Şekil 2.3’te 

sunulmuştur. 

Proöstrus başlangıcında, vajinal sitolojide en baskın hücre tipi intermediyer 

hücrelerdir, süperfisyal ve parabazal hücreler az sayıdadır. Kornifiye epitel hücreleri 

ender olarak görülür. Süperfisyal hücreler, dönemin sonunda baskın görünüme 

ulaşacak olan kornifiye hücrelerle yer değiştirene kadar artar. Geç proöstrusta 

simirde karyopiknotik ve kornifiye hücreler baskındır (30). 

Östrus başlangıcında simirde kornifiye olmuş hücreler artış gösterir. 

Lökositler bu dönemde görülebilir. Artan östrojen düzeyine karşı oluşan cevap, 

kornifiye hücrelerin sayısında artış biçiminde kendini gösterdiğinden, bu dönemde 

süperfisyal hücrelerin diğer epitel hücrelere oranı saptanabilir. Östrojenin etkisinde 

intermediyer hücreler prekornifikasyona uğrar; bu durumda süperfisyal hücre 

karakteri, sitoplazmanın eozinofilik hale gelmesi ve nükleusun büzüşmesi ile kendini 
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belli eder. Dönemin ortalarında, %75 oranında çekirdekli, %25 oranında ise kornifiye 

hücre bulunur (31). 

Metöstrusta simirde büyük düz çekirdekli hücrelerin tekrar ortaya çıkışı 

görülür. Östrusta vajinal epitelin süperfisyal tabakasında kornifiye hücreler 

bulunurken, bunların dökülmesi ile metöstrusta lökositlerin yayılımı görülür. Tüm 

kornifiye hücreler döküldükçe, derin tabakalardan gelen epitel hücreler görülür ve 

polimorf nükleer lökositler simirde fark edilir. Ovaryum steroidlerinin oluşturduğu 

etkinin hızla düşmesi sonucunda simir tipik olarak atrofik hale gelir, epitel hücre 

popülasyonu parabazal tipe dönüşür ve zeminde değişken miktarda mukus meydana 

gelir (32, 33). 
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2.3. Üreme Aksını Etkileyen Faktörler 

 

Pubertal gelişim hipotalamik GnRH salınımının artmasıyla hipotalamik-

hipofizyal-gonadal aksın gelişmesine bağlıdır (35). Üreme sisteminin hormonal 

kontrolünde esas rolü olan GnRH, hipotalamusun arkuat nukleusundan pulsatil olarak 

salgılanır ve ön hipofizden LH, FSH sentezini uyarır. LH ve FSH, gonadlardan steroid 

sentezi ve gametogenezi düzenleyerek üreme fonksiyonunda rol alır. Puberte zamanı 

beslenme, fotoperiyot, stres ve enfeksiyon gibi çok sayıda faktörden etkilenmektedir 

(35). Proinflamatuvar sitokinler, prostaglandinler, ağır hastalıklar ya da endotoksin 

gibi çeşitli uyaranlar immün stres oluşturarak üreme fonksiyonunu olumsuz yönde 

etkilemektedir (36). 

 

2.3.1. Beslenme ve Fotoperiyot 

 

Đyi beslenen ve az sayıda kardeşi olan yavru sıçanlar puberteye daha erken 

girerler. Birçok rodent türü üreme aktivitesinde besinsel şartlara bağlı adaptasyon 

geliştirir. Bu fizyolojik adaptasyonlar hayatta kalma ve neslin devamı için önemli bir 

stratejidir (37). Sıçanlarda uygulanan ışık süresinin östrus siklusu uzunluğu üzerine 

doğrudan etkisi vardır. Aydınlık/karanlık süresi 12:12 olan sıçanlarda östrus süresi 4 

gün iken, 16:8 saat olan hayvanlarda östrus süresi 5 gündür. Hayvanlar gün içerisinde 

22 saat süreyle ışığa maruz bırakıldıklarında ise östrus siklusunun düzensizleştiği ve 

hayvanların üreyemedikleri görülmüştür (38). 

 

2.3.2. Stres 

 

HPA aksın önemli unsuru olan kortikotropin salgılatıcı hormon (CRF), GnRH 

pulsunun baskılanmasında çok önemli bir rol oynar (35). Peripubertal dişi sıçanların, 

CRF reseptör antagonistinin icv uygulanması sonucunda puberteye erken ulaştıkları 

görülmüştür (35). HPA aksı aktivitesinin artışı immün aktivasyon, nörolojik ve 

endokrin fonksiyonlarda kalıcı değişikliğe yol açar (39).  

 

 



12 
 

 

 

2.3.3. Enfeksiyonlar 

 

Bakteriyel enfeksiyonlar organizmanın immün sisteminde güçlü bir yanıta 

neden olarak inflamatuvar stres oluşturur. Đmmünolojik uyaranların üreme 

fonksiyonlarını etkileme yolu tam olarak anlaşılamamış olup, endokrin, parakrin ve 

nöronal sistemler yoluyla olabileceği düşünülmektedir (40). Đmmün sistemi uyarmada 

en çok kullanılan deneysel model olan LPS uygulaması sonucunda en çok saptanan iki 

sitokin TNF-α ve IL-1β’dır (41). LPS’lerin neden olduğu immünitede nötrofil ve 

makrofajlar gibi klasik immün hücrelerin yanında endometriyal ve ovaryum hücreleri 

de rol alarak doğrudan sitokin ve kemokin salınımını artırmaktadır (42). Đnflamatuvar 

ajanlar ovaryan siklusun bozulmasına yol açarak üremeyi etkileyebilmektedir (43). 

Ayrıca Sheldon ve arkadaşları LPS’nin neden olduğu uterus inflamasyonunda 

granüloza hücrelerinde LPS’nin özgül reseptörü olan toll-like reseptör-4 (TLR-4) 

ekspresyonunun arttığını ve buna bağlı olarak östradiol salınımını azaldığını tespit 

etmişlerdir (42). Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin periferal uygulanmasından sonra 

plazma kortikosteron değişimi Şekil 2.4’de gösterilmiştir. 

 

 

 

Şekil 2.4. Periferal LPS enjeksiyonu sonrası plazma kortikosteron değişimi (44). 
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2.4. Lipopolisakkarit Antijeni 

 

Bakteriyel endotoksin LPS, gram negatif bakterilerin hücre duvarından elde 

edilen, hayvanlarda deneysel septik şok modellerinde kullanılan, glikolipid yapıdaki 

maddeler grubudur. Günümüzde yapısı ve katıldığı biyolojik mekanizmalar çok iyi 

tanımlanmış olan LPS, gram negatif bakteri öldüğü veya bölündüğü sırada açığa 

çıkmaktadır (45). E. coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, 

Pseudomonas aeruginosa gibi birçok gram-negatif bakteriden elde edilmesine rağmen 

deneysel septik şok çalışmaları E. coli’den elde edilen LPS’ler üzerinde 

yoğunlaşmıştır. Bu grupta O26:B6, O55:B5, O111:B4 gibi farklı serotiplere sahip 

farklı suşlardan elde edilmiş LPS türleri mevcuttur (46). 

 

2.4.1. LPS’nin Moleküler Yapısı 

 

LPS’nin yapısı esas olarak 3 immünokimyasal bölümden oluşmaktadır (Şekil 

2.5). Bunlar biyolojik olarak etkinlik gösteren lipit A, O-polisakkarit zinciri (O-

spesifik zincir) ve yan zincir (R-kor oligosakkarit)’dir. O-polisakkarit molekülün dış 

yüzeyinde bulunur ve tek başına inflamatuvar bir reaksiyon oluşturamaz. O-

polisakkarit zinciri genellikle tekrarlayan oligosakkarit ünite polimerlerinden meydana 

gelir. Bu yapı LPS’de her serotip için farklı antijenik özellik taşır ve endotoksine 

serotip denilen bakteriyel köken ve karakteristik özellikleri verir (47). R-kor 

oligosakkariti ise benzer bakteriler arasında aynı yapıyı gösterir. LPS’nin neden 

olduğu inflamatuvar ve hemodinamik değişikliklerden esas sorumlu olan yapı olan 

lipit A tüm serotipler için aynı özelliğe sahip lipit komponentidir. Literatürde LPS ve 

endotoksin aynı anlamda kullanılsa da aralarında fark vardır. LPS saflaştırılmış 

glikolipid yapıya sahiptir. Endotoksin ise LPS’ye ek olarak az miktarda hücre duvarı 

proteinleri, lipitler, lipoproteinler ve polisakkarit içerir (46). 
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Şekil 2.5. Gram-negatif bakteri duvarı ve LPS’nin şematik gösterimi. R, SR ve S 

sırasıyla rough tip, semi-rought tip ve smooth-tipin yapısını göstermektedir (48). 

 

LPS, bağışıklık sisteminin inflamatuvar yanıtını uyararak sepsise neden olur. 

Sepsis, bilimdeki ilerlemelere rağmen halen yüksek ölüm oranları ile 

sonuçlanmaktadır. Ölüm oranı %8-%90 arasında değişmekte ve ortalama %35 olarak 

bildirilmektedir. ABD’de ölüm sebepleri arasında 13. sırada gelen sepsis, yoğun 

bakım ünitelerinde en sık ölüm nedenlerindendir. Toplumda gelişen sepsis olgularında 

en sık etkenler E. coli, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus’tur. 

Hastane içinde gelişen sepsis olgularında görülen mikroorganizmalar arasında gram 

negatif mikroorganizmalar halen birinci sırada gelmektedir (49). 

LPS’nin septik süreci başlatabilmesi için karaciğerde sentezlenen molekül 

ağırlığı 58 kDa lipopolisakkarit bağlayan protein (LBP) ile birleşerek monosit, 

makrofaj ve lenfosit gibi hücrelerin yüzeyinde lokalize olan molekül ağırlığı 53 kDa 
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CD14 molekülü ve TLR-4 ile bağlanması gerekir. Bu bağlanma neticesinde, hücre 

içinde nükleustaki hücresel sinyal mekanizması nüklear faktör kappa beta (NF-

ҡB)’nın aktivasyonunu sonucu TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-8 ve IL-6 gibi proinflamatuvar 

sitokinler üretilir (50). Bu sitokinler NO, prostaglandin (PG), kemokin gibi 

mediyatörlerin salınımına neden olarak gram (-) bakterilerin neden olduğu öldürücü 

etkiye katkıda bulunur (51). 

Endotoksinin etki ettiği en önemli hücresel immün sistemi oluşturan hücreler; 

1. Monosit ve doku makrofajları: LPS’nin etkisi sonucu monosit-makrofaj 

sisteminden TNF-α, IL-1β, IL-8, IL-6, NO salgılanır. Ayrıca PG, serbest oksijen 

radikallerinin ve platelet aktive edici faktörün salgılanmasından da sorumludur 

(52). 

2. Mikroglialar: Periferal olarak uygulanan LPS, merkezi sinir sisteminde TLR-4’ün 

ekspresyonuna ve kronik proinflamatuvar yanıt sonucunda inflamasyona neden olur 

(50). 

3. Vasküler endotelyal hücreler ve düz kas hücreleri: LPS’nin etkisiyle endotel 

hücrelerden IL-1β, IL-8 ve IL-6 salınımı gerçekleşir (53). 

4. Endometriyal hücreler: LPS’lerin neden olduğu immün yanıtta endometriyal 

hücreler doğrudan sitokin ve kemokin salınımını arttırırlar (42). 

  

2.4.2. Endotoksemi Modeli Olarak LPS 

 

LPS’nin stabil ve saf bir bileşik olması, kullanılana kadar liyofilize formda 

depo edilebilmesi deneysel model oluşturmayı kolaylaştırdığından dolayı en çok 

kullanılan modeldir (5). LPS genelde liyofilize toz halinde ticari olarak temin edilir. 

Liyofilizasyon işlemi fenol ekstraksiyonu, triklorasetikasid ekstraksiyonu, jel 

filtrasyonu gibi farklı kimyasal işlemler uygulanarak üretici firmalar tarafından yapılır 

(46). LPS ile septik şokta metabolik, immünolojik, fizyolojik, toksikolojik ve 

farmakolojik çalışmalar yapılmaktadır. Toz halindeki LPS deneysel çalışma 

protokollerine göre suda çözünerek deney hayvanlarına periton veya damar içine tek 

doz veya infüzyon şeklinde verilir. Endotoksemi modelinde enjekte edilen LPS’nin 

nanogram düzeyindeki miktarı bile hayvanlarda deneysel septik şok 

oluşturabilmektedir (54). 
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2.4.3. LPS ve TLR-4 Aktivasyonu 

 

Đlk olarak 1991 yılında Drosophila melanogaster adlı meyve sineğinde 

keşfedilen ve immün sistem cevabında önemli fonksiyonu olduğu keşfedilen reseptöre 

“Toll geni”ne olan benzerliğinden dolayı “Toll-like” adı verilmiştir (55). Đnsanda en 

çok araştırılan ve fonksiyonu aydınlatılan Toll-like reseptörlerden olan TLR-4, 

lipopolisakkaritlerin tanınmasında rol almaktadır. TLR-4’ün bir LPS reseptörü olduğu 

anlaşılmış olup bu reseptörün fonksiyonel olarak hücre yüzeyinde CD14, MD-2 

(myeloid differentiation factor-2) ve LBP içeren bir molekül kompleksini oluşturduğu, 

bu moleküllerden herhangi birinin eksik olduğu farelerde LPS cevabının da eksik 

olduğu gözlenmiştir (56). 

 

 

 

Şekil 2.6. TLR-4/MD-2 kompleksinin yapısı (50). 

a. TLR-4/MD-2 kompleksinin yandan ve üstten görünümü, 

b. TLR-4/MD-2 arabiriminde LPS bağlayıcı yerin yakından görünümü, 

c. LPS’nin moleküler yapısı. 
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TLR-4, liganda bağlanınca aktive olur ve hücre içi kısmı aracılığı ile NF-ҡB 

ve mitojenle aktive edilen protein kinaz ailelerini uyarır. NF-ҡB; TNF-α, IL-1β, IL-6 

ve IL-8 gibi sitokin ve proinflamatuvar ürünlerin genlerini aktive eder. Bu süreç 

konağın doğal immün cevabıdır (57, 58, 59). TLR ilişkili NF-ҡB aktivasyonu ile 

salınan enzimler, sitokinler ve mediyatörler konağın mikroplara karşı savunmasını 

uyarır ve inflamatuvar olayları tetiklerler. Bu süreç patojenin ortadan kaldırılmasını 

sağlar. Đnflamatuvar reaksiyon sınırlandırılamazsa, konak hücrelerinin harabiyetine 

neden olabilir (60). 

 

2.5. LPS’nin Uzun Vadeli Etkileri 

 

Hayatta erken stresin uzun vadeli sonuçlar doğurduğu biliniyor. Birçok 

çalışma neonatal dönemde sıçanlara immünolojik strese yol açan LPS enjeksiyonunun 

doğal immün yanıtı programlayabildiğini öne sürmektedir. 

Neonatal dönemde LPS’ye maruz kalmak ileriki yaşamda anksiyeteye ilişkili 

davranışlara yatkınlığı arttırmaktadır (41). Bu etkide beyin IL-1β ve TNF-α artışının 

önemli rolü olduğu düşünülmektedir. Buna göre erken bakteriyel toksin, yetişkinlikte 

akut stresle karşı karşıya kalındığında nöroendokrin yollarla etkisini 

sürdürebilmektedir (41). 

Neonatal endotoksin henüz olgunlaşmamış sıçan beyninde IL-1β ekspersyonu 

sonucu glial apoptozise neden olur. Özellikle korteks ve hipokampüste önemli hasarlar 

oluşturarak bu bölgelerde demiyelizasyona ve kan beyin bariyerinin bozulmasına 

neden olur (15). Bu süreç beyin bölgeleri arasındaki iletişimi negatif yönde etkiler. 

Neonatal endotoksin maruziyetinin yetişkinlikte şizofren, otizm ve diğer nörolojik 

hastalıkların gelişme olasılığını arttırdığı görülmüştür (61). 

Yetişkin sıçanlarda periferal LPS uygulaması, hipotalamusta GnRH 

perikaryalarınca zengin bir bölge olan mediyal preoptik alan (mPOA)’da IL-1β ve 

TNF-α ekspresyonunu arttırarak GnRH salınımını baskılamıştır (62). Hem neonatal 

hem de yetişkin dönemde LPS enjeksiyonu yapılan sıçanlarda hipotalamik CRF 

ekspresyonunun arttığı ve LH salınımının azaldığı görülmüştür (8). Yine neonatal ve 

yetişkinlik döneminde LPS enjeksiyonu, hipotalamustan IL-1β ve TNF-α artışına, 
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GnRH ve LH salınımında azalmaya ve serum testosteron seviyesinin azalmasına yol 

açmıştır (63). 

Puberteye ulaşmada önemli katkıları olan hipotalamik kisspeptin 

ekspresyonunun neonatal LPS enjeksiyonu etkisiyle azaldığı ve pubertenin geciktiği 

bildirilmiştir (64). Yine neonatal dönemde tek LPS enjeksiyonu sıçanlarda puberte 

gecikmesine, östrus siklus düzeninin bozulmasına ve ovaryum foliküllerinde azalmaya 

yol açmıştır (65). Konuya ilişkin özet literatür bilgisi Tablo 2.2’de sunulmuştur. 
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2.5.1. Đnterlökin-1 Beta 

 

Makrofajlar, lenfositler, nötrofiller, mikroglialar, dendritik hücreler ve endotel 

hücreler gibi bağışıklık sistemi hücrelerinden salınan 18 kDa ağırlığında bir sitokin 

olan IL-1β, aktif olmayan pro-peptit formdan sistein proteaz kaspaz-1 tarafından aktif 

hale gelir (70, 71). Kaspaz-1 aktivasyonu inflamasyon sinyalleri tarafından uyarılır. 

Sonuçta sepsisin ortaya çıkması durumunda hem pro-IL-1β hem de gen transkripsiyon 

seviyesi düzenlenir (72). 

Deneysel endotoksemide birçok sitokinin serum düzeyinde geçici bir artış 

şekillendiği ve septik şokun gelişiminde bu proteinlerin önemli rolü olduğu 

bildirilmektedir (73). LPS infüzyonunu izleyen 180. dakikada IL-1β düzeyi artarak pik 

yapmaktadır (Şekil 2.7). 

 

 

 

Şekil 2.7. LPS enjeksiyonu sonrası plazma IL-1β düzeyindeki değişiklikler (44). 

 

IL-1β, immün sistem ve nöroendokrin sistem arasında çok yönlü bağlantısı 

olan güçlü ve etkili bir aracı moleküldür (74). Birçok çalışmaya göre özellikle IL-1β, 

GnRH salınımını bloke ederek LH salınımını baskılar (75). Son zamanlarda IL-1β’nın, 

GnRH mRNA üretimini inhibe ederek GnRH nöronlarının aktivitesini baskılayabildiği 

görülmektedir (76). Ayrıca sistemik LPS enjeksiyonu ya da IL-1β’nın GnRH 
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nöronlarının çoğunlukla lokalize olduğu mPOA’ya infüzyon sonucunda LH amplitüt 

ve frekansının en aşağı seviyelere indiği görülmüştür (62). 

IL-1β’nın nöronal hasardaki rolleri de önem arz etmektedir. Periferal E.coli 

enjeksiyonunda, hipokampüste mikroglial hücrelerde IL-1β artışı görülür. 

Hipokampüste ve pariyetal korteksteki IL-1β artışı kaspaz-1 inhibisyonu ile tamamen 

önlenerek, gelişen hafıza bozukluğunun önüne geçile bilindiği bildirilmiştir (15).  

Üçüncü jenerasyon kaspaz inhibitörü olan Q-Vd-OPh, apoptozisi önlemede 

yaygın olarak kullanılan benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone 

(zVAD-Fmk)’dan daha etkili olduğu belirlenmiştir. Q-Vd-OPh ayrıca kaspaz 2 ve 

9’un bloklanmasını da sağlamıştır (77). Bakteri veya endotoksin infüzyonundan sonra 

dolaşımda belirlenen ilk sitokinlerden birinin de TNF-α olması ve bunun da 

inflamasyonda önemli rol alması nöronal programlamada rolünün olduğu kanısını 

uyandırmıştır. 

 

2.5.2. Tümör Nekrozis Faktör Alfa 

 

TNF-α, 17 kDa moleküler ağırlıkta güçlü bir proinflamatuvar sitokindir. TNF-

α’nın başlıca hücresel kaynağı monositler ve doku makrofajları olmasına rağmen bu 

sitokin nötrofil, dendritik hücreler, endotelyal hücreler gibi birçok hücre tipi tarafından 

da sentezlenebilmektedir (78). 

TNF-α’nın knock out edildiği farelerde E.coli endotoksininin neden olduğu 

ölümcül etkide azalma görülmesi, bu sitokinin bakteri türüne özgü bir role sahip 

olduğunu düşündürmektedir (51). 

TNF-α’nın doğrudan mPOA’ya infüzyonu sonucu LH salınımı baskılanmıştır. 

Ayrıca TNF-α’nın, GnRH ile uyarılan LH salınımını azalttığı biliniyor (79). E.coli ya 

da LPS enjeksiyonuyla inflamatuvar yanıta karşı endometriyal hücrelerde TNF-α, 

NOS ve PG ekspresyonunda artış görülmektedir (80). 
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2.5.3. Nitrik Oksit 

 

NO, 30 kDa molekül ağırlığında biyolojik membranları kolayca geçebilen ve 

yağda çözünürlüğü yüksek olan gaz yapısında bir moleküldür (81). NO, plazma 

membranını serbestçe geçtikten sonra reseptörüyle birleşmeden doğrudan veya 

guanilat siklaz aktivasyonu ile siklik guanozin monofosfat (cGMP) oluşumunu 

hızlandırır ve birçok olayın aktivasyonuna katkı sağlar (82).  

NO, dioksijenaz enzimi aracılığıyla L-arjinin’den katalizlenerek NOS ile 

üretilir. NOS’un, nöronal (nNOS), uyarılabilir (iNOS) ve endotelyal (eNOS) olarak üç 

izoformu tanımlanmıştır. eNOS, düz kas ve kalp kasında, kadın ve erkek üreme 

yollarında ve beyinde bulunurken, nNOS beyin, spinal kord, parasempatik 

gangliyonlar, mide epitel hücreleri, pankreas, akciğer, uterus, periferal sinirler ve 

iskelet kasından salınır (83). iNOS ise immünolojik, inflamatuvar olaylarda rol alır ve 

hücre aracılı immün cevapta etkilidir (84). LPS ve proinflamatuvar sitokinler iNOS’u 

indükleyerek makrofajlar, nötrofiller, hepatositler, endotel hücreleri ve kan beyin 

bariyeri gibi birçok hücreden sitotoksik özellikleri olan NO üretimine neden olurlar 

(81). NO ayrıca merkezi sinir sisteminde hafıza oluşumunun dahil olduğu birçok 

fonksiyonda rol alan bir nöromediyatördür. Merkezi sinir sisteminde, glutamatın N-

metil-D-aspartat (NMDA) reseptörlerini uyarması sonucunda sentezlenir. Septik 

süreçte ortaya çıkan aşırı miktarda glutamatın NMDA reseptörlerini uyarmasıyla aşırı 

miktarda NO salınır ve NO’nun nöronlar üzerinde nörotoksik etkisine neden olur (85). 

iNOS mutantlı farelerin, LPS’nin yol açtığı septik şoka karşı dirençlerinin 

artması NO’nun sepsiste kritik öneme sahip olduğunu göstermektedir (86). NO’nun 

oluşumunu engellemede en sık ve en gelişmiş model olarak L-arginin analogları ile 

NOS substratlarının inhibisyonu kullanılmaktadır. Bunlardan spesifik olmayan L-

NAME en çok kullanılan ve etkili olan inhibitördür (87). LPS’ye bağlı hepatotoksisite, 

barsak doku hasarı ve damar geçirgenliği NO inhibitörleri ile baskılanmış ve NO 

analoğu ile patolojik hasar geri döndürülmüştür (88). Yine deneysel osteoartrite karşı 

özgül olmayan NO inhibitörü L-NAME’nin intraartiküler uygulanması, sıcaklık 

hiperaljezisini önlemiş ve eklemin daha fazla şişmesi engellenmiştir (89). 

NO, biyolojik sistemlerde üretildikten çok kısa bir süre içerisinde nitrite ve 

ardından nitrata dönüşür. Günümüzde örneklerdeki nitrit (NO2) ve nitrat (NO3) 
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miktarları iki aşamalı bir yöntem ile ölçülmekte olup, öncelikle nitrat enzimatik 

dönüşüm veya metalik kadmiyum ile nitrite indirgenmesi esasına dayanır. Nitrit 

ölçümü için 50’den fazla kolorimetrik yöntem kullanılmış, bu yöntemlerden çoğu azo 

boyalarının oluşumu temeline dayanmaktadır. Nitrit ölçüm yöntemlerinden biri olan 

Griess yöntemi hemen hemen her örnekte kullanılabilecek bir yöntemdir. Griess 

yönteminin duyarlılık limitinin 0,1-1µM kadar olduğu bildirilmiştir (90). 

Griess yöntemi nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile 

(sülfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil)etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor 

renkli bir azo ürünü oluşturması esasına dayanır (Griess reaksiyonu). Griess 

reaksiyonu ortamdaki nitrit ve nitrat iyonlarına duyarlı olduğundan, ortamdaki nitratın 

nitrite indirgenmesi in vivo olarak oluşan NO’nun gerçeğe yakın miktarlarda ölçümüne 

olanak tanımaktadır (90). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1. Etik Kurul Onayı 

 

Çalışma, Đnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Etik Kurulundan 

onay alındıktan sonra Đnönü Üniversitesi Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma 

Merkezi (ĐNÜ-DEHÜM)’de yapılmıştır (Etik kurul raporu için bkz. Ek.2). 

 

3.2. Deney Hayvanları 

 

Çalışmada ĐNÜ-DEHÜM’de üretilen 7 aylık 12 adet dişi Wistar albino sıçan 

anaç olarak kullanıldı. Sıçanlar 12 saat ışık, 12 saat karanlık, 22±2 °C sıcaklık 

koşulları altında kontrol altına alındı ve ad libitum olarak beslendi. 

Gebeliği sağlamak üzere 3 dişi ile 1 erkek sıçan aynı kafese bırakıldı. Ertesi 

gün dişi sıçanlardan vajinal simir alınarak spermatozit gözlenen preperatlar pozitif 

kabul edildi ve gebeliğin 0. günü olarak kaydedildi. Gebeliğin 20. gününde sıçanlar 

bireysel kafeslere ayrıldı. Doğumun gerçekleştiği günden sonraki 7. ve 30. günlerde 

enjeksiyon prosedürü uygulandı.  
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3.3. Deney Grupları 

 

Çalışmanın amacına uygun olarak aşağıda belirtildiği gibi her grupta 5-9 adet 

yeni doğan dişi sıçan olmak üzere 8 deney grubu oluşturuldu:  

 

Tablo 3.1. Deney grupları.  

 

GRUPLAR n Neonatal 7. gün Prepubertal 30. gün 

Grup 1 7 Salin Salin 

Grup 2 7 Salin LPS 

Grup 3 9 LPS Salin 

Grup 4 5 LPS LPS 

Grup 5 6 LPS+NĐ Salin 

Grup 6 5 LPS+NĐ LPS 

Grup 7 7 LPS+KĐ Salin 

Grup 8 5 LPS+KĐ LPS 

 

Grup 1, Salin+Salin; postnatal 7. günde ve prepubertal 30. günde 0,05 ml 

steril serum fizyolojik (SF) ip yolla enjekte edildi. 

Grup 2, Salin+LPS; postnatal 7. günde 0,05 ml steril SF, Prepubertal 30. 

günde 50 µg/kg LPS (E. coli serotip O111:B4) ip yolla enjekte edildi. 

Grup 3, LPS+Salin; postnatal 7. günde 50 µg/kg LPS 0,05 ml steril SF içinde 

çözülerek ip yolla enjekte edildi (8). Bu dozun HPA aktivasyonunu kalıcı olarak 

uyardığı bilinmektedir (10). Prepubertal 30. günde 0,05 ml steril SF ip yolla enjekte 

edildi.  

Grup 4, LPS+LPS; postnatal 7. günde ve prepubertal 30. günde 50 µg/kg LPS 

ip yolla enjekte edildi. 

Grup 5, NĐ(LPS)+Salin; postnatal 7. günde 50 µg/kg LPS enjeksiyonundan 

30 dk. önce 40 mg/kg L-NAME ip olarak uygulandı. NĐ’nin bu dozunun sıçanlarda 

damar tonusunda en yüksek etki gösteren dozu olduğu biliniyor (91). Prepubertal 30. 

günde 0,05 ml steril SF ip yolla enjekte edildi. 
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Grup 6, NĐ(LPS)+LPS; postnatal 7. günde 50 µg/kg LPS enjeksiyonundan 30 

dk. önce 40 mg/kg L-NAME ip olarak uygulandı. Prepubertal 30. günde 50 µg/kg LPS 

ip yolla enjekte edildi. 

Grup 7, KĐ(LPS)+Salin; postnatal 7. günde 50 µg/kg LPS enjeksiyonundan 1 

saat sonra Q-Vd-OPh 1 mg/kg ip olarak uygulandı (92). Prepubertal 30. günde 0,05 ml 

steril SF ip yolla enjekte edildi.  

Grup 8, KĐ(LPS)+LPS; postnatal 7. günde 50 µg/kg LPS enjeksiyonundan 1 

saat sonra Q-Vd-OPh 1 mg/kg ip olarak uygulandı. Prepubertal 30. günde 50 µg/kg 

LPS ip yolla enjekte edildi.  

Tüm gruptaki hayvanlar 25. günde sütten kesilerek dişi ve erkek sıçanlar farklı 

kafeslere ayrıldı. Üreme aksında gözlemlenecek etkinin gücünü arttırmak için 18-42. 

günler arasında 8 saat ışık-16 saat karanlık uygulaması yapıldı. Postnatal 30. günden 

itibaren vajinal açıklık takip edilmeye başlandı ve puberteye ulaşma zamanları 

kaydedildi. Vajinal açıklık oluşur oluşmaz vajinal simir ile östrus siklusu takip edildi. 

Postnatal 70 güne kadar östrus fazı göstermeyen sıçanlar değerlendirmeye alınmadı. 

Tüm gruptaki hayvanların belirli aralıklarda vücut ağırlıkları kaydedildi. Tüm 

grupların üreme parametreleri olan puberte ve östrus döngüleri takip edildikten sonra 

proöstrus fazlarında (ortalama 75. günde) sağ ovaryum dokuları ve kan örnekleri 

alınarak deney sonlandırıldı. 
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3.4. Enjeksiyon Protokolü 

 

3.4.1. Lipopolisakkaritin Uygulanması 

 

LPS, (E. coli serotype 0111:B4, Sigma L-2630), 0,05 ml hacimde 50 µg/kg 

dozunda olacak şekilde SF ile hazırlandı. LPS uygulanan deney gruplarına insülin 

enjektörü ile ip olarak uygulandı. 

 

3.4.2. L-NAME’nin Uygulanması 

 

L-NAME (Sigma N-5751) çözeltisi 0,05 ml hacimde 40 mg/kg doz olacak 

şekilde SF ile hazırlandı. Hazırlanan çözelti L-NAME uygulanan deney grubuna 

(LPS+L-NAME) LPS enjeksiyonundan 30 dakika önce insülin enjektörü ile ip olarak 

uygulandı. 

 

3.4.3. Q-Vd-OPh’nın Uygulanması 

 

Çalışmada kullanılan 1 mg Q-Vd-OPh (Biovision), 200 µl dimetil sülfoksit 

(DMSO)’te çözündükten sonra SF ile 5 ml’ye tamamlandı (%4’lük DMSO 

solüsyonunda 1 mg Q-Vd-OPh çözüldü).  

Q-Vd-OPh çözeltisi, Q-Vd-OPh uygulanacak olan deney grubuna LPS 

enjeksiyonu yapıldıktan 1 saat sonra 0,05 ml hacimde 1 mg/kg doz olacak şekilde 

insülin enjektörü ile ip olarak uygulandı. 

 

Deneysel uygulama aşamaları Şekil 3.1’de şematize edilerek sunulmuştur. 
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3.5. Vajinal Simir Yöntemi 

 

Sıçanlarda biyolojik ritmin döngüsel özelliğini gösteren ve östrus siklusu 

olarak tanımlanan dönemin kendi içindeki evreleri temel olarak foliküler evre, 

ovulasyon ve luteal evreden oluşur. Siklusun kontrolü hipotalamik-hipofizer-ovariyan 

hormonları tarafından sağlanmaktadır (24). 

Çalışmamızda puberte ve östrus siklusu takibi için pratik ve güvenilir bir 

yöntem olan vajinal simir yöntemi kullanıldı. Deney sürecinde vajinal açıklık gözlenir 

gözlenmez hayvanlardan her gün sabah 08:30-09:30’da bir kez simir alındı ve östrus 

fazları takip edildi. Vajinal simir yöntemi şu şekilde gerçekleştirildi: Đnce pastör 

pipetine alınan yaklaşık 100 µl SF ile vajina kanalında nazikçe yıkama yapıldı ve lam 

üzerine damlatılarak ışık mikroskobunda incelendi.  

Proöstrus fazına ait simir örneklerinde kümeler oluşturmuş nükleuslu epitel 

hücreleri bulunmaktadır. Proöstrus fazının ilerleyen döneminde ise kornifiye hücreler 

ve apikal yerleşimli nükleus içeren musinöz hücrelere rastlanmaktadır. Östrus fazında 

vajinal simir örneğinin % 90’ı nükleussuz kornifiye epitel hücrelerden oluşmaktadır. 

Metöstrusun başlamasıyla birlikte vajinal epitelin tüm tabakası döküldüğünden dolayı 

vajinal simirde kornifiye hücre miktarında artış gözlenir. Metöstrus fazının erken 

aşamasında yığınlar oluşturan kornifiye hücrelerin arasında nötrofillerin yer aldığı 

görülür. Fazın ilerleyen dönemlerinde ise, sıkıca kümelenmiş çok sayıda nükleuslu 

epitel hücrelerine rastlanırken, bu hücrelerin bir kısmında sitoplazmik vakuoller yer 

alır. Diöstrusta, vajinal epitelin dökülme işlemi sona ererken nükleuslu hücre miktarı 

artış gösterir ve simirde yoğun bir şekilde lökosit gözlenir. Diöstrus fazının erken 

aşamasında nötrofil sayısı daha çok artarken nükleuslu epitel hücreleri azalır. Fazın 

ilerleyen aşamalarında ise, vajina epiteli tabakasının incelmesi nedeniyle simirde az 

sayıda küçük boyutta nükleuslu epitel hücresiyle birlikte nötrofiller gözlenir. Östrus 

siklusu safhalarında görülen hücre tipleri Şekil 3.2’de sunulmuştur. 
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3.6. Ovaryum Histolojisi 

 

Tüm gruptaki sıçanların proöstrus fazında sağ ovaryumu alınarak yağ 

dokusundan arındırıldı ve % 10’luk formaldehitle fikse edildi. Örnekler parafin 

bloklara gömüldü. Her ovaryum dokusundan 6 µm kalınlığında her 10 kesitte bir 3 

adet kesit alındı. Kesitler hematoksilen eozin (H&E) ile boyandı.  

En büyük antral folikülün teka interna tabakasının kalınlığı mikroskopta 

ölçüldü. Farklı tip foliküllerin toplam sayısı ışık mikroskobu altında sayıldı. Kesitler 

Leica DFC280 ışık mikroskobu ile Leica Q Win ve Image Analiz sistemi (Leica 

Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanılarak incelendi. 

Foliküllerin sınıflandırılması aşağıdaki şekilde yapıldı: 

Çevresi tek katlı yassı pregranüloza hücreleri ile sarılmış oositler (Şekil 4.6 B) 

primordiyal folikül, çevresi iki katlı kübik granüloza hücreleri ile sarılmış oositler 

primer folikül( Şekil 4.6 A) olarak sınıflandırıldı. Antral boşluk oluşmadan ve iki ya 

da çok katlı granüloza hücreleri ile sarılmış foliküller preantral folikül (Şekil 4.6 B), 

antral boşluğun belirginleştiği foliküller antral folikül (Şekil 4.6 A) olarak tanımlandı. 

 

3.7. Enzyme Lınked Immunsorbant Assay (ELISA) Yöntemi  

 

Hormonlar da dahil olmak üzere herhangi bir proteinin ölçümünde enzime 

bağlı immünosorbent ölçümü (ELISA) kullanılır. Bu test, basit enzim analizlerinin 

duyarlılığıyla antikorların özgüllüğünü birleştirir (93). Bu tip ölçümlerde reaksiyon 

komponentlerinden biri solid faz yüzeyine bağlıdır. Bu katı faz mikro kuyucukların 

yüzeyidir. Tipik bir ELISA’da numune içindeki analitin katı fazdaki antijen veya 

antikora bağlanabilmesi için bir süre inkübe edilir. Bir sonraki basamak analitin enzim 

işaretli konjugat ile bağlanmasıdır. ELISA yöntemlerinin genel olarak iki türü vardır. 

Yarışmalı: Sabit faza bağlanan antikor veya antijenin miktarı bu yöntemde 

standarttır. Örnek ve işaretli konjugat aynı anda ortama koyulur ve sabit faza 

bağlanabilmek için yarışırlar. Bu düzenekte, substrattan oluşan ürün miktarı, 

dolayısıyla elde edilen absorbans değeri ortamdaki serbest olarak bulunan analit ile 

ters orantılıdır. 
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Yarışmasız: Numune içindeki analit sabit faza bağlanması için bir süre inkübe 

edilir ve bağlanmayan maddeler yıkama işlemiyle ortamdan uzaklaştırılır. Konjugat 

bir sonraki basamakta eklenir. Bu aşamada kullanılan konjugatlar genellikle antikordur 

ve analitin genellikle ikinci bir epitopuna özgüldürler. Bu türde elde edilen absorbans 

değeri ortamdaki analit ile doğru orantılıdır. Direk ya da indirek yöntemlerle 

uygulanabilir. 

Şekil 3.3’te yarışmasız direk, indirek ve sandviç ELISA yöntemlerinin temel 

elemanlarını göstermektedir. Yöntemde 96 kuyucuklu plaktaki her kuyucuk ölçülecek 

analite özgül bir antikor/antijenle kaplıdır. Kuyucuklara örnek ya da standart 

konduktan sonra antikora özgül fakat antikorun farklı bir bölgesine bağlanan biyotinle 

işaretlenmiş ikinci bir antikor eklenir. Bu antikor sonraki adımda uygun substratla 

kolorimetrik olarak kolayca belirlenebilecek bir ürüne dönüştürülebilen bir enzimle 

eşleşir. Substrat renkli floresan ürünün oluşumunu katalizler (93). 

 

 

 

Şekil 3.3. ELISA yöntemleri (94). 
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3.8. Serum Anti-LPS Testi 

 

Anti-LPS Testi Protokolü 

 

1) LPS antijeni (E. coli O111:B4, Sigma L-2630), uygun konsantrasyonda 

kaplama solüsyonu içerisinde çözüldü ve 200 µl/kuyucuk olacak şekilde 

pipetlenerek inkübasyona bırakıldı. Đnkübasyon işleminin ardından plate 4 kez 

yıkanarak ters çevrildi ve sıvı kısmı dökmek için kağıt havluya 4-5 kez 

vuruldu. 

2) Platenin boş alanlarını kaplamak üzere fosfat buffer solüsyonu içerisinde 

%5’lik yağsız süt solüsyonundan 200 µl/kuyucuk olacak şekilde pipetlenerek 

inkübasyona bırakıldı. 

3) Đnkübasyon sonunda plate aynı şekilde 4 kez yıkandı ve kurutuldu. 

4) Tüm serum örnekleri oda sıcaklığına getirildi.  

5) Kuyucuklara seyreltilmiş serum örneklerinden 50 µl eklendi ve gece boyunca 

+4°C’de inkübe edildi. 

6) Plate 4 kez yıkandı. 

7) Biyotinli 2. antikor 100 µl/kuyucuk olacak şekilde pipetlendi ve inkübasyona 

bırakıldı. 

8) Plate 4 kez yıkandı. 

9) Streptavidin-Peroksidaz Conjugate 100 µl/kuyucuk eklendi, +4°C’de 15 

dakika inkübe edildi. 

10) Plate 4 kez yıkandı. 

11) Substrat solüsyonu 150 µl/kuyucuk eklendi ve 30 dakika oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. 

12) Đnkübasyon sonunda mavi renk oluştu. Her kuyucuğa 50 µl stop solüsyon 

eklendi ve renk maviden sarıya dönüştü.  

13) 450 nm dalga boyunda mikroplate okuyucu (Biotek Synergy HT) ile 

absorbanslar okundu. Elde edilen optik dansiteler değerlendirildi. 
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LPS antijeni   Serum anti-LPS antikoru   Biyotinli 2. antikor 

 

Şekil 3.4. Anti-LPS testi protokolü. 

 

Plate LPS ile kaplandı 

Serum dilüsyonu eklendi ve +4°C’de gece boyu 

inkübe edildi 

4 kez yıkandı 

Biyotinli 2.Ab eklendi 37°C’de inkübe edildi 

4 kez yıkandı 

Streptavidin peroksidaz eklendi 15 dk +4°C’de 

inkübe edildi 

Substrat solüsyonu eklendi ve 30 dk sonra stop 

solüsyonu eklendi 

450 nm’de okundu 

Boş alanlar %5 oranında yağsız süt ile bloklandı 

4 kez yıkandı 

4 kez yıkandı 

4 kez yıkandı 
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3.9. Serum IL-1β Düzeylerinin Saptanması 

 

Serum IL-1β ölçümü için rat IL-1β ELISA kiti (eBioscience) kullanıldı. Testte 

kullanılan solüsyonlar kısaca aşağıdaki şekilde hazırlandı. 

 

Assay buffer: 95 ml deiyonize suya Assay buffer konsantre solüsyondan 5 ml 

eklenerek hazırlandı. 

 

Yıkama solüsyonu: 950 ml deiyonize suya konsantre solüsyondan 50 ml 

eklenerek hazırlandı. 

 

Biotin-Conjugate: 30 dakika içerisinde kullanılmak üzere 5.94 ml assay 

buffer içerisine 60 µl biotin conjugate eklenerek hazırlandı. 

 

Streptavidin-HRP: 30 dakika içerisinde kullanılmak üzere 11.94 ml assay 

buffer içerisine 60 µl streptavidin-HRP eklenerek hazırlandı. 

 

Standart dilüsyonlarının hazırlanması (1-7): Standart kuyucuklarının her 

birine 100 µl sample dilüent eklendi. Đlk kuyucukta konsantrasyon 2000 pg/ml olacak 

şekilde hazırlandı ve bu tüpten 100 µl diğer tüplere sırasıyla aktarıldı. IL-1β 

yoğunluğu, birinci standarttan yedinci standarta kadar aşağıdaki şekilde sırasıyla 2000, 

1000, 500, 250, 125, 63, 31 pg/ml oldu.  

 

Test protokolü Tablo 3.2’de belirtildiği gibi yapıldı. 
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Tablo 3.2. Serum IL-1β ölçüm protokolü. 

 

 BLANK STANDART SERUM 

Sample dilüent 100 µl --- 50 µl 

Std/ Numune --- 100 µl 50 µl 

Biotin-Conjugate 50 µl 50 µl 50 µl 

2 saat oda ısısında inkübasyon 

Yıkama x 3 

Streptavidin-HRP 100 µl 100 µl 100 µl 

1 saat oda ısısında inkübasyon 

Yıkama x 3 
 

Substrat 100 µl 100 µl 100 µl 

10 dakika oda ısısında inkübasyon 

Stop solüsyonu 100 µl 100 µl 100 µl 

450 nm okuma 

 

Blank, standart ve numunelerin absorbans değerleri mikroplate okuyucu 

spektrofotometrede (Biotek Synergy HP) okunarak standart grafiği hazırlandı ve 

numunelerin absorbansları bu standart grafiğiyle karşılaştırılarak konsantrasyonları 

hesaplandı. 

 

3.10. Serum TNF-α Düzeylerinin Saptanması 

 

Serum TNF-α düzeyleri rat TNF-α ELISA kiti (Invitrogen) ile belirlendi. Kit 

kullanılmadan önce oda sıcaklığına getirildi. Testte kullanılan solüsyonlar kısaca 

aşağıdaki şekilde hazırlandı. 

Serum örnekleri: Serumlar 1:2 oranında inkübasyon solüsyonu ile 

seyreltilerek kullanıldı. 

Yıkama solüsyonu: Deiyonize su ile 25 kat sulandırılarak hazırlandı. 

Streptavidin-HRP: Streptavidin-HRP dilüent solüsyonu ile 100 kat 

sulandırılarak hazırlandı ve 15 dakika içerisinde kullanıldı. 

Standart dilüsyonlarının hazırlanması (1-7): 2-7. standart tüpün her birine 

300 µl standart solüsyonu eklendi. Birinci standart tüpüne 375 µl standart dilüent 
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solüsyonu üzerine stok standart solüsyonundan (2000 pg/ml) 225 µl eklendi ve bu 

tüpten diğer standart tüplerine sırasıyla 300 µl aktarıldı. TNF-α yoğunluğu, birinci 

standarttan yedinci standarta kadar sırasıyla 750, 375, 187.5, 93.8, 46.9, 23.4, 11.7 

pg/ml oldu. Hazırlanan standartlar 60 dakika içerisinde kullanıldı. 

 

Test protokolü aşağıdaki tabloda belirtildiği gibi yapıldı. 

 

Tablo 3.3. Serum TNF-α ölçüm protokolü. 

 

 BLANK STANDART SERUM 

Standart dilüent solüsyonu 100 µl --- --- 

Std/Numune --- 100 µl 100 µl 

2 saat oda ısısında ve karanlıkta inkübasyon 

Yıkama x 4 

Biyotin-Conjugate --- 100 µl 100 µl 

1 saat oda ısısında ve karanlıkta inkübasyon 

Yıkama x 4 

Streptavidin-HRP --- 100 µl 100 µl 

30 dakika oda ısısında ve karanlıkta inkübasyon 

Yıkama x 4 

Stabilize Kromojen 100 µl 100 µl 100 µl 

30 dakika oda ısısında ve karanlıkta inkübasyon 

Stop solüsyonu 100 µl 100 µl 100 µl 

450 nm okuma 

 

3.11. Serum Nitrik Oksit Düzeylerinin Saptanması 

 

NO, biyolojik sistemlerde üretildikten sonra birkaç saniye gibi çok kısa sürede 

nitrit (NO2) ve ardından nitrat (NO3)’a oksitlenir. Nitrat formu, NO türevlerinin en 

kararlı yapısıdır (95, 96). Bu nedenle çalışmada, numunede bulunan nitratı nitrit 

formuna redükleyen nitrat redüktaz ile nitrit ölçümü yapıldı. Sonuçta ortamda bulunan 

toplam nitrit ve nitrat formu ölçülmüş oldu. 
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Kullanılan Reaktifler 

1. Sodyum hidroksit çözeltisi: Sodyum hidroksit granülleri distile su ile 

çözülerek 82 mmol/L’lik konsantrasyona getirildi. 

 

2. Çinko sülfat çözeltisi: Çinko sülfat, distile su içerisinde çözülerek 55 

mmol/L’lik konsantrasyona getirildi. 

 

3. Aspergillus Nitrat redüktaz çözeltisi (Enzim): 10 U/ml olacak şekilde 

distile su ile seyreltildi. 

 

4. NADPH (Koenzim): 50 µmol/L olacak şekilde distile suda çözüldü. 

 

5. FAD (Enzim): 5 µmol/L olacak şekilde distile suda çözüldü. 

 

6. α-Naphthylamine çözeltisi: %0,1 α-naphtylamine olacak şekilde suda 

çözüldü. 

 

7. p-Aminobenzene sulfanilamide: % 1 sülfanilamid olacak şekilde, %5 

fosforik asit içerisinde çözüldü. 

 

8. Griess reaktifi: Bir birim sülfanilamid çözeltisi ile bir birim α-

naphtylamine çözeltisi karıştırıldı. 

 

9. Standart çözeltiler: Stok sodyum nitrit ve sodyum nitrat çözeltileri 

kullanılarak 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200 µmol/L konsantrasyonlarda 

standartları hazırlandı. 

 

10. LDH: 5 U/ml olacak şekilde distile su ile seyreltildi. 
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Deney Protokolü 

 

1. Deproteinizasyon 

 

Tablo 3.4. Serum numunelerinin deproteinizasyon protokolü. 

 

100 µl numune alındı 

Üzerine 200 µl çinko sülfat eklendi 

1 dakika vorteksle ve en az 5 dakika oda ısında bekletildi 

Üzerine 300 µl sodyum hidroksit eklendi 

5 dakika vortekslendi 

4000 rpm’de 25 dk. santrifüj edildi 

Süpernatant temiz bir tüpe alındı 

Süpernatant NO2 analizinde kullanıldı 

 

2. Nitrat redüksiyonu 

 

Numunelerde bulunan nitrat moleküllerinin nitrit haline redüksiyonunu 

gerçekleştirmek için 96 kuyucuklu mikroplate tüplerine Tablo 3.5’te belirtildiği gibi 

pipetleme yapıldı. 
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Tablo 3.5. Nitrik oksit ELISA protokolü. 

 

 Standart tüpü Numune tüpü 

Distile su (µl) 125 --- 

Standart (µl) 25 --- 

Numune (µl) --- 25 

NO reaktifi (µl) --- 100 

2 saat 37 °C’ inkübasyon 

LDH (µl) --- 25 

30 dakika 37 °C’ inkübasyon 

Griess reaktifi (µl) 100 100 

30 dakika oda ısısında hafif devir karıştırma ile inkübasyon 

550 nm’ de okuma 

 

Numune ve standart absorbans değerleri mikroplate okuyucu 

spektrofotometrede (Biotek Synergy HP) okunduktan sonra kaydedildi. Standart 

grafiği hazırlandı ve numunelerin absorbansları bu standart grafiğiyle karşılaştırılarak 

konsantrasyonları hesaplandı. Sonuçta numunede bulunan Nitrat+Nitrit 

konsantrasyonları bulunmuş oldu. 
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3.12. Đstatistiksel Analiz 

 

Tüm grupların parametrelerine ait verilerin istatistiksel analizlerinde Windows 

for SPSS 15.0 yazılım programı kullanıldı. Grupların birbiriyle karşılaştırılmasında 

One-Way ANOVA testi kullanıldı. Veriler ortalama±standart hata olarak sunuldu. 

Parametreler arasındaki ilişkileri belirlemede Pearson Correlation testi kullanıldı. 

P<0.05 istatiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1.Vücut Ağırlığı Değişimi 

 

Tablo 4.1. Tüm grupların vücut ağırlığı değişimi (g). Farklı harf bulunan gruplar 

birbirinden farklıdır. 

SF+SF= Salin+Salin, SF+LPS= Salin+LPS, LPS+SF= LPS+Salin, 

NĐ(LPS)+SF= L-NAME(LPS)+Salin, NĐ(LPS)+LPS= L-NAME(LPS)+LPS, 

KĐ(LPS)+SF= Q-Vd-OPH(LPS)+Salin, KĐ(LPS)+LPS= Q-Vd-OPH(LPS)+LPS. 

 

Gruplar 7. gün 35. gün 45. gün 55. gün 62. gün 69. gün 

SF+SF 10 56±2,2 78±2,6 92±4,3 107±3,9 124±2,6 ab 

SF+LPS 10 62±2,3 85±3,9 97±3,9 119±3,9 132±3,6 ab 

LPS+SF 10 58±1,9 84±4,1 106±2,3 126±3,1 140±2,6 b 

LPS+LPS 10 58±2,1 76±6,1 86±7,2 107±7,1 118±6,8 a 

NĐ(LPS)+SF 10 57±4,8 83±6,0 98±5,8 115±5,7 125±5,7 ab 

NĐ(LPS)+LPS 10 61±2,9 89±3,6 101±3,4 122±5,5 135±7,5 ab 

KĐ(LPS)+SF 10 56±2,3 84±2,3 104±2,7 123±3,5 138±2,9 b 

KĐ(LPS)+LPS 10 64±1,8 92±2,3 103±1,7 127±1,9 138±0,9 b 
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Şekil 4.1. Tüm grupların vücut ağırlık grafikleri.  

A) Grupların deney süresince ağırlık değişimleri, B) Grupların 35. günden 69. güne 

kadar ağırlık kazanımları, C) Grupların erişkin (69. gün) vücut ağırlıkları.  

Farklı harf bulunan gruplar birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.05. (Grup kısaltmaları için 

bkz. s.42). 
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4.2. Puberte ve Östrus Döngüsü Bulguları 

 

Tablo 4.2. Tüm grupların puberteye ulaşma zamanları (gün) ve puberteye ulaştıkları 

vücut ağırlıkları (g).  

 

Gruplar Puberte  Puberte vücut ağırlığı 

SF+SF 56±2,59 a 99,1±5,9 

SF+LPS 49,5±1,5 a 96,2±2,1 

LPS+SF 51,3±1,2 a 101,5±3,9 

LPS+LPS 60,8±0,9 b 107,4±6,5 

NĐ(LPS)+SF 55,8±1,7 ab 104,8±1,6 

NĐ(LPS)+LPS 50,4±1,2 a 99,8±5,4 

KĐ(LPS)+SF 53,4±1,5 ab 105,4±4,7 

KĐ(LPS)+LPS 50,2±1,3 a 101±5,4 

 

 
Şekil 4.2. Grupların puberteye ulaşma günleri  

Farklı harf bulunan gruplar birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.05 (Grup kısaltmaları için 

bkz. s. 42). 
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Şekil 4.3. Tüm grupların günlere göre pubeteye ulaşma yüzdeleri (Grup kısaltmaları 

için bkz. s.42). 

 

 

Şekil 4.4. Grupların ortalama östrus döngüsü uzunluğu. Gruplar arasında istatistiksel 

bir farklılık bulunmamıştır (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 
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Tablo 4.3. Tüm grupların takip edilen östrus siklusu fazlarına ait yüzde değerleri 

(Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 

 

Gruplar % Proöstrus % Östrus % Metöstrus % Diöstrus 

SF+SF 21,4±3,4 20,0±3,2 17,4±2,3 41,1±4,6 ab 

SF+LPS 18,1±1,6 21,3±1,4 16,5±1,5 37,5±3,5 ab 

LPS+SF 17,5±1,2 25,8±3,4 19,7±1,9 36,8±2,2 ab 

LPS+LPS 13,5±4,1 14,5±5,0 16,1±2,4 55,8±8,8 a 

NĐ(LPS)+SF 16,7±3,0 22,0±4,6 15,7±3,0 45,5±4,9 ab 

NĐ(LPS)+LPS 18,4±2,4 24,9±2,7 17,9±2,1 38,6±6,0 ab 

KĐ(LPS)+SF 19,8±2,5 24,6±4,2 18,4±3,4 42,1±3,4 ab 

KĐ(LPS)+LPS 23,1±1,4 23,6±3,4 21,2±2,6 32,0±4,8 b 

 

Şekil 4.5. Grupların östrus siklusu fazlarının yüzde değerleri. Grafiklerin sıralaması % 

diöstrus, % östrus, % proöstrus, % metöstrus olarak sunulmuştur (Grup kısaltmaları 

için bkz. s.42). 

A) Tüm gruptaki hayvanların östrus siklusu fazlarının yüzde değerleri 

B) Düzenli östrus siklusu fazlarının yüzde değerleri 

Tüm sıçanların östrus siklusları Ek.1’de sunulmuştur. 
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4.3. Ovaryum Histolojisi 

 

 

 

Şekil 4.6. Ovaryumda bulunan farklı folikül tipleri  

A. Antral folikül (kalın ok), primer folikül (ince ok). H&E X 40.  

B. Preantral folikül (kalın ok), primordiyal foliküller (ince ok). H&E X 40. 

 

 

 

Şekil 4.7. Ovaryumda bulunan en büyük antral folikülün teka interna tabakası 

A. Ovaryumda bulunan en büyük antral folikülün teka interna kalınlığı (oklar 

arasındaki kısım). H&E X 20.  

B. Teka interna tabakası (oklar arasındaki kısım). H&E X 40. 

 

 

 

A 

B A 

B 
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Tablo 4.4. Tüm grupların sağ ovaryumunda bulunan primordiyal, primer, preantral, 

antral folikül sayıları ve teka interna tabakası kalınlığı (µm) (Grup kısaltmaları için 

bkz. s.42). 

 

Gruplar Primordiyal Primer Preantral Antral Teka interna 

SF+SF 295,7±38,9 a 134,2±24,1 a 110,0±8,1 74,2±15,5 ab 18,9±0,5 

SF+LPS 105,7±24,9 b 64,2±17,1 b 102,8±8,9 60,0±8,4 ac 19,6±0,4 

LPS+SF 102,2±14,2 b 72,2±8,7 ab 61,1±7,7 52,2±13,6 a 21,2±0,6 

LPS+LPS 104,0±16,9 b 86,0±23,3 ab 84,0±26,1 56,0±22,9 ac 21,0±0,6 

NĐ(LPS)+SF 286,6±54,8 a 131,6±21,2 a 116,6±8,0 136,6±20,7 b 19,2±1,0 

NĐ(LPS)+LPS 210,0±61,8 ab 80,0±15,4 ab 116,0±27,4 74,0±5,0 ab 18,0±1,2 

KĐ(LPS)+SF 138,5±21,6 b 52,8±13,5 b 104,2±8,9 112,8±17,4 ab 19,0±0,5 

KĐ(LPS)+LPS 140,0±46,8 ab 62,0±7,3 ab 90,0±16,7 126,0±21,6 bc 18,0±1,0 

 

 

Şekil 4.8. Tüm grupların primordiyal folikül sayıları. Farklı harf bulunan gruplar 

birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.05 (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 
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Şekil 4.9. Tüm grupların primer folikül sayıları. Farklı harf bulunan gruplar 

birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.05 (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 

 

 

Şekil 4.10. Tüm grupların preantral folikül sayıları. Gruplar arasında istatistiksel bir 

farklılık bulunmamıştır (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 
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Şekil 4.11. Tüm grupların antral folikül sayıları. 

Farklı harf bulunan gruplar birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.05; Pa ve c<0.05; Pb ve c<0.05 

(Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 

 

 

Şekil 4.12. Tüm grupların toplam folikül sayıları. 

Farklı harf bulunan gruplar birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.05; Pa ve c<0.05; Pb ve c<0.05 

(Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 
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Şekil 4.13. Tüm grupların en büyük antral folikül çapı. Gruplar arasında istatistiksel 

bir farklılık bulunmamıştır (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 

 

 

Şekil 4.14. Tüm grupların teka interna kalınlığı. Gruplar arasında istatistiksel bir 

farklılık bulunmamıştır (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 
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4.4. Serum Anti-LPS testi sonuçları 

 

 

Şekil 4.15. Grupların serum anti-LPS antikoru ELISA testinin 450 nm’de optik 

dansite değerleri. 

Farklı harf bulunan gruplar birbirinden farklıdır. Pa ve b <0.01; Pa ve c<0.01; Pb ve c<0.05 

(Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 

Testte indirek ELISA yöntemi kullanılarak her numune iki defa çalışıldı.  

 

4.5. Serum IL-1β, TNF-α Sonuçları 

 

Satın alınan test kitleri ile yapılan analizler sonucunda Serum IL-1β ve  

TNF-α düzeylerinin tespit edilebilir aralıkta olmaması nedeniyle kullanılabilir 

sonuçlar elde edilememiştir. 
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4.6. Serum Nitrik Oksit Sonuçları 

 

Tablo 4.5. Tüm grupların serum nitrik oksit konsantrasyonları (µmol/L).  

 

Gruplar NO (µmol/L) 

SF+SF 14,9±0,5 

SF+LPS 15,5±0,4 

LPS+SF 14,6±0,8 

LPS+LPS 16,1±0,6 

NĐ(LPS)+SF 15,2±0,6 

NĐ(LPS)+LPS 15,0±0,4 

KĐ(LPS)+SF 13,6±0,6 

KĐ(LPS)+LPS 14,0±0,5 

 

 

Şekil 4.16. Grupların serum nitrik oksit konsantrasyonları. Gruplar arasında 

istatistiksel bir farklılık bulunmamıştır (Grup kısaltmaları için bkz. s.42). 
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Şekil 4.17. Grupların puberteye ulaşma günü ile prepubertal (35. gün) vücut ağırlığı 

ilişkisi. (VO= Vajinal açıklık). 

 

 

Şekil 4.18. Grupların östrus döngüsü uzunluğu ile serum NO miktarları ilişkisi. 
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Şekil 4.19. Grupların primordiyal folikül sayısı ile 69. gün vücut ağırlıkları ilişkisi. 

 

 

Şekil 4.20. Grupların primer folikül sayısı ile 69. gün vücut ağırlıkları ilişkisi. 

 

 

Şekil 4.21. Grupların teka interna kalınlığı(µm) ile % östrus ilişkisi. 
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Şekil 4.22. Grupların ovaryan folikül sayılarının birbirleriyle ilişkileri. 
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5. TARTIŞMA 

 

Bu tez çalışmasında, neonatal ve prepubertal dönemlerde bakteriyel 

endotoksinlere maruziyetin üremeyi uzun vadede negatif olarak etkilediği ve bu 

etkileşimde IL-1β ve NO’nun aracı olarak rol oynadığı belirlenmiştir. Bu bağlamda, 

LPS uygulamalarının puberteyi geciktirdiği, ovaryumdaki primordiyal folikül 

sayısını azalttığı ve kanda anti-LPS antikorlarını artırdığı tespit edilmiştir. Elde 

edilen bulguların önemli bilimsel ve pratik katkılarının olabileceği düşünülmektedir. 

 

5.1. LPS ve Puberte 

Çalışmada vajinal açılmanın oluştuğu gün puberteye erişme süresi olarak ele 

alınmış ve genel olarak mevcut literatüre göre pubertenin geciktiği belirlenmiştir. Bu 

gecikme, LPS’nin puberteyi etkileme düzeyini daha belirgin olarak görebilmek için 

uygulanan kısa gün ışığı (8 saat aydınlık:16 saat karanlık) programının beklenen bir 

sonucudur (97). Gruplar kendi içlerinde incelendiğinde, tek LPS enjeksiyonu 

puberteye erişim süresini etkilemezken, neonatal dönemi müteakip prepubertal 

dönemde ikinci LPS enjeksiyonun yapılması puberteyi yaklaşık 5 gün kadar 

geciktirmiştir. Konu ile ilgili literatürler incelendiğinde esasen tek neonatal LPS 

enjeksiyonunun da puberteyi geciktirdiği belirlenmiştir (9, 64, 65). Bu tez 

çalışmasında tek LPS enjeksiyonun puberteye erişme süresini etkilememesi 

kullanılan endotoksinin türüne, serotipine, kullanılan deney hayvanın ırkına ve 

LPS’nin neonatal enjeksiyon gününe bağlı olabilir. Bizim çalışmamızdan farklı 

sonuçlar elde eden Walker ve ark. (2011) ile Wu ve ark. (2011) LPS enjeksiyonlarını 

postnatal 3-5. günlerde gerçekleştirmişlerdir. Yine Walker ve ark. (2011) Salmonella 

enteriditis LPS’si, Knox ve ark. (2009) ile Wu ve ark. (2011) ise E. coli’nin O55:B5 

serotipini ve Sprague Dawley ırkını kullanmışlardır. Literatürde farklı LPS türleri ve 

serotiplerinin farklı inflamatuvar yanıtlar oluşturabileceği görülmektedir. Mihai ve 

ark. (2001) Salmonella tphymurium ile E. coli’nin farelerde TNF-α salınımını farklı 

etkilediğini tespit etmişlerdir. Akarsu ve ark. (2000) ise E. coli’nin değişik 

serotiplerinin sıçanlarda termoregulasyon mekanizmalarında farklı etkiler meydana 
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getirdiğini bulmuşlardır. Spencer ve ark. (2006) postnatal sıçanlara 7, 14, 21 ve 28. 

günlerde E.coli LPS’si enjekte ettikten sonra yetişkin dönemde tekrar LPS 

enjeksiyonu yaparak ateş yanıtı araştırmışlardır. Yapılan bu denemede ateş yanıtın 

postnatal 7. günde LPS enjekte edilen grupta en yüksek olduğu ve bu grupta erişkin 

ağırlığın da daha düşük olduğu belirlenmiştir. Bizim çalışmamıza göre tek LPS 

enjeksiyonu (7 veya 30. gün) puberteye erişme süresini etkilemezken iki LPS 

enjeksiyonu (7 ve 30. gün) puberteyi geciktirmiştir. Dolayısıyla üremeyi denetleyen 

sistem, bireyin mikroorganizmalara maruziyet sıklığını algılayarak bireyin yaşadığı 

ortam şartlarının üremeye elverişli olmadığı mesajını verebilir.  

LPS’lerin etkilerine aracılık eden NO ve IL-1β inhibitörlerinin kullanılması 

ise, hem neonatal hem de prepubertal dönemde iki defa LPS uygulansa dahi 

pubertenin gecikmesini engellemiştir. Bu da LPS’lerin üremeyi etkilemesinin NO ve 

IL-1β yoluyla olabileceğini göstermektedir. Her iki inhibitör de aynı düzeyde 

koruyucu olmuşlardır. Dolayısıyla bakteriyel neonatal enfeksiyonlarda bu iki 

aracının inhibitörlerinin kullanılmasının faydalı olabileceği düşünülmektedir. Tez 

çalışmasının asıl amacı NO ve IL-1β’nın etkilerini bloke etmek olduğundan, bu 

blokerler LPS verilmeksizin yalnız başlarına enjekte edilmemişlerdir. Bu durumda, 

gözlenen etkiler LPS’nin etkileri bloke edildiğinden mi yoksa bu inhibitör 

maddelerin doğrudan etkilerinden mi kaynaklanmıştır sorusunun aydınlatılması 

gerekmektedir. 

Tüm gruplarda puberteye ulaşma ağırlığının benzer olması, üreme sisteminin 

vücut ağırlığı ile bağlantılı olduğunu göstermiştir. Bu çalışmada puberteye ulaşma 

süresi ile 35 ve 69. gün vücut ağırlıkları arasında pozitif bir ilişkinin olması bu 

bağlantının göstergesidir. 

 

5.2. LPS ve Östrus Döngüsü 

Puberteden hemen sonra yapılan östrus siklusu takiplerinde, tüm hayvanlarda 

düzensiz östrus siklusu görüldü. Bu bulgu ilk sikluslar için normal kabul edilebilir 

(100). Wu ve ark. (2011)’nın yaptığı çalışmada kontrol grubunun östrus siklusunda 

normal düzen söz konusu iken neonatal LPS uygulanan gruplarda belirgin bir 

düzensizlik olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca birçok memeli türünde ilk siklusların 
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düzensiz olabileceği de bilinmektedir. Literatürde sıçanlarda da puberteye 

erişildikten sonraki ilk 15 günde östrus sikluslarının düzensiz olduğu tespit edilmiştir 

(100). 

 

5.3. LPS ve Foliküler Gelişme 

LPS’nin en belirgin etkilerinden birisi primordiyal foliküller üzerine 

görülmüştür. Kontrol grubunda primordiyal folikül rezervindeki folikül sayısı en 

yüksek düzeyde bulunmuşken, NĐ verilen sıçanlarda da LPS enjeksiyonlarına rağmen 

primordiyal folikül rezervindeki sayı fazlaca etkilenmemiştir. Buna mukabil, LPS 

enjeksiyonu yapılan gruplarda (7. ve/veya 30. günler) primordiyal folikül sayısı 

belirgin bir şekilde azalmış olup KĐ’nin ise bu azalmaya karşı koruyucu bir rolü 

belirlenememiştir. Dolayısıyla Şekil 5.1’in sol tarafında da özetlendiği gibi, iki ayrı 

primordiyal folikül rezervi oluşmuştur. Bu tez çalışmasından elde edilen folikül 

sayıları diğer literatürlerin kontrol gruplarıyla benzer bulunmuştur (65, 101). Primer, 

preantral ve antral foliküllerin sayısı ve en büyük antral folikülün çapının 

primordiyal folikül sayısı ile doğru orantılı olduğu belirlenmiştir. Dolayısıyla, 

primordiyal foliküller üzerine net azalma yapan LPS enjeksiyonlarının 

folikülogenezisin her aşamasını etkileme potansiyeli bulunmaktadır.  

 

 

 

 

 

 

 



61 
 

 

 

 
 
Şekil 5.1. Çalışmadan elde edilen bulgular ışığında sıçanlarda ovaryan foliküler 

gelişmenin hipotetik modeli (primordiyal folikül sayısı benzer olan gruplar beraber 

sunulmuştur, grup kısaltmaları için bkz. s.42). 

Postnatal 7. ve 30 günlerde salin enjeksiyonları yapıldığında ovaryum 

üzerindeki primordiyal folikül sayısı yüksektir fakat aynı dönemlerde LPS 

enjeksiyonlarının yapılması primordiyal folikül sayısını azaltmaktadır. Postnatal 7. 

günde LPS ile birlikte NĐ uygulandığında primordiyal folikül sayısında yalnızca hafif 

bir azalma oluşmuşken; postnatal 7. günde LPS ile birlikte KĐ’nin uygulanması 

koruyucu olmamıştır (Şeklin sol tarafı). 

Primordiyal folikül rezervi az sayıda olan sıçanlarda primer foliküller, 

preantral foliküller ve antral foliküller daha az sayıda olmakta ve aynı zamanda en 

büyük antral folikülün çapı da daha küçük olmaktadır (Şeklin sağ tarafı). 
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LPS enjeksiyonlarının primordiyal folikül sayısını azaltması iki nedenden 

ötürü olabilir: (1) Neonatal dönemde folikül sayısındaki artış LPS tarafından 

baskılanmış olabilir. Çünkü memelilerde doğum aşamasında tamamlanmış olan 

folikül sayısındaki artış, sıçanlarda doğumdan sonra da devam etmektedir. Bu her ne 

kadar olası bir neden gibi gözükse de, normalde bu artış postnatal 3. günde 

tamamlandığı belirtilmiş olduğundan, tez çalışmasında postnatal 7. günde yapılan 

LPS enjeksiyonunun folikül sayısındaki artışı baskılaması düşük bir olasılıktır. (2) 

LPS enjeksiyonlarının primordiyal folikül sayısını azaltmasının bir diğer nedeni de 

apoptozise yol açarak foliküllerin ortadan kaldırılması olabilir. LPS’nin foliküller 

üzerine toksik etki yaparak apoptozise yol açmış olması daha muhtemel 

gözükmektedir. Bizim çalışmamızdan elde edilen veriler, bu toksik etkilerin 

minimize edilmesinde de sırasıyla NO ve IL-1β inhibitörlerin etkin roller 

üstlendiklerini göstermektedir. Konu ile ilgili literatürler incelendiğinde lokal NO ve 

IL-1β’nın büyüyen antral folikülleri apoptozise karşı koruduğu bildirilmesine rağmen 

(102, 103) çalışmamızda incelediğimiz şekliyle genel bir yangı durumunda 

primordiyal foliküller üzerine etkileri bilinmemektedir. Ayrıca TNF-α artışı 

durumunda neonatal sıçanlarda primordiyal rezervin azaldığı tespit edilmiştir (104). 

Bu çalışmada LPS+LPS enjeksiyonunun primordiyal folikül sayısında daha 

belirgin bir düşüşe neden olması beklenirken, Salin+LPS, LPS+Salin ve LPS+LPS 

enjeksiyonları primordiyal folikül sayılarını Salin+Salin grubuna göre aynı düzeyde 

azaltmışlardır. LPS+LPS grubunda, ikinci LPS enjeksiyonu yapıldığında, 

organizmanın ilk LPS enjeksiyonundan dolayı böyle bir strese hazırlıklı olduğu ve bu 

nedenle ikinci LPS’ye verilen yangısal yanıtın daha hafif geçirildiği düşünülebilir. 

Ellis ve ark. (2005) neonatal dönemde ve erişkinlik döneminde bu tez çalışmasına 

benzer şekilde sıçanlara Salin+Salin, Salin+LPS, LPS+Salin ve LPS+LPS 

enjeksiyonu yapmışlar ve ikinci enjeksiyondan 2 saat sonra TNF-α, IL-1β, IL-6 ve 

vücut ısısını ölçmüşlerdir. Söz konusu çalışmada, LPS+LPS grubunda Salin+LPS 

grubuna göre daha düşük TNF-α, IL-1β, IL-6 ve vücut ısısı yanıtı oluşurken daha 

yüksek kortikosteron salınımı belirlenmiştir. Bu tez çalışması literatürle birlikte ele 

alındığında, belirli bir zaman sonrasında yapılan ikinci LPS enjeksiyonları nedeniyle 

oluşan yangısal yanıtın, tek LPS enjeksiyonundan sonra oluşan yangıdan çok daha 

şiddetli olmayabileceğini göstermektedir. Her iki durumda da yapılan LPS 
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enjeksiyonları ile artış gösteren kortikosteron düzeyi, üremeyi negatif yönde 

programlayabilen bir etken olarak gözükmektedir (7, 8, 9). Bu tez çalışmasında 

ikinci LPS enjeksiyonu yapılan gruplarda (1) antikor yanıtının yüksek bulunması, 

yangının bu gruptaki hayvanlarda kontrol altına alınmış olabileceğini; (2) fakat ikinci 

LPS uygulamasıyla birlikte organizmaya ‘hastalık riski yüksek bir ortam’ sinyalinin 

verilerek pubertenin ötelenmiş olabileceği düşünülmektedir.  

Bu çalışmada IL-1β ve TNF-α düzeyleri incelenmiş fakat ölçülebilir düzeyin 

altında tespit edilmiştir. Ellis ve ark. (2005)’nın bizim araştırmamızın deney 

düzenine benzeyen çalışmasında da Salin+Salin ve LPS+Salin gruplarında bu iki 

sitokinin düzeyleri tespit edilebilir düzeyin altında bulunmuşken Salin+LPS ve 

LPS+LPS gruplarında ise LPS enjeksiyonlarını müteakip 2. saatte yapılan 

ölçümlerde IL-1β  ve TNF-α düzeyleri yüksek bulunmuştur. Bu tez çalışmasında söz 

konusu ölçümler LPS enjeksiyonundan yaklaşık 45 gün sonra yapıldığı için bunların 

tespit edilebilir düzeyin altında bulunması olası gözükmektedir. 

Öte yandan, LPS enjeksiyonları primordiyal folikül sayısını azaltmışken, 

primer, preantral ve antral folikül sayılarını etkilememiştir. Tez çalışmasında, 

ovaryan foliküller ikinci LPS’nin uygulanmasından yaklaşık olarak 45 gün sonra 

karakterize edilmiştir. Dolayısıyla, LPS’nin primordiyal folikül dışındaki foliküller 

üzerine yapmış olduğu negatif etkilerin izleri ortadan kalkmış olabilir. Çünkü 

primordiyal foliküller, genel olarak tümü aynı anda gelişmeyen ‘sessiz’ bir folikül 

rezervi oluştururlar ve her seferinde bu foliküllerden bir kısmı adanmış (commited) 

foliküllere dönüşerek ovulasyona ya da atreziye uğrarlar (22). Dolayısıyla, 

primordiyal folikül aşamasından sonraki tüm aşamalar aktif iken, primordiyal 

foliküller adanmış foliküller haline gelene kadar pasif bir şekilde ovaryum üzerinde 

bulunurlar. Bu nedenle de LPS’nin etkilerine bağlı olarak sayılarında meydana gelen 

azalma uzun bir süre sonra dahi tespit edilebilir. Primordiyal folikül rezervindeki 

folikül sayısının azalması rodentlerin yaşam döngüsü dikkate alındığında bir sıkıntı 

oluşturmasa da, aynı bulgu insanlara uyarlanırsa, bunun foliküllerin tükenmesine 

bağlı olarak erken menopoza yol açma olasılığı düşünülebilir. 

Primordiyal folikül rezervinin azalmasının puberteyi öne aldığına ilişkin 

kanıtlar olmasına rağmen (101, 106), Wu ve ark. (2011), neonatal dönemde LPS 
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enjekte ettikleri sıçanlarda primordiyal folikül sayısında azalma saptarken puberte 

gecikmesi saptamışlardır. Bu bulgu bizim çalışmamızdan elde edilen verilerle 

uyumludur. Dolayısıyla erken yaşlarda bakteriyel maruziyetin kişinin ileriki üreme 

aktivitesini negatif olarak programlaması muhtemel gözüktüğünden konu ile ilgili 

yeni çalışmalara gereksinim bulunmaktadır. 

Elde ettiğimiz bulgularda erişkin vücut ağırlığının (69. gün) artması 

primordiyal ve primer folikül sayısının azalmasına neden olmuştur. Bu durum, 

pubertenin vücut ağırlığıyla doğrudan ilişkisi olduğunu ve böylesi bir durumda 

folikülogenez aktivitesininde arttığını göstermektedir. 

Çalışmamızda en büyük antral folikülün teka interna kalınlığı, gruplar 

arasında anlamlı farklılık bulunmamıştır. LPS’nin sempatik tonusu artırarak teka 

interna kalınlığını artırdığına ilişkin kanıtlar vardır (65). Kronik aralıklı soğuk 

uygulaması ya da kısıtlanma streside teka interna kalınlığını artırarak folikülün 

ovulasyonuyla ilgili sorunlara yol açabilmekte ve polikistik overe neden 

olabilmektedir (107). Bir başka çalışmada ise polikistik overin önlenmesi 

sağlandığında teka kalınlığının normale döndüğü görülmüştür (108). 

 

5.4. Anti-LPS antikoru 

Bu tez çalışmasıyla, E.coli’ye özgü anti-LPS antikorlarını tespit eden, 

duyarlı, basit ve hızlı bir ELISA testi geliştirilmiştir. Bu test sayesinde deney 

gruplarına yapılan LPS enjeksiyonlarının başarılı olduğu da kanıtlanmıştır. Böylece, 

LPS ile ilgili çalışmalar yapıldığında, bu antikorlar ölçülerek deneyin sağlıklı 

yürüdüğüne ilişkin önemli bilgiler kolay bir şekilde elde edilmiş olacaktır. Çünkü; 

LPS enjeksiyonları sonucunda, bu enjeksiyonların organizmada etki oluşturup 

oluşturmadığına ilişkin bulguların elde edilmesi oldukça güçtür. Ayrıca bu 

hayvanlardan kan alımı zor olduğu için genellikle hayvanların bir kısmının deneyden 

çıkarılması veya bu amaçla ek denemelerin yapılması gereksinimi doğmaktadır. 

LPS’lerin etkin olduğunun belirlenmesi amacıyla vücut ısısının ölçülmesi, 

sitokinlerin tayini vs. gibi spesifik olmayan ölçümler gerekmektedir. Bu tür 

parametrelerin ölçümleri hem zordur hem de pahalıdır. Geliştirilen test sayesinde 
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ileriki bir tarihte alınan numuneler kullanılarak LPS enjeksiyonlarının başarısı 

hakkında kesin, spesifik bilgiler elde edilebilecektir. 

Çalışmamızda neonatal+prepubertal LPS enjeksiyonu yapılan her üç grupta 

da LPS’ye karşı spesifik antikor yanıtı gözlendi. Bu antikorların E. coli LPS’sine 

özgü oldukları düşünülmektedir. Çünkü E. coli LPS’si bağlanmayan solid faza 

deneklerin antikorları bağlanmamıştır. Öte yandan E. coli LPS’sini tanıyan ve 

bağlanan bu antikorların diğer LPS’lere karşı da çapraz reaksiyonlarının bulunması 

olasıdır. Fakat bizim çalışmamızdaki amaç anti-LPS antikorlarını tespit etmek 

olduğundan, geliştirilen testin bu soruya cevap verdiği görülmektedir. Bunun yanında 

prepubertal LPS enjeksiyonu yapılan SF+LPS grubundaki antikor yanıtı kontrole 

kıyasla yüksek buna mukabil çift LPS enjeksiyonu yapılan gruplardan ise daha 

düşüktü. Bu bulgu immünolojik yanıtın ikinci karşılaşmada güçlendiğini 

göstermektedir.  

Anti-LPS antikoru ile puberte arasında bir ilişki saptanmamıştır. Çift LPS 

enjeksiyonu yapılan tüm gruplarda antikor üretimi saptanmış ancak inhibitör 

uygulanan gruplarda puberte gecikmemiştir. Dolayısıyla, çift LPS enjeksiyonu, 

inhibitörler olmaksızın puberteyi geciktirdiği halde, bu gecikmeye aracılık eden 

faktörün ne olduğu henüz tam olarak bilinmemektedir. Sonuç olarak söz konusu 

faktörün hipotalamusa doğrudan ya da dolaylı yollarla bilgi vermesi gerekir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĐLER 

 

1. Đki defa LPS uygulaması puberteyi geciktirmiştir. 

2. Đki defa LPS uygulamasında pubertenin gecikmesini IL-1β ve NO 

inhibitörleri önlemiştir. 

3. LPS’nin tek başına uygulandığı gruplarda foliküler gelişim ve özellikle 

de primordiyal rezerv azalmıştır. 

4. Foliküler gelişimin azalması L-NAME ile önlenmiştir. 

5. Foliküler gelişimin baskılanmasında IL-1β inhibitörü yeterince etkili 

olmamıştır. 

6. Vücut ağırlığı artıkça puberteye ulaşılan gün daha erken olmaktadır. 

Nitekim vücut ağırlığı arttıkça folikülogenez aktivitesi de hızlanmıştır. 

7. Sıçanlarda E.coli’ye özgü anti-LPS antikorlarını tespit eden, duyarlı, basit 

ve hızlı bir ELISA testi geliştirilmiştir. 

 

NO ve IL-1β inhibitörlerinin, LPS’nin neden olduğu immünoreprodüktif 

programlamada üstlendikleri rolleri anlayabilmek adına bu moleküllerin tek başına 

ve farklı dozlardaki etkileri araştırılabilir. Ayrıca LPS ile olan etkileşimlerde kısa 

vadeli sonuçlarının araştırılması da bu konunun aydınlatılmasına katkı sağlayacaktır. 

Đnsanlarda primordiyal folikül gelişimi fetal dönemde sonlandığından, 

sıçanlarda yapılacak denemeler konunun aydınlatılmasında önemli avantajlar 

sunmaktadır. Primordiyal foliküllerin henüz oluşumunu tamamlamadığı zaman 

diliminde (sıçanlarda ilk 3 gün) enjeksiyonların yapılarak LPS’nin hangi yollar 

aracılğıyla nasıl etkiler gösterdiği anlaşılabilir. 

Farklı türde ya da serotipte LPS uygulamalarının tekrarlanarak bu 

programlamaya vereceği mesajın tespit edilmesi konunun biraz daha 

aydınlatılmasına katkı sağlayabilir. 
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