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OZET

DOKSORUBISININ KARACIGERDE MEYDANA GETIRDIiGi
HASARIN VE BU HASARA KARSI PROPOLISIN OLASI KORUYUCU
ETKIiSININ MOLEKULER DUZEYDE iNCELENMESI

Nursen ORAK
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Giilgiin CAKMAK ARSLAN
Haziran 2022, 98 sayfa

Bircok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik bir ajan olan
doksorubisin (DOX), hedef dis1 organlarda ciddi toksik etkilere sebep olmaktadir. Bu
calismanin amaci, DOX'un sigan karaciger ve kan dokularinda meydana getirdigi zararl
etkileri ve bu hasar iizerinde gii¢lii antioksidan maddeler igeren bir ar1 iiriinii olan
propolis (PRPLS)'in olast koruyucu etkisini Azaltilmis Toplam Yansima-Fourier
Dontisim Kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ve biyokimyasal testler ile molekiiler
diizeyde ortaya c¢ikarmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda, erkek Sprague dawley siganlar 4
farkli gruba ayrilmistir; kontrol (n=7), DOX (2,5 mg/kg’lik 6 enjeksiyon, kiimiilatif doz:
15 mg/kg; n=7), PRPLS (200 mg/kg, giinlik; n=6) ve DOX + PRPLS (15 mg/kg,
kiimiilatif; 200 mg/kg, gilinliik, sirasiyla; n=7). Siganlara 20 giin boyunca her giin 200
mg/kg PRPLS oral gavaj yontemi ile 2,5 mg/kg DOX 10., 12, 14., 16., 18. ve 20.
giinlerde intraperitonel olarak verilmistir. Deneyin 21. giinii hayvanlardan karaciger ve
kan ornekleri alinmis, karaciger dokulart ATR-FTIR spektroskopisi ile incelenmis, kan
plazma 6rneklerinde total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyesi (TOS)
Ol¢iilmiis ve oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmistir. Sonuglar DOX'un karacigerde
glikojen ve niikleik asit miktarinda azalmaya, lipid ve protein miktarinda artisa ve bu
molekiillerin metabolizmasinda, yapisinda ve konformasyonunda bazi Onemli
degisikliklere sebep oldugunu gostermistir. DOX ayrica lipid peroksidasyonuna,
membran akigkanliginda bir artisga, membran diizeninde bir azalmaya ve protein
denatiirasyonuna neden olmustur. TAS ve TOS deney sonuglari, DOX’un kan
dokusunda oksidatif stres yarattigini gostermistir. PRPLS tek bagina verildiginde
karacigerde herhangi bir toksik etkiye sebep olmamis ancak kanin TAS miktarini
artirarak organizmaya fayda saglamistir. DOX’tan 6nce verilen PRPLS DOX’un kanda
yarattigr oksidatif stresi Onlemis ancak karaciger dokusundaki biyomolekiillerde
yarattig1 zararli etkilere karsi yeterli koruyucu etki gosterememistir. Bu calisma,
DOX'un karaciger ve kan dokularinda 6nemli derecede hasar olusturdugunu ve
PRPLS'nin burada uygulanan doz ve zamanda kandaki oksidatif stresi dnledigini fakat
karaciger dokusunda bu hasar1 6nlemede yetersiz oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciikler: ATR-FTIR spektroskopisi, Doksorubisin, Karaciger, Kemoterapi,
Propolis.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF DOXORUBICIN-INDUCED DAMAGE ON LIVER AND
THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF PROPOLIS AGAINST THIS
DAMAGE AT MOLECULAR LEVEL

Nursen ORAK
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Glilgiin CAKMAK ARSLAN
June 2019, 98 pages

Doxorubicin (DOX), a chemotherapeutic agent widely used in the treatment of many
cancers, causes serious toxic effects in non-target organs. The aim of this study is to
examine the harmful effects of DOX on the rat liver and blood tissues and the possible
protective effect of propolis (PRPLS), a bee product containing strong antioxidant
substances, on these damage at the molecular level with Attenuated Total Reflection-
Fourier Transformation Infrared (ATR-FTIR) spectroscopy and biochemical tests. For
this purpose, male Sprague Dawley rats were divided into 4 groups; control (n=7), DOX
(2.5 mg/kg in six injections; cumulative dose: 15 mg/kg; n=7), PRPLS (200 mg/kg,
daily; n=6) and DOX + PRPLS (15 mg/kg, cumulatively; 200 mg/kg, daily;
respectively; n=7). The rats were given 200 mg/kg PRPLS by oral gavage every day for
20 consecutive days and 2.5 mg/kg DOX intraperitoneally on the 10", 12" 14" 16", 18™
and 20" day of the experiment. On the 21st day of the experiment liver and blood
samples were collected, the liver tissues were examined by ATR-FTIR spectroscopy,
total antioxidant level (TAS) and total oxidant level (TOS) were measured in blood
plasma samples obtained from animals and oxidative stress index (OSI) was calculated.
The results showed that DOX caused a decrease in the amount of glycogen and nucleic
acid, an increase in the amount of lipid and protein and some important changes in the
metabolism, structure and conformation of these molecules in the liver. It also induced
lipid peroxidation, a decrease in membrane order and an increase in membrane
dynamics. DOX also induced lipid peroxidation, an increase in membrane fluidity, a
decrease in membrane alignment, and protein denaturation. The results of TAS and TOS
experiments showed that DOX induces oxidative stress in the blood tissue. When
PRPLS was given alone, it did not cause any toxic effects in the liver but it benefited the
organism by increasing the amount of TAS in the blood. PRPLS administered before
DOX, prevented the oxidative stress induced by DOX in the blood however, it was not
able toshow a protective effect against the harmful effects of DOX on biomolecules in
the liver. This study revealed that DOX causes significant damage to liver and blood
tissues, and PRPLS at the dose and time administered here prevents oxidative stress in
the blood but is insufficient to prevent this damage in liver tissue.

Keywords: ATR-FTIR spectroscopy, Chemotherapy, Doxorubicin, Liver, Propolis.
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1. GIRIS

1.1. ANTRASIKLINLER

Antrasiklinler, kanser hastalarinin tedavisinde siklikla tercih edilen, tedavi giicii yliksek
etkin bir kemoterapik ilag grubudur. Cok ¢esitli etki mekanizmalarina sahip olan bu
ilaglar, akut kan ve lenf kanserleri, yumusak ve kemik doku kanserleri basta olmak

tizere birgok farkli kanserin tedavisinde kullanilabilmektedir [1].

Antrasiklinler, ilk olarak 1960’11 yillarda pigment {ireten bir mantar tirii olan
Streptomyces peucetius'tan izole edilmis ve ilk izole edilen iki tiiri doksorubisin (DOX)
ve daunorubisin olarak adlandirilmistir [1]. Grubun tedavide en yaygin kullanilan bu iki
tiyesinden bagka zorubusin, epirubisin, idarubisin ve aklorubisin gibi tiirleri vardir.
Antrasiklinlerin kesfinden beri 6nemli gelismeler gerceklestirilmis ve bu ilaclarin
kanserli hiicrelerin tedavisinde antitimoér aktiviteleri nedeni ile sagkalim %30’dan
%70’1ere kadar ytikseltilmistir [2],[3]. Daha sonra bir¢ok antitiimoér etkili ilag bulunmus

olmasina ragmen antrasiklinler hala en etkili antikanser ilaclaridir.

Antrasiklin antibiyotikleri siradist bir karbonhidrat olan daunosamine baglh tetrasiklik
bir halka yapisina sahiptir. Antrasiklinlerdeki bu karbonhidrat grubu onlarin suda
¢Oziinmesini kolaylastirdigi i¢in 6nemlidir. Bu simiftaki sitotoksik ajanlar, bitisik
halkalar tizerinde, elektron kazanimi ve kaybina izin veren kinon ve hidrokinon yan
molekiillerine sahiptir [4]. Daunorubisin ve doksorubisin'in klinik kullaniminda belirgin
farkliliklar olmasina ragmen, kimyasal yapilar1 yalnizca C14 {izerindeki tek bir hidroksil
grubu ile farklilik gosterir [4]. Sekil 1.1, klinikte en yaygin kullanilan antrasiklinlerin

yapisini gostermektedir.



Epirubicin (EPI) Idarubicin(IDA)

Sekil 1.1. Klinikte yaygin kullanilan bazi antrasiklinlerin yapilari [1].

Bu tiir ilaglar pH=7,4’te (fizyolojik pH) (+) ytikliidiir ve bundan dolay1 bazlarin arasina
girerek DNA’nin yapisinda degisikliklere sebep olabilmektedir. Bunun yanisira
antrasiklinlerin diizlemsel yapisi da niikleik asitlerin ikili zinciri arasma girmeyi
saglamaktadir. Bu ilaclar polimeraz enzimleriyle reaksiyona girerek DNA yapisini
bozmakta, RNA, DNA ve protein sentezini inhibe etmekte ve hiicre ¢ogalmasini S

fazinda durdurmaktadir [2].

1.1.1. Doksorubisin (DOX)

Adriamisin olarak ta bilinen Doksorubusin (DOX) (14-hidroksidaunorubisin), 1969
yilinda Streptomyces peucetius alttiirii caesius ATCC 29050’den elde edilen mutant bir
soy olan ATCC 27952’den elde edilmistir [S]. Akciger kanseri, Nonhodgkin Lenfoma,
metastatik meme kanseri, akut lenfoblastik 16semi, Hodgkin Lenfoma over kanseri,
yumusak doku ve kemik sarkomlari, hepatoblastom, noéroblastomlarin tedavisinde

kullanilan etkili kemoterapotik bir ilactir [6],[7]. Son derece etkili ve genis spektrumlu



bir ila¢ olmasina ragmen yiiksek toksisitesi onemli bir problem olusturmaktadir [8].
1.1.1.1. DOX’un Kimyasal Yapisi

Yapisinda kinon igeren bir antrasiklin antibiyotigi olan DOX’un molekiil formiili
Cy7H29NO 1 HCI, molekiil agirligr 579,98 g/mol’diir. DOX tetrasiklik bir halkadan ve
daunosamin adi verilen bir amino sekerden olusur [9]. Daunosamin tetrasiklik halkanin
7. karbonuna glikozidik bag ile baglanmustir. Ilac, tetrasiklik halkaya komsu kinon ve
hidrokinon gruplarina sahiptir [10]. 13. karbonda bir karbonil grubu ve 14. karbonda bir
alkol baglidir. Orta derecede lipofilik 6zellik gosterir [11]. DOX’un molekiiler yapisi
Sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 1.2. Doksorubisinin molekiiler yapisi [1].

1.1.1.2. DOX un Farmakokinetigi ve Metabolizmas

DOX, sindirim sisteminde inaktive oldugu i¢in genellikle damar igine verilmektedir.
Yarilanma siiresi 12-18,5 saattir. Uygulamadan sonra hizla pargalanir ve daha az aktif

olan metabolitleri, doksorubisinol ve daunorubisinol meydana gelir [1].

DOX ve doksorubisinol (DOX’un ana metaboliti), biiyilik oranda (yaklasik %75) plazma
proteinleri ile etkilesime girer. Dokulara affinitesi yliksektir. Kan beyin bariyerini
gecemez [7],[12]. Karacigerde cabuk metabolize edilir ancak salinimi yavastir. Bu
nedenle diger organlara dagilimi ve viicuttaki etkisi uzun siirrmektedir. Viicuttan
eliminasyonu biiyiik dl¢lide karacigerden safrayla olmakta bir kismi1 da bobreklerden (%

3-10) ve diskiyla (%40-50) atilmaktadir [13].



Cogu ilag gibi DOX’da pasif difiizyon ile hiicreye niifus etmekte ve hiicre i¢inde
konsantrasyonu 10-50 kat artmaktadir [14],[15]. Karacigerin metabolizmadaki
gorevinden dolayt DOX en fazla bu organda birikmektedir [16]. DOX, lipofilik
Ozelliginden ve niikleik asit zincirlerinin arasina girebilme 6zelliginden dolay hiicrelere

hizla girme yetenegine sahiptir. Bu nedenle kandaki diizeyi hizla diismektedir[17].
1.1.1.3. DOX un Etki Mekanizmasi

DOX’un toksik etkilerinde, lipid peroksidasyonu, niikleik asit ve protein sentezi

inhibisyonu gibi bir¢ok faktor etkili olabilmektedir. Fakat bu toksik etkilere katkisi en
yiiksek olanlar oksidatif stres ve enerji metabolizmasinda meydana gelen bozulmadir
[18],[19]. DOX’un hiicreyi apoptoza siiriikledigi ve hiicre ¢ogalmasini engelledigi,
mitokondride fonksiyonel ve yapisal degisikliklere neden oldugu bilinmektedir
[20],[21]. DOX’un, DNA ¢ift sarmalinin arasina girdigi icin transkripsiyonu ve
replikasyonu inhibe ettigi bilinmektedir [9].

DOX hiicrede hizli ilerledigi i¢in, DNA ¢ift sarmalinin arasina niifuz ederek helikaz ve
topoizomeraz II’yi etkisiz hale getirmektedir. DOX etkisini ii¢ farkli kimyasal
tepkimeyle gostermektedir. Bunlardan ikisi hiicre transport zinciriyle etkilesimi ile
digeri kromofor yan zincirinin rediiktaz enzimi tarafindan karbonile indirgenmesi ile
ilgilidir. Bu olaymn gerceklesmesi icin NADPH gerekmektedir. Bunun sonucunda
antineoplastik ve antiproliferatif etkiyi saglayan doksurubisinol olusmaktadir
[1]1,[22],[23]. DOX’un yapisinda bulunan bir elektronun kinon molekiiliine girmesiyle
tepkime baslamaktadir. Bu olay NADPH dehidrogenaz araciligiyla gerceklesmekte,
flavin tasiyan dehidrogenazlar yiiziinden semikinon ve serbest radikaller meydana

gelmektedir (Sekil 2.3).

Bu yap1 hiicre i¢inde agsagidaki durumlar1 gerceklestirebilir:
1) RNA ve DNA ve proteinlerine baglanir.

2) Indirgenerek hidrokinon olusturur.

3) Kararl serbest radikallere doniisiir [1],[22],[23].
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Sekil 1.3. DOX’unreaktif oksijen tiirlerini olusturmasi [1].

DOX’un toksisitesinde serbest radikallerin olusmasi ve antioksidant enzimlerin
azalmas1 6nemli rol oynar.[24]. DOX etkisi ile olusan serbest radikaller cogunlukla O,",
OH’ ve H,O, (hidrojen peroksit) radikalleridir. Serbest radikaller biiyiik oranda DOX-

demir kompleksi araciligi ile olusur.

‘ Fizyolojik Fizyolojik
indirgeyiciler ‘ indirgeyiciler

Sekil 1.4. Doksorubisin- demir kompleksi [1].

DOX bakir ve demiri kuvvetli bir sekilde baglayabilmektedir. Ortamda oksijen varsa
DOX-demir kompleksi meydana gelmekte, Fe™- DOX bir elektron alarak Fe*-DOX

kompleksine doniismektedir. Bu olayin tersinde de serbest O,  radikali olusur. DOX



etkinligi ile serbest radikallerin meydana gelis sekilleri asagida verilmistir [25].
Fe™-DOX + e- — Fe*-DOX

Fe"2-DOX + O, — Fe™-DOX + Oy

20" + 2H — H,00+ 0, Fe**-DOX + H,0, — Fe"-DOX + OH + OH

Fe™-DOX yapist DNA ile baglanarak ti¢li kompleks olusturup DNA’ya zarar verebilir.
Bu kompleks ve OH’ radikalleri sarkoplazmik retikulum ve mitokondri zarlarimin
tagima gorevlerini engelemekte intraselliiler antioksidan sistemlerini inhibe etmekte ve

organellerin peroksidasyona ugramasina sebep olmaktadir [1],[22],[25].
1.1.1.4. DOX un Yan Etkileri

DOX, oldukea genis spektrumlu ve giiclii etkiye sahip bir ajan olmas1 nedeniyle timor
tedavisinde yaygin olarak kullanilir fakat yan etkileri nedeniyle terapotik kullanimi
stnirhidir [8]. DOX tedavisinde doza bagl olarak kalp, bobrek ve karacigerler basta
olmak iizere bir¢ok organda siddetli yan etkiler meydana gelmektedir [26]. Bu ilacin
basaris1 bir sekilde DOX’un kullanimi, sa¢ dokiilmesi, mide bulantisi, kusma,
hematopoietik baskilama, ekstravazasyon ve kardiyomiyopati gibi yan etkiler nedeniyle

diismektedir [1].

Ilacin karaciger, kalp ve bobrek gibi organlar iizerindeki toksik etkilerinin olusmasinda
oksidatif stres, mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma, apoptoz, miyofibriler bozulma,
hiicre i¢i kalsiyum diizenlenmesinde bozukluk, niikleik asit ve protein sentezinin

baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalarin rol aldig ileri stiriilmistiir [27],[28],[29].
1.1.1.5. DOX Hepatotoksisitesi

Ilag kaynakli hepatotoksisite siirekli olarak karaciger hastaliklarinin énemli bir sebebi
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bugiin ekonomik olarak gelismis iilkelerde akut karaciger

yetmezliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir [13].

DOX tedavisi esnasinda, karaciger DOX’u alir, biriktirir ve yliksek konsantrasyonlarini
metabolize eder. Bu nedenle karacigerin DOX uygulanmasindan en cok etkilenen
organlardan biri oldugu diistiniilmektedir. DOX uygulanmasindan sonra hastalarin
%A40’inda karaciger hasar1 gozlenmektedir [13]. Tek doz DOX uygulanmasi bile
karaciger dokularinda; hepatositlerde dejenerasyon ve pleomorfizm, safra kanalinda
proliferasyon, stoplazmik eozinofili, parankimal nekroz, santral vende tikanma ve

tromboz ve portal alanda inflamasyon gibi histopatolojik degisikliklere neden
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olabilmektedir [30]. Ayrica DOX, karaciger ve viicut agirliginda azalmaya, serum
alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST) diizeylerinde artisa,

inflamatuar hiicre infiltrasyonuna ve hepatositlerde nekroza yol agar [31].

DOX’tan kaynaklanan hepatotoksisitenin mekanizmasi tam olarak acikliga
kavusturulamamasina ragmen neden oldugu oksidatif hasar yoluyla oldugu
diisiiniilmektedir [13]. Reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artma, antioksidan ve siilthidril
gruplarinda azalma ile lipit peroksidasyonunda artts DOX hepatotoksisitesinin

olusumunda oksidatif stresin anahtar rol oynadig1 goriistinii desteklemektedir [28].

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, ortaklanmamis elektron tasiyan ve biyolojik materyallerle reaksiyona
girme egiliminde olan atom veya molekiillerdir. Son derece kisa Omiirliidiirler ancak
orbitallerinde paylasilmamis elektron bulundurduklari i¢in oldukga reaktiftirler. Bundan
dolay1 biyolojik molekiillerle kolayca reaksiyona girerek hiicrede onemli hasarlara
sebep olurlar [32]. Serbest radikallerin hiicredeki bu etkileri sonucu pek ¢ok hastaligin
olustugu bilinmektedir.

1.2.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller; kararsiz, son derece kisa omiirlii diisiik molekiil agirligina

sahip molekiillerdir. Bu molekiiller hiicrede baslica 3 ana mekanizma ile olugsmaktadir.
1. Bir molekiiliin elektronunu kaybetmesi yoluyla
2. Bir molekiile elektron eklenmesiyle
3. Kovalent baglarin homolitik par¢alanmasiyla [33].

Viicuttaki serbest radikallerin endojen ve ekzojen olmak iizere baslica 2 ana kaynagi

vardir:
Endojen Kaynaklar
- Yaslanma

- Hidrokinonlar, katekolaminler, tioller, tetrahidroproteinler gibi baz1 molekiillerin

otooksidasyonu

- Prostaglandin sentetaz, lipooksijenaz, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, iceren



membran enzimleri ve lipid oksidasyonu
- Mitokondrideki ets
- Antibiyotikler
- intoksikasyon, travma, iskemi gibi durumlardan sonra olusan oksidatif stres
- Peroksizomlardaki enzimler

- Adenozin deaminaz, ksantin oksidaz, hemoglobin, triptofan dioksijenaz, gibi

proteinler ve enzimler

- Fagositik hiicrelerin aktivasyonu [34],[35].
Ekzojen Kaynaklar

- Stres

- Iyonlastiric1 ve iyonlastirict olmayan radyasyon

- Giines 1s1nlar1

- Metal iyonlar1

- (Gadalardaki katki maddeleri

- Ksenobiyotikler, temizlik iirlinleri, hiperoksi, pestisitler, hava kirliligi, anestezik

maddeler, niikleer atiklar, solventler, sigara dumani, volkanik faaliyetler
- Bagimlilik yapan maddelerin kullanimi: Sigara, alkol, ve uyusturucu maddeler

- Kimyasal maddeler: Bleomisin, Sisplatin, metotreksat, doksorubisin, siklosporin

gibi kanser ilaclar1 ve dogum kontrol haplar1 [33],[36].

1.2.2. Biyolojik Sistemlerde Sik Rastlanan Serbest Radikaller
Biyolojik sistemlerde radikaller oksijen kaynakli ve nitrojen kaynakli olmak iizere iki

gesittir. Stiperoksit (-O;"), hidroksil (-OH) ve peroksil (ROO") radikalleri gibi serbest
oksijen radikalleri ve hidrojen peroksit (H,O,), hipoklor6z asit (HOCI) ve ozon gibi
non-radikaller oksijenin metabolik yolaginda olusan reaktif oksijen tiirleridir (ROS).
Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ise nitrojen kaynakli radikaller ve non-radikallerdir.
Bunlar nitrojen dioksit, nitrik oksit radikalleri ve peroksinitrittir. RNS’ler indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) ve nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)

araciligiyla nitrik oksit ve siiperoksitten tiirevlenirler [37],[38].



Serbest oksijen radikalleri, molekiiler oksijenin indirgenmesi ile agiga ¢cikmaktadir [39].
Hidrojen peroksit ve stiperoksit ilk olusan ROS tiirleridir. Hidroksil radikalinin olusum
reaksiyonunda demir, bakir ve manganez gibi metaller katalizor olarak kullanilmaktadir

[40].
Oksijen atomunun bir elektron (¢”) alarak indirgenmesi sonucunda siiperoksit radikali

(0,") olusmaktadir [41]. Oksijen molekiiliine iki elektron eklenmesi ile olugan non-

radikal bir reaktif olan hidrojen peroksit ise zararli oksijen radikallerine doniigebilme

yetenegindedir [39],[42] (HO,: Perhidroksi radikal).
02+ e — 02'_
H02 +2¢ +2H" — H202

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin esas lretimi siiperoksit dismutasyonu ile

gerceklesmektedir ve bunun sonucunda molekiiler oksijen meydana gelmektedir [43].

Siuperoksit Dismutaz

202. ~ 4+ 2H" > H202 +0
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Olusan hidrojen peroksit, “katalaz” enzimi sayesinde oksijen ve suya ayrismaktadir

[44].

H202 Katalaz > 2H20 + 02

Hidrojen peroksit’in siliperoksitle reaksiyonundan hiicre i¢in oldukca toksik olan
hidroksil radikali olusmaktadir (Haber-Weiss reaksiyonu) [32]. Hidroksil radikalinin

bir diger olusum mekanizmasi ise demir ile katalizlenen Fenton reaksiyonudur.

Haber-Weiss tepkimesi H,0, + O, — OH + OH + 0,

Fenton tepkimesi 0> +Fe” - 0, +Fe™

Fe*? + H,0, — Fe™ + OH + OH



1.2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Viicutta serbest radikallerin meydana gelis ve ortadan kaldirilis hiz1 arasinda bir denge
vardir. Serbest radikal miktarindaki artig, oksidatif stres baslatmaktadir. Oksidatif stres
temel olarak ROS ile onlar1 noétralize eden antioksidanlarin viicuttaki antioksidan
mekanizma ve serbest radikal olusumu arasindaki dengesizlik olarak ifade edilebilir
[45]. Serbest radikaller aerobik metabolizma ile yiiksek oranda ve siirekli olarak
tiretilirler. Antioksidan sistemlerin yetersizligi durumunda protein, niikleik asit, DNA ve

lipit makromolekiillerinin oksidasyonuna neden olurlar [45],[46].

Sekil 1.5’te gosterildigi gibi serbest radikaller hiicrede oksidan hasara duyarli
biyomolekiilleri oksitler ve DNA’nin degismesine, protein, karbonhidrat ve lipid
yapisinin  bozulmasina, enzim  aktivitesinin  engellenmesine ve  hiicresel
makromolekiillerin hasara ugramasina neden olur ve sonugta oksidatif stres ortaya ¢ikar

[47].

e
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P g Solhmnum N N
Protein . dwds %g enzimleri 4 g N
hasan / / 2 8¢ \ o Mitokondri
‘ ' B \ hasan
| | 4 DNA
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hasan | |#& ™= ,
‘ 8% H,0 : .3‘
=i \OORN\ Nucieus Na* MM""‘ Hiicre sismesi
DNA AN o) Ca?* “\\.\(
\ \\ 5 » oot
hasan '\ D A58 Gegirgenligin
N v 4 azalmasi
N 11111 DR / .. 2 40
= ¥ 2 YIS Bolca Ca ~'nin
{ icerive akist

Lipid peroksidasyonu

Sekil 1.5. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri [47].

Serbest radikaller tiim biyomolekiiller tizerinde etki gosterse de lipitler bu durumdan en
cok etkilenen hiicresel molekiillerdir. Hiicre zarindaki kolesterol ve doymamis yag
asitlerinin serbest radikallerle reaksiyonundan oksidasyon iirlinleri agiga ¢ikmakta ve
bunun sonucunda ¢oklu doymamis yag asitleri suda ¢oziinebilen {irtinlere doniismekte

ve membran biitiinliigli bozulmaktadir [39],[42]. Sonug olarak, akiskanlikta azalma ve
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gecirgenlikte degisiklikler ortaya c¢ikar. Malondialdehit, doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonundan iiretilen major oksidasyon iiriiniidiir ve lipit peroksidasyonunun

onemli bir gostergesidir [48].

Protein oksidasyonu, proteinlerin kovalent modifikasyonudur. ROS ile dogrudan veya
oksidatif stresin sekonder iiriinleri ile reaksiyonu sonucunda dolayli olarak olusabilir
[49]. ROS’lar proteinlerde peptit bagi hidrolizine, dekarboksilasyona, disiilfit bagi
olusumu ve ¢apraz bag olusumuna sebep olurlar [50],[51]. Protein karboniller, protein
oksidasyonunda yaygin olarak 6lciilen iiriinlerdir. Oksidatif protein hasarini belirlemede

protein karbonil diizeyleri dl¢tliebilir ancak belirli bir aminoasite 6zgii degildir [52].

1.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMi

Antioksidan savunma sistemi; serbest radikalleri yakalayarak, onlarin dokudaki
miktarini azaltan veya yok eden zararl etkilerini notralize ederek meydana gelebilecek

hasarlar1 durdurmaya ¢alisan bilesiklerden olusur [47].

Antioksidanlar; ROS’larin  biyomolekiillerle reaksiyona girmesini, radikal zincir
reaksiyonlar1 olusturmasin1 ya da oksijenin olduk¢a reaktif iriinlere donligmesini
engelleyerek serbest radikallerin olusturacagi zarart minumuma indirerek koruyucu etki
gosterirler [53]. Organizma bu maddeleri kendisi iirettigi gibi disardan besinlerle de alir
Oksidan/antioksidan madde oran1 canlinin 6nemli fonksiyonlarini normal bir sekilde

yerine getirebilecegi diizeyde olmalidir.

Antioksidanlar elektronlarin1 oksidanlarla eglestirirler ve bdylece reaktivitelerini
azaltarak onlar1 hiicre i¢i molekiillere doniistiirerek zararsiz hale getirirler. Bu yolla

kendileri radikal haline gelirler ve hiicresel hasara neden olmazlar [54].

Antioksidanlar, Sekil 1.6.’da goriildiigii lizere hiicrenin pek ¢ok organellerinde ortaya

¢ikan oksidatif hasar1 asgari diizeye indirebilmek i¢in etki etmektedirler.
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Sekil 1.6. Antioksidan molekiillerin hiicredeki etkileri (SOD: Siiperoksit dismutaz SER:

Graniilsiiz endoplazmik retikulum, DNA: Deoksiribo niikleik asit, RER: Graniillii
endoplazmik retikulum, GSH: Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz) [47].

Antioksidan savunma sistemi dort farkli yolla etkisini gostermektedir.

1.

Toplayici etkisi: Antioksidan enzimler, ROS’lar1 yakalayarak ya da daha az aktif

yeni molekiillere doniistiirerek toplayici gorevi goriirler.

Baskilayict etkisi: Vitaminler ve flavanoidler, ROS’larla reaksiyona girerek onlara

1 H verir ve bu yolla etkinliklerini azaltir ya da onlar1 islevsiz hale getirir.

Onaric1 etkisi: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin antioksidan savunma

sisteminde onarilmasidir.

Zincir kiricr etkisi: E vitamini, seruloplazmin ve hemoglobin tarafindan
gerceklestirilen bu etkide, ROS’lar baglanarak zincirleri kirilir ve bu sekilde

islevleri yok edilir [47].
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1.3.1. Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

Antioksidan maddeler, dogal ve yapay olmak iizere baslica 2 gruba ayrilir. Dogal
antioksidan maddeler; temel olarak enzimatik antioksidanlar ve non-enzimatik
antioksidanlar olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.7) [47]. Enzimatik olanlar,
oksidanlar1 tutarak onlar1 daha zayif hale getirir. Organizmada bulunan en etkili
antioksidan enzimler katalaz (CAT) , glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit
dismutaz (SOD)’dir [55]. Non-enzimatik olanlar ise besinlerle viicuda alinmaktadir.
Besinlerle alinan antioksidan maddelerin basinda polifenoller yer alir. Bunun yanisira
karotenoidler, vitaminler, ve organosiilfiirlii bilesikler de diger nonenzimatik
antioksidan madde siniflarin1 olusturur. Ayrica yapay olarak {iretilen antioksidan

maddeler de bulunmaktadir.

ANTIOKSIDANLAR
ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR | | NON-ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
Primer Enzimler M.ineral.ler Vitaminler
50D, CAT.GPx  [Y7] Ginke, Selenyum ACEK
Karotenoidler P .| Organosiilfiir
[-karoten, likopen, lutein i " Bilesi i
Sekonder Enzimler d iliﬁikg:ﬁl:
Glutatyon reditkiaz, || ndoller
Glukoz-6- fosfat Diisiik Mol Kiitleli Antioksidanlar
dehidrojenaz Glutatyon, firik asit [+
.| Kofaktirler
"] Koenzim Q10
Polifenoller
¥
| Flavonoidler | | Fenolik Asitler
Hidroksi-
£l » Sinnamik
Asiller
Flavonoller Flavanoller Antosivanidinler
Quercenn, Catechin Sivanidin,
kaemfernl EGCG Pelagonidin
& i | midroksi-
Benzoik
Lsoflavanoidler Flavanonlar Flavonlar Asitler
Genstein Hesperitin Chrysin

Sekil 1.7. Antioksidan maddelerin gruplandirilmasi [47].
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1.4. PROPOLIS

Insanoglu tarafindan binlerce yildir kullanilan propolis (PRPLS), adin1 yunanca &n, giris
anlamindaki “pro” ve sehir anlamindaki “polis” kelimelerinden almistir. Eski yunanca
da sehir ya da toplulugun savunulmasi/korunmasi anlamina gelir. Ar1 bu maddeyi her
tiir tehlikeye karsi kovani korumak i¢in kullanmaktadir. Ar1 yapiskani olarak da bilinen
PRPLS arinin kimyasal silah1 olarak da ele almmmaktadir. ik olarak Yunanlilar
tarafindan kesfedilmis ve dogal bir antibiyotik olarak kullanilmaya baslanmistir [56].
Halk arasinda dogadaki en giiglii antibiyotik olarak bilinen PRPLS, bal arilarinin (Apis
mellifera L.) bitkilerin tomurcuklarindan, filizlerinden, dalllarindan ve agac
kabuklarindan topladigi bitki salgilarin1 ve re¢inemsi maddeleri, kendi salgiladiklari
enzimler araciligiyla biyokimyasal olarak degisikliklere ugratarak balmumu ile

karistirip olusturduklari, yapiskan organik bir maddedir (Sekil 1.8.) [56],[57].

Sekil 1.8. PRPLS salgilayan ar1.

Arilar PRPLS’i, kovanin girigini kiigiiltmek, peteklerin yapimi, kovan duvarlarinda
bulunan c¢atlaklar1 onarmak i¢in, dezenfeksiyon amaciyla ve kovana giren bocekleri,
mikroorganizmalar1 ve zararli maddeleri mumyalayarak etkisizlestirmek i¢in kullanir.
PRPLS mantarlar, bakteriler, ve viriisler ile micadelede etkindir ve kovanda
olusabilecek enfeksiyonlara karst koruyucudur [58]. Bunun yanisira arillar PRPLS’i
kullanarak kovandaki biiyiik, yabanci canlilar1 mumyalar ve bdylece enfeksiyon

olusturmalarini 6nlerler [59].

1.4.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

PRPLS’in, kendine 6zgii bir kokusu vardir ve kovandan ilk alindiginda yapiskandir.
Toplandig1 yere ve kaynaga (bitki tiirli, yasi, vb) gore sar1 yesilden koyu kahverengine
kadar bir renk skalasina sahiptir (Sekil 1.9.). PRPLS 10 °C'den diisiik sicakliklarda sert,
15-25 °C’de elastik, 30-40 °C'de yapiskan, bir yapiya sahiptir Dondurucuda hemen
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katilagir. Istendiginde bir ogiitiicii ile toz haline getirilebilir. Genellikle aromasi

reginemsi, kokusu ise aromatiktir [60].

Sekil 1.9. Ham PRPLS.

PRPLS suda hi¢c veya ¢ok az c¢oziiniirken eter, aseton, kloroform gibi organik
¢oziiclilerde kismen, %95’lik alkolde biiyiikk oranda ¢oziinmektedir. Yani PRPLS’in
¢Oziinlirligli alkollerde olduk¢a yliksektir. Son zamanlarda PRPLS’in biyoaktif
ozelliginden daha iyi faydalanabilmek i¢in 0Ozel ekstraksiyon yoOntemleriyle sulu
cozeltileri olusturulabilmektedir. PRPLS, tibbi alanda genellikle %70’lik alkolde
¢Oziinmiis ¢cozelti olarak kullanilmaktadir [61],[62].

1.4.2. Propolisin Kimyasal Icerigi

PRPLS’in bilesimi arilar tarafindan kullanilan bitkilerin tiiriine, ¢esidine ve toplanan
mevsime gore ¢esitlilik gostermekle birlikte genellikle ham PRPLS igeriginin yaklasik
% 50-60’11 recine ve zamks1 maddeler yani fenolik bilesikler denilen; flavonoidler ve
fenolik asitler olusturmaktadir. Fenolik bilesikler, PRPLS’in biyolojik aktivitesinden
sorumludur ve PRPLS’e giiclii antioksidan 6zellik katmaktadir. PRPLS’in  %30-40’m1
mumlar ve cesitli yag asitleri olustururken, %5°lik kismi1 da polenden olusmaktadir
(Sekil 1.10) [63],[64]. Kestane, atkestanesi, Okaliptus ve kavak gibi agaglardan elde
edilen PRPLS’ler en Kkaliteli propolislerdir [64]. Bunun disinda PRPLS’in igerigi
toplanma teknigine bagl oldugu gibi toplandigi cografyanin bitki Ortiisii de oldukga
Onemlidir [63].
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B %50-60 Recine ve zamksi maddeler
B %30-40 Mumlar ve yag asitleri
M %5-10 Ugucu yaglar

%5 Polen

Sekil 1.10. Ham PRPLS bilesimi [63],[64].

Mevcut literatiir verilerine gore, PRPLS’te polifenoller ve onlarin esterleri, alkoller ve
ketonlar, fenolik aldehitler, sekuiterpen kinonlar, steroidler, kumarinler, inorganik
bilesikler ve amino asitler gibi gilicli anioksidan 6zellige sahip yapilar1 kapsayan
300’den fazla bilesik tanimlanmistir [57],[63]. Bununla birlikte, bu kimyasal bilsiklerin
floraya [65], cografi kokene [65], bal aris1 alt tiirlerine [66], toplama mevsimine [67] ve
PRPLS oziitleme yontemine [68] gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Cizelge
1.1’de PRPLS’in icerdigi baslica bilesikleri gdstermektedir.

Cizelge 1.1. PRPLS iceriginde tanimlanmis gruplar ve bilesik sayisi.

Gruplar Tanl!nlanan Gruplar Tanl!nlanan
Bilegik Sayisi Bilegik Sayisi
Flavonoidler 38 Diger asit ve turevleri 8
Hidroksiflavonlar 27 Alkoller, Keton_\ar, _Fen_ol\erve 12
Heteroaromatik bilegikler
Hidroksiflavononlar 11 Terpen ve Sekuterpen alkol ve tlrevleri 7
Kalkonlar 2 Sekuterpen ve triterpen hidrokarbonlar 11
Benzoik asit ve tirevleri 12 Alifatik hidrokarbonlar 6
Asitler 8 Mineraller 22
Esterler 4 Steroller ve steroid hidrokarbonlar 6
Bezaldehittirevleri 2 Sekerler 7
tSiijr:Z‘rlr‘\(LIr?lko\, Sinamik asit ve 14 Aminoasitler 1

PRPLS’in, balzam ve regine igeren kismi kafeik asit, polisakkaritler, terpenler, gibi
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maddeler igermektedir. Balmumu igeren kismi ise B, C ve E vitaminlerini ve yag
asitlerini  icermektedir. Flavonoidler organik kismin en O6nemli bdliimiini
olusturmaktadir. Bunlar iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis maddelerdir ve PRPLS’in
biyolojik aktivitesi biiyiik oranda bunlarla ilgilidir. Bu kisim kuersetin, pinostrobin,

pinosembrin gibi maddeleri i¢erirmektedir [69].

PRPLS, karbonhidrat yoniinden oldukga fakirdir. Karbonhidrat olarak %50-60 oraninda
bulunan regine ve zamksi maddenin igeriginde az miktarda seker vardir ve recinede
bulunan sekerler glikoz ve fruktozdur [70]. PRPLS’in bilesiminde protein olarak regine
kisminda bulunan aminoasitler vardir. Bu amino asitler alanin, arginin, fenilalanin,
asparagin, aspartik asit, glutamik asit, piroglutamik asit, prolin, sistin, sistein, triptofan,
glisin, valin, histidin, sarkosin, izolosin, 16sin, lisin, serin, metiyonin, treonin ve

ornitindir [70].

PRPLS’in %60,2'sini lipitler olusturmaktadir. Bu lipitlerin %50,91'ni hidrokarbonlar,
steroller ve uzun zincirli alkoller gibi sabunlasmayan maddeler ve % 49,09'unu yag
asitleri olusturur. PRPLS’te bulunan yag asitlerine 6rnek olarak palmitik asit ve
steraik asit verilebilir. PRPLS’te bulunan doymamis yag asitleri ise linolenik asit,

linoleik asit, oleik asit, arasidonik asit gibi asitlerdir [57]

PRPLS c¢inko ve demir basta olmak tlizere 14 iz mineral igermektedir. Bu mineraller
arasinda altin, glimiis, sezyum, kalsiyum, magnezyum, potasyum mangan, kobalt, bakir,

silika, gibi mineraller de vardir [71].

1.4.3. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri

Bilim insanlarinin yapmis olduklar1 ¢aligmalar sonucunda PRPLS’in bir¢ok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Daha 6nceki ¢alismalarda PRPLS’in antioksidan,
antibakterial, antiviral, antifungal, antiinflamatuar ve immunomodiilator etkilere sahip
oldugu gosterilmistir ancak son zamanlarda PRPLS’in daha ¢ok antioksidan etkilerine
odaklanilmistir ~ [72],[73]. Art  driinleri  antioksidan  etkiler = bakimindan

karsilastirildiginda, en yiiksek etkinligi PRPLS’in sagladigi bulunmustur [72].

PRPLS’in temel bilesenlerinin basinda gelen flavonoidler ona antioksidan,
antibakteriyel, antiviral ve antifungal 6zellikler kazandirmaktadir. PRPLS’in flavonoid
icerigi elde edildigi bitkiye gore degismektedir. PRPLS’in igeriginde bulunan biitiin
bilesiklerden flavonoidlerin miktar1 %25’in iizerindedir. Polifenolik bilesikler olan

flavonoidler serbest radikal temizleme kabiliyetlerinden dolayr antioksidan 6zellige
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sahiptir ve lipit oksidasyonunu Onlerler. Metal selat olusturduklart i¢in de antioksidant
ozellik gosterdikleri bilinmektedir [69]. PRPLS’in farmakolojik yonden onemli bir
bilesik olmasi, tibbi amaclar i¢in degerli olmasi i¢indeki sekonder metabolitlerden
kaynaklanmaktadir. Bu metabolitler icerisinde; ketonlar, fenolik asitler (kafeik asit ve
sinnamik asit) ve esterleri, fenolikaldehitler, flavonlar ve flavonoidler (pinosembrin,
pinobanksin, krisin, akasetin, rutin, naringenin, galangin, katesin, luteolin, mirisetin,
kamferol, apigenin, kuarsetin), terpenoidler ve terpenler, aromatik asit ve esterleri,
aldehitler, aminoasitler, alkoller, alifatik asit ve esterleri ve bazi hidrokarbonlar

sayilabilir [57].
Daha 6nce yapilmis calismalarda PRPLS’in muhtemel biyolojik etki mekanizmasinin;

- Elektron tagiimini hizlandirilmasi

- Agir metal iyonlarina baglanabilmesi,

- Biyolojik polimerlere baglanabilmesi,

- Serbest radikalleri tutma kabiliyeti (temizleme) olmak {izere dort gruba

ayrildig: belirtilmistir [69].

1.4.4. Propolisin Diger Toksik Ajanlara Kars1 Koruyucu Etkileri ve Toksik Etkisi

Literatiirde PRPLS’in karaciger hasarina neden olan farkli maddelere karsi  koruyucu
etkisi oldugunu goésteren bir ¢ok calisma mevcuttur. Ornegin, Tiirkez v.d. (2010)
PRPLS uygulamasinin sigan karacigerinde aliiminyum kloriir kaynakli genetik ve
karaciger hasarlarin1 Onledigini rapor etmistir [74]. PRPLSuygulamasimin karbon
tetrakloriirlin, karaciger ve bobrek dokularinda olusturdugu toksisiteye karst protektif
etki gosterdigi, hepatik kolajen birikimini 6nemli 6l¢lide ortadan kaldirdigi, inflamatuar
sinyalleri ve oksidatif stresi ortadan kaldirarak karaciger fibrozuna kars: terapdtik etkisi
oldugu rapor edilmistir [75], [76]. Tanvir v.d. (2019) Banglades PRPLS’inde
tanimlanan fenolik bilesiklerin, tetrasiklin kaynakli hepatik ve renal toksisiteye kars
koruyucu etkisinin oldugunu ve PRPLS’in kronik karaciger ve bobrek hasarinin
etkilerini azaltmada umut verici bir dogal iirlin olabilecegini rapor etmistir [77]. Seven
v.d. (2020) sisplatin uygulamasindan sonra verilen propolisin karaciger ve bdbrek
hasarlarint 6nledigini ve sisplatinnin olumsuz etkilerini iyilestirme potansiyeline sahip

oldugunu belirtmistir[78].

PRPLS’in protektif etkisi bir ¢ok deneysel ¢alismada ortaya konmus olmasina ragmen

az sayida da olsa literatiirde uzun siireli kullaniminin doku ve organlarda toksisiteye

18



neden olabilecegine dair ¢alismalar vardir. Onceki ¢alismalarda PRPLS’in uzun siireli
ve yiiksek dozda kullanimi  doku ve organ toksisitesine ayni zamanda alerjik
reaksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir [79] . Ornegin, Samiee-Rad, v.d. (2019)
14 giin boyunca uygulanan yiiksek propolis dozlarmin (2000, 4000, 8000 mg/kg)
karacigerde farkli histopatolojik degisikliklere neden oldugunu rapor etmistir [80].
Ayrica Fikri, v.d. (2019) hamilelik doneminde yiiksek dozda tiiketilen propolisin (1400
mg/kg) fetiisiin gelisimini olumsuz etkiledigini ve fetiisiin agirligini azalttig fetal

bliylimeyi yavaslattigini bildirmislerdir[81] .

1.5. KARACIGER

Insan bedeninin en 6nemli organlarindan biri olan karaciger, birbirinden farkl1 pek ¢ok
fonksiyonun gergeklestirildigi ve bu fonksiyonlarin birbiriyle baglantisinin da
saglandig1 viicudumuzun en biiyiik i¢ organi ve bezidir. Eriskindeki agirlig1 yaklasik
olarak 1500 gr kadardir. Karin boslugunun sag iist boliimiinde, mide ve bagirsaklarin
lizerine, diyaframin altina yerlesmis, periton adi verilen zarla gevrili koyu kirmizimsi-

kahverengimsi renge sahip parankimal bir organdir [82].

1.5.1. Karacigerin Yapisi

Insan karacigeri sag ve sol lob olarak adlandirilan iki ana loba béliinmiistiir. Sag lob sol
lobdan ¢ok daha biiyiiktiir. Bu loblarin her biri de ayrica sagda ve solda dorder boliim

olmak tizere toplam sekiz segmente ayrilmistir [83].

Karaciger sol lobu

Mide
Karaciger sag lobu

Sag karaciger kanali AT
~ o Pankreas
Ortak safra kanal 4"?{6'97@‘;& rrd .
”,':/ a,,,/ g Karaciger toplardamari
Safra kesesi - ‘g“‘. S
(- et

\ Onikiparmak
o ‘} bagirsagi

Vater kabarcig

Sekil 1.11. Karacigerin yapist.
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Karacigerin iki farkli besleyici damari bulunmaktadir; hepatik atardamar aorttan oksijen
seviyesi yiiksek kani getirir, portal toplardamar bagirsaklardan, pankreas ve dalaktan
toplanan besin degeri yiiksek kani karacigere tasir. Karacigere bu iki atardamardan
dakikada 1450 mL kan gelmekteyken farkli organlardan salgilanan hormonlar da bu
damar sayesinde karacigere tasinmaktadir. Bu iki damar karaciger icerisinde sinuzoid
adi verilen kiiciik kapiller damarlara ayrilmaktadir ve lobul olarak adlandirilan

fonksiyonel iiniteleri olusturmaktadir [83].

Sentral
ven

, Hepatik
._» siniizoid

Hepatositlerler Safra kanal

3 Yildiz hiicresi
Sentral ven _& =
Hepatik siniizoid

Safra kanal A
Hepatosit

= safra yolagi

Portal ven

Hepatik arter
Hepatik lobiiller

Sekil 1.12. Karacigerin lobiiler yapisi

Lobuller icerisinde hepatosit olarak adlandirilan karaciger hiicreleri bulunmaktadir.
Karacigerdeki hiicrelerin yaklasik %60-70’ini hepatositler, %15’ini Kuppfer hiicreleri,
%15’1ni ise fibroelastik bag dokusu, kan damarlar1 (damarlar ve arterler), kanallar ve

sinirler olusturmaktadir [83],[84].
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Sekil 1.13. Karaciger hiicreleri [85].

Hepatositler karacigerin kendine 0zgii islevlerini yerine getiren hiicrelerdir.
Hepatositler, gorevi geregi cok sayida ribozom, mitokondri, golgi cisimcikleri ve
endoplazmik retikulum 6zellikle graniillii endoplazmik retikulum organellerine sahiptir.
Bu hiicreler, karacigere kanla tasinan ham besinleri, birtakim biyokimyasal siireclerden
gecirerek ve yapilarimi degistirerek viicudumuzun ihtiya¢ duydugu maddelere cevirir.
Bu islemler c¢ogunlukla graniilli endoplazmik retikulumda gerceklesmektedir.
Hepatositler ¢esitli plazma proteinleri de (fibrinojen albumin, lipoproteinler,
protrombin, vb.) iretir. Ayrica detoksifikasyon, safra salgilanmasi, konjugasyon ve

glukoneogenezde rol alirlar [86].

Karacigerdeki islevsel diger hiicre g¢esidi olan kupffer hiicreleri siniizoidlerin igine
yerlesmis, hepatositlere komsu hiicrelerdir. Bu hiicrelerin sahip oldugu cok sayidaki
yalanci ayak seklindeki uzantilar onlara yildiz gériiniimii vermektedir [85]. Bu yalanci
ayaklar diger kupffer hiicrelerine ve siniizoidin karsi tarafindaki hepatositlere dogru
uzanirlar. Biliylk ve merkezi yerlesime sahip ¢ekirdekleri bulunmaktadir.
Sitoplazmalarinda lizozomlar ve g¢ekirdege yakin olarak yerlesmis golgi aparati
bulunmaktadir. Bu hiicreler viicuda giren zararli mikroorganizmalarin ve cesitli

artiklarin fagositoz yoluyla kandan temizlenmesini saglar [84].

1.5.2. Karacigerin Gorevleri

Karaciger viicut i¢in oldukca 6nemli iglevlere sahiptir. Bu islevlerden en 6nemlileri:

21



— Viicuda alinan besin maddelerinin, zehirli maddelerin ve ilaglarin olusturdugu
zararli maddelerin parcalanarak etkisiz hale getirilmesi.

— Kandaki glikozun glikojene ¢evrilip depolanmasi ve glukoneogenezle kana
glikoz saglanmasi.

— Plazma proteinlerinin sentezi.

— Bakteri ve yipranmis kirmizi kan hiicrelerinin fagositozla yok edilmesi.

— Safra sivisinin salgilanmasi ve yaglarin sindirimi.

— Karbonhidrat, protein ve yaglarin metabolizmasinin diizenlenmesi.

— Karbonhidratlarin ve proteinlerin fazlasinin lipide doniistiiriiliip depolanmasi.

— Aminoasitlerin, yag asidine ve lireye ¢evrilmesi.

— Vitamin iiretimi ve depolanmasi [87].

1.6. ELEKTROMANYETIK ISIMA VE SPEKTROSKOPI

Gama 1sinlar, X 1simnlari, ultraviyole, gorliniir 151k, kizilotesi, mikrodalgalar, radyo
dalgalar1 olmak {iizere yedi gruba ayrilan elektromanyetik 151ma uzayda 151k hiziyla

hareket eden bir enerji tliriidiir (Sekil 1.14) [88].

INZE NANVAVAVATITAINI |

X Gama
Radyo Mikrodalga Kizilétesi Ultraviyole  Isinlari  Isinlan
e~ | — s —i
t
tineiiel 103 10°2 105 106 108 10°10 10712
Gorunar

Isik

700 nm 400 nm

Sekil 1.14. Elektromanyetik 1s1ma ¢esitleri [88].

Elektromanyetik 151ma herhangi bir maddeyle etkilestiginde o maddenin elektron veya
atomlarinin enerji diizeyleri arasinda bir takim gecislere sebep olabilir. Bu gegisler
sirasinda elektronlar ihtiya¢c duyduklar1 enerjiyi kendileri ile etkilesen elektromanyetik

1sindan alirlar ve sonugta temel durumdan uyarilmis duruma gecis gerceklestirirler [89].
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Sekil 1.15’te karakteristik bir enerji diizey diyagrami verilmistir.

\ ——— Ik Uyarilmig Durum
r

Titresim Seviyeleri

( _~————Temel Durum
717

\ 7

A /

L]t/

N

>

Bir molekiildeki elektronlar ve cekirdek ya da atomlar arasindaki mesafe
Sekil 1.15. Enerji diizey diyagrami [89].

Spektroskopi  bir maddeyi olusturan atomlarin enerji diizeyleri arasindaki gegisleri
sirasinda absorbe edilen, yayilan veya sagilan elektromanyetik 1simanin Slgiilmesidir
[90]. Kisaca madde ile elektromanyetik 151ma arasinda meydana gelen etkilesimi

inceler.

1.6.1. Kizilotesi Spektroskopisi

Giliniimiiz bilim insanlarinin bilimsel ¢alismalarda kullandigi en Onemli analitik
tekniklerden birisi olan infrared (kizilotesi) spektroskopisi madde ile kizilotesi 1sinlar
arasindaki etkilesimi temel almaktadir. Bir molekiilde bulunan atom veya elektronlarin
temel durumdan ilk uyarilmis duruma ge¢mesi infrared bolgesindeki 1sinlarin
sogurulmasi ile gerceklesmektedir. Molekiillerde bulunan 6zel fonksiyonel gruplarin
kimyasal baglarinda gergeklesen spesifik titresimler sayesinde infrared spektrumu
tiretilmektedir. Her bilesigin spektrumu kendisine 6zgiidiir ve optik izomerler disinda
hicbir bilesik ayn1 spektruma sahip degildir. Her grup icin belirgin olan titresim dalga
sayist ile her bir fonksiyon grubunun teshisi yapilmaktadir. Farkli fonksiyonel gruplara
ait dalga sayilari, mevcut literatlirde bulunan bilgilerden veya atlaslardan yararlanarak

tanimlanabilir [88].

Infrared bolge, elektromanyetik spektrumun 14000 cm™ ile 4000 cm™ araligindaysa
yakin infrared bolge, 4000 cm™ ile 400 cm™ araligindaysa orta infrared bélge ve 400

cm™ ile 4 cm™” araligindaysa uzak infrared bolge olmak iizere 3 bolgeden olusur
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(Cizelge 1.2). Orta infrared bolgede (4000-400 cm™) titresimsel gegisler
gerceklesmektedir. Bu aralikta gerceklesen infrared sogurulma sonucu meydana gelen
titresim bantlar1 molekiillerin nitel ya da nicel analizinde kullanilabildigi gibi i¢indeki

kimyasal gruplarin taninmasina da katki saglamaktadir [91],[92].

Cizelge 1.2. Infrared spektral bolgeler [93].

Kizilotesi Dalga boyu (um) Dalga Sayist (cm™)
Bolgesi

Uzak IR 25 -1000 400 - 4

Orta IR 2.5-25 4000 - 400

Yakimn IR 0.8-25 14000 - 4000

Infrared 1sminin absorblanmasi sonucu molekiillerde titresim ve donme hareketleri

meydana gelir [94]. Titresim hareketleri 2 baglik altinda toplanabilir:

1. Gerilme titresimleri: Molekiildeki baglarin eksenleri boyunca meydana gelen
uzama ve kisalma hareketleridir. iki ¢esidi vardir:
- Antisimetrik gerilme: Molekiildeki baglardan bir veya birkagt uzarken
digerlerinin kisalmasi hareketidir
- Simetrik gerilme: Molekiildeki tiim baglarin uzamasi veya kisalmasi seklinde

ortaya cikar.

2. Egilme titresimleri: Molekiildeki iki bag arasindaki ac¢inin degismesi sonucu
olusur. Biikiilme, makaslama, sallanma ve salinma olmak iizere dort tipi vardir

(Sekil 1.16).
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Sekil 1.16. Infrared spektrumunda ortaya ¢ikan bag titresim hareketleri [95].

<@
et

1.6.2. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

FTIR spektroskopisi, kizilotesi 1s1n  uygulamasiyla molekiilde olusan titresim
hareketlerini dlgerek farkli titresim gruplarini goriintiileyen ve bu sayede molekiillerin
bulundugu mikrocevre hakkinda degerli bilgiler edinmemizi saglayan analitik bir
cthazdir. Matematiksel bir yontem olan Fourier doniistimii kullanarak veriyi zaman
alanindan frekans alanina aktarir. FTIR spektroskopisi, ilk ©6nce Michelson
interferometresi ile incelenecek ornekten gelen sinyalleri bir interferogramda toplar,
sonra bu interferograma Fourier transformasyon islemi uygulayarak bir spektrum elde
eder. Interferometreye gelen kizildtesi 1sinlar bir 151 ayirict kullanarak iki optik 1s1na
ayrilir. Bu 1sinlardan birisi sabit alanda bulunan diiz bir aynaya giderken digeri
ayiricidan ayrilarak diiz bir aynaya gider. Bu iki 151n kendi aynasindan geri yansir ve
151n ayiricisinda tekrar karsilastiklar: zaman  birlesir. Interferometredeki sinyal, bu iki
1s1n1n birlesmesi sonucu olusur ve interferogram olarak isimlendirilir [96]. Sekil 1.17°de

bir FTIR spektrometresinin ¢alisma prensibi gosterilmistir.
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Sekil 1.17. FTIR spektroskopisinin ¢alisma prensibi [97].

Bir interferogramda gozlenen sinyaller biitiin kizilotesi frekanslar1 hakkinda bilgi
vermektedir yani tiim frekanslarda dl¢timler alinmaktadir ve spektral verilerin analizleri
icin bu frekanslar kullanilmaktadir. Fourier transformasyonu bilgisayar tarafindan
otomatik olarak gerceklestirlir ve elde edilmis olan interferogram absorbans-frekans
spektrumuna ¢evrilir. Bu doniisiim absorbansa karsi dalga boyu veya frekans (cm-1)

olarak grafige dokdiliir.

FTIR spektrumu, bir 6rnegin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplar, bag tiirleri ve
bunlara bagli olarak o drnekteki molekiilleri tespit etmemizi saglar ve bunlarin miktari,

yapist ve fonksiyonu hakkinda degerli bilgiler verir.

FTIR spektrometresi, kullanilan 6rnek zarar gérmeden biyolojik sistemler ile ilgili
onemli bilgiler vermektedir [98],[99]. Bu teknik sayesinde ¢ok az miktardaki 6rnekler
in vivo ve in vitro sartlarda caligilabilmekte; DNA, lipit, protein, kolesterol,
karbonhidrat gibi biyomolekiillerin fonksiyonel gruplarinda gerceklesen degisimler
hassasiyetle ortaya ¢ikarilabilmektedir [98],[99],[101].

FTIR spektroskopisinde genelde bant sinyal siddeti/bantin altinda kalan alan, bant
genisligi, frekans degeri (bant konumu) gibi degiskenler kullanilmaktadir. Bant
konumu diizen/diizensizlik hakkinda bilgi verirken, bant siddeti ve alani maddenin
miktar1 hakkinda, bant genisligi ise membran dinamigi hakkinda bilgi vermektedir

[102],[103]. FTIR spektroskopisi ¢alisilan sisteme zarar vermeden onlarin molekiiler
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diizeyde incelenmesine imkan sagladigi icin biyoloji calismalarinda 6zellikle tercih

edilmektedir [100],[101],[104-107].

1.6.3. Azaltilmis Toplam Yansima (ATR)-FTIR Spektroskopisi

FTIR spektroskopisine azaltilmig toplam yansima (attenuated total reflectance=ATR)
aparat1 takilarak elde edilen ATR-FTIR spektroskopisi son yillarda popiileritesi gittik¢e
artan bir teknik haline gelmistir. ATR atagmaninin temel ¢alisma prensibini kaynaktan
gelen kizilotesi 1smiin ornek ile temas etmesiyle meydana gelen, 15181 Ornekteki
toplam i¢ yansimasinda olusan degisimleri tespit etmek olusturmaktadir (Sekil 1.18).
Bu teknik 6rneklerin hazirlanmasi i¢in gereken siireyi minumuma indirmekte ve boylece
kisa siirede Orneklerin kantitatif ve kalitatif analizlerini yapma imkani sunmaktadir.

Kisa siirede sonug verdigi icin ¢gekim sayis1 kolaylikla arttirilabilmektedir.

Display

/__

Source -

ﬁ Sample
Aq/]:’-‘v:tm:tu}r

Sekil 1.18. ATR-FTIR spektroskopisi ¢aligma prensibi [97].

# (emrt) FT

ATR-FTIR spektroskopisi tekniginde bir infrared 1511 bellirli bir agida yiiksek refraktif
indeksiyle ATR atagmanina yonlendirilmektedir. Eger ATR kristali ile numune arasinda
bulunan ara ylizeydeki gelis acisi, iki yiizey arasindaki kirilma endeksi fonksiyonu
olarak tanimlanan kritik bir agidan daha biiyiik ise, toplam i¢ yansima olusur. ATR
aparati kullanimiyla sinyal elde edilebilmesi i¢in Ornek ile gelen kizilotesi 1s1nin ¢ok
yakin bir temas kurmasi gerekmektedir. Bundan dolayr numuneye belli bir basing
uygulayarak numune ve kristal arasinda yakin bir temas kurulmasi1 saglanir. Ornek
infrared spektrumunun bir bdlgesinde enerji soguruldugunda, kalan radyasyon
zayiflatilmig olur. Zayiflatilmis bu radyasyon spektrofotometre ile dl¢iiliir ve bdylece

numuneye ait infrared spektrumu elde edilir [100].

27



ATR aparatinda elmas (Di), germanyum (Ge), ¢inko-selenit (ZnSe) ve silika (Si) gibi
ham maddelerinden yapilmis kristaller kullanilabilir. Kristalin materyali kullanilacak
numunenin &zelligine ve incelenecek kizilotesi bolgesine gore segilir [101]. Bu
calismada, orta-infrared bolgesine uygun, diisiikk maliyetli, suya dayanikli, elmas/¢inko-
selenit (Di/ZnSe) kristali kullanilmistir. Bu kristal, orta-IR bolgesinde kuru, 1slak veya

sulu numuneleri analiz etmek i¢in uygun bir kristaldir [100],[101].
ATR-FTIR Spektroskopisinin Avantajlari;

S1vi, kat1 ve gaz formunda olan biitiin numuneler kolayca incelenebilir.

Numuneye bir 6n iglem uygulamaya gerek duyulmaz. Doku dogrudan kristalin
lizerine yerlestirilerek dl¢timler gerceklestirilebilir.

Kantitatif ve kalitatif degerlendirmelerin yapilmasina imkan saglar

KizilGtesi 151n1 0rnege zarar vermez.

Az miktarda numune analiz i¢in yeterlidir.

Fonksiyonel gruplarda meydana gelen biitiin farkliliklar hemen tespit edilebilir ve

veriler hizlica olusturulabilir [108], [110-113].

1.7. CALISMANIN AMACI

Diinya ¢apinda cok yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip olan kanser en sik
rastlanan 6lim nedenlerinin basinda gelmektedir. Kanser hastalarinda kullanilan en
yaygin tedavi yontemi olan kemoterapi, hastalarin hayatta kalma oranin1 6nemli dl¢iide
artirmaktadir. Ancak tedavi sirasinda kullanilan kemoterapdtik ajanlar kanserli hiicreleri
yok ederken saglikli hiicrelere de zarar verdikleri i¢in hastalar {izerinde ciddi yan etkiler

meydana getirmektedir.

Doksorubisin (DOX) bir ¢ok solid ve hematolojik kanserin tedavisinde kullanilan
antrasiklin tiirevi kemoterap6tik bir antibiyotiktir. Bu ilacin genis spektrumlu ve giiglii
etkiye sahip olmasinin sagladig1 avantajin yaninda, toksisitesinin yiliksek olusu 6nemli
bir problem olusturmaktadir. DOX tedavisinde doza bagli olarak kalp, bobrek ve
karacigerler basta olmak iizere bircok organda siddetli yan etkiler meydana gelmektedir.
DOX’un terapétik olarak etkinligi ve klinikteki kullanigliligr diistiniildiigiinde bu ilacin
hedef dis1 dokulardaki toksik etkilerini 6nlemek ya da minimize etmek i¢in yeni

stratejiler gelistirmek pratik acidan son derece Onemlidir. Bu konuda son yillarda
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geleneksel tipta kullanilan dogal iiriinlerin bilimsel gecerliliginin ortaya konmasi ve

yeni yararli 6zelliklerinin kesfi dikkat ¢ceken bir arastirma alan1 haline gelmistir.

Onemli bir ar {iriinii olan PRPLS bal arilarmin bitki filiz, dal, tomurcuklarindan ve
agac kabuklarindan, topladigr bitki salgilarimi ve recinemsi maddeleri, kendi
salgiladiklar1 enzimler araciligiyla biyokimyasal degisiklie ugratarak bir miktar
balmumu karistirip olusturduklari, yapiskan organik bir maddedir. Bal arilarinin
kovandaki istenmeyen ag¢ik alanlarin sizdirmazligimi saglamak, i¢ duvarlar
puriizsiizlestirmek ve girisi davetsiz misafirlerden korumak i¢in kullandig1r bu maddenin
tibbi agidan degerli oldugu bilinmektedir. PRPLS nin biyolojik aktivitelerinden ig¢indeki
fenolik bilesikler ve flavonoidler sorumludur. Bununla birlikte, bu kimyasal bilesiklerin
floraya, cografi kokene, bal aris1 alt tiirlerine, toplama mevsimine ve propolis 6ziitleme
yontemine  gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Daha 6nceki caligmalarda,
PRPLS’in antioksidan, antibakterial, antiviral, antifungal, antiinflamatuar ve
immunomodiilator etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica Onceki calismalarda,
PRPLS’nin, cesitli kimyasallara, radyasyona ve kansere karsi etkileri farkli test
sistemleri ile calisilmis ve koruyucu etkisi rapor edilmistir. Bu c¢alismalardan yola
cikarak PRPLS’nin kemoterapi ile birlikte kullanimi DOX’un saglikli dokular iizerinde
meydana getirdigi toksisitenin azaltilmasinda veya durdurulmasinda etkili olabilecegi
diisiincesi ortaya ¢ikmistir. Literatiirde son derece az sayida olmakla birlikte, bu konuda
gerceklestirilmis deneysel g¢alismalara rastlamak miimkiindiir. Bugiine kadar, farklh
toksik maddelerin yarattig1 toksisiteler lizerinde Tiirk propolisinin antioksidan ve
protektif etkisini gosteren ¢ok az ¢alisma gerceklestirilmistir. Ancak yapilan literatiir
taramas1 sirasinda, Tiirk PRPLS’nin (Yigilca) DOX’un karaciger dokusu iizerinde
yarattig1 toksisiteye karst koruyucu etkileri ile ilgili herhangi bir caligmaya

rastlanmamuistir.

Viicudun metabolik homeostazisinin siirdiiriilmesinde merkezi role sahip olan karaciger;
lipidlerin, proteinlerin ve karbonhidratlarin sentezi, metabolizmasi, depolanmast ve
yeniden dagitilmasi, hormon, ila¢ ve safra asitleri, bilirubin metabolizmas1 ve kan
koagulasyon faktorlerinin sentezi, mineral ve vitaminlerin depolanmasi, amonyagin
iireye doniisiimii, bazi maddelerin kandan fagosite edilmesi, atiklarin safra iginde
atitlimi gibi bir¢ok 6nemli fonksiyonu yerine getirir. Ek olarak, bir¢ok ilacin, kimyasal
ve toksik maddenin detoksifikasyonundan sorumlu ana organdir. DOX, hepatositler

tizerindeki en toksik antrasiklin olarak kabul edilir. Baskin bir sekilde karacigerde
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metabolize edilen DOX, en ¢ok bobrekte birikir ama karacigerde, kalpte ve ince
bagirsakta da bulunmaktadir. Dokulara fazla baglanip yavasg¢a saliverildigi i¢in viicutta
kalis ve etki siiresi uzundur. Karaciger primer timorii veya metastaz1 veya farkli bir
sebeple, karaciger fonksiyonu bozulursa eliminasyonu yavaslar ve viicutta birikmeye
baslar. Bu nedenle DOX’un karacigerde meydana getirdigi toksisitenin mekanizmalarini
anlamak ve bu toksik etkilerin elimine edilmesi, DOX un diger dokularda olusturdugu
zararlarh etkilerin azaltilmasi ve etkinliginin artirilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu amacla

cesitli antioksidan tedavilerinin gelistirilmesi i¢in biiyiik ¢caba harcanmaktadir.

Bir dokunun gorevini diizgiin bir sekilde yapabilmesi dokunun yapistyla ilgilidir. Doku
yapist ve islevi, fizikokimyasal 6zelliklere ve lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi
biyomolekiillerin bilesimlerine baglidir. Ornegin, hiicre zarmin madde tasinimini, sinyal
iletimini ve zarla iliskili enzimlerin aktivitesini kontrol etme kapasitesi, bilesenlerinin
ve molekiiller arasi diizenlemelerinin biitiinliigiine baghdir. Giiniimiizde, proteinlerin
sekonder yapisindaki, lipid diizenindeki ve membran lipidlerinin dinamikleri arasindaki
farkliliklarin, makromolekiillerin igerigindeki degisikliklerle birlikte iyon kanallarinin
kinetigini ve fonksiyonlarini bozdugu ve bir¢ok hastalifa yol actigi bilinmektedir.
Karaciger bir¢ok ilacin, kimyasal ve toksik maddenin detoksifikasyonundan sorumlu
ana organ oldugundan, bu dokuda DOX ve PRPLS tarafindan indiiklenen yapisal ve

fonksiyonel degisiklikleri molekiiler diizeyde arastirmak son derece dnemlidir.

Yukarida da 6zetlendigi gibi DOX’un biyolojik dokularda meydana getirdigi zararl
etkilerin tlizerinde PRPLS’nin koruyucu etkileri oldugu bilinmesine ragmen, bu
caligmalar genellikle biyokimyasal ya da 151k mikroskobu ile ger¢eklestirilmis histolojik
diizeyde ¢aligmalardir. Literatiirde, propolisin karacigerdeki DOX toksisitesi iizerindeki
koruyucu etkilerini molekiiler diizeyde arastiran bir calismaya rastlanmamigtir. Ayrica
literatiirde mevcut olan c¢alismalarin hi¢ birisi PRPLS’nin dokudaki koruma
mekanizmasin1 tam olarak agiklayamamaktadir. Bu c¢alismada amacimiz, Diizce’nin
Yigilca yoresinden toplanan PRPLS ekstraktinin sigan karacigerinde DOX tarafindan
olusturulan toksisite iizerinde koruyucu etkisinin olup olmadigini, eger varsa koruma
etki mekanizmasinm1 ATR-FTIR spektroskopisi ve biyokimyasal testler ile molekiiler

diizeyde belirlemektir.

ATR-FTIR spektroskopisi ve bazi biyokimyasal testler kullanarak gergeklestirdigimiz
bu calismada, DOX’un biyolojik molekiiller lizerinde ne tip degisimlere yol agtig1 ve bu

degisimler lizerinde PRPLS nin koruyucu etkisinin olup olmadigy;
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doku hasarinin en 6nemli nedenlerinden biri oldugu bilinen oksidatif stres ve

lipit peroksidasyon diizeyinin incelenmesi,

dokudaki lipitler, proteinler, hidrokarbonlar ve niikleik asitlerin

konsantrasyonlari ve dagilimlarinin incelenmesi,

degisik  molekiillerin  birbirlerine  gore  oranlarinin  (Lipit/protein,
Olefinic=CH/lipit, CHy/lipit, CHaj/lipit, C=O/lipit, doymus lipit/doymamis

lipit,vb.) incelenmesi,

protein sekonder yapisindaki degisimlerin  (0zellikle Amide 1 bantindaki

degisimlerin) incelenmesi,

membran diizeni ve akiskanhigina iligkin parametrelerin incelenmesi ile

degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. SARF MALZEMELER

PRPLS numuneleri Diizce Universitesi, Aricilik Arastirma Gelistirme ve Uygulama
Merkezi’nden alimmistir. Ham PRPLS o6rnekleri ekstraksiyon yapilincaya kadar -20
°C’da muhafaza edilmistir. Biyokimyasal Olgiimlerde kullanilan Rel Assay Total
Oksidan ve Antioksidan Status Test Kitleri, Baran Medikal San. ve Tic. Ltd. Sti.’nden

satin alinmastir.

Etanol, PRPLS i¢in iyi bir ¢oziiciidiir ve canli i¢in toksik degildir. Bu nedenle
calismamizda hayvanlara uygulanmak {izere PRPLS nin etanolik ekstraksiyonu tercih
edilmistir [114],[115]. PRPLS'nin etanolik ekstrakti (20 g PRPLS, 100 ml'yi %96 etanol
ile tamamlayarak) hazirlandi, manyetik karistiricida orta derecede calkalama altinda
karanlikta 5 giin bekletildi ve filtre kagidi kullanilarak siiziildii. Elde edilen etanol
ekstraktindan alkol, basing altinda bir rotasyonlu evoporator kullanilarak buharlastirildi.
Daha sonra kalan PRPLS %70 etanolde ¢oziilerek kullanilincaya kadar +4 °C'de

saklandi.

2.2. PROPOLISIN ICERIK ANALIZi

2.2.1. Fitokimyasal Tarama

PRPLS numuneleri, Evans (1996) tarafindan tarif edilen metotlar kullanilarak
fitokimyasal bilesenlerin varligin1 veya yoklugunu test etmek icin 6n fitokimyasal

taramaya tabi tutulmustur [116],[117].

2.2.2. Toplam Fenolik Madde Analizi

Analiz, fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinde bulunan fosfotungustik ve
fosfomolibdik asitlerin kompleks polimerik iyonlariyla okside olmasi sonucunda olusan
mavi renkli molibden-tungsten kompleksinin konsantrasyonunun 765 nm’de
Olclilmesine dayanir. Kalibrasyon i¢in gallik asit standartinin (0,5 mg/mL) degisen
konsantrasyonlar1 (0,25 - 0,13 - 0,06 - 0,03 - 0,02) kullanilarak ¢alisma egrisi hazirlandi.

Numuneye uygun seyreltme islemi ekstraksiyon ¢ozeltisi ile yapildi ve analiz igin
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tiplere 200 pL seyreltik numuneden koyuldu. Kor i¢in numune yerine 200 pL
ekstraksiyon c¢ozeltisi koyuldu. Calisma egrisi i¢in de gallik asitin degisen
konsantrasyonlarindan 200’er uL tiiplere koyuldu. Ardindan tiiplere, 1,5 mL 0,2 N folin
¢Ozeltisinden eklendi ve 5 dk bekletildi. Daha sonra 1,2 mL NaCO; (%7,5)
cozeltisinden eklenerek tiipler vortekslendi. Karanlikta oda sicaklifinda 90 dk inkiibe
edildi. Son olarak spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda kore kars1 okuma yapildi
[117].

2.2.3. Toplam Flavonoid Madde Analizi

Analizde toplam flavonoid madde igerigi NaNO; (sodyum nitrit) ve AlCl; (aliiminyum
kloriir) ve ayraglarinin alkali ortamda pembe renkli flavonoid-aliiminyum kompleksini
meydana getirmesiyle belirlendi. Kalibrasyon i¢in katesin standartinin (I mg/mL)
degisen konsantrasyonlart (0,1 - 0,08 - 0,05 - 0,02 - 0,01) kullanilarak calisma egrisi
hazirlandi. Numuneye uygun seyreltme islemi ekstraksiyon cozeltisi ile yapildi ve
analiz i¢in tiiplere 1 mL seyreltik numuneden koyuldu. Kor i¢in numune yerine 1 mL
ekstraksiyon c¢ozeltisi koyuldu. Calisma egrisi i¢in de gallik asitin degisen
konsantrasyonlarindan 1’er mL tiiplere koyuldu. Kronometre ile siire baglatilip sirasiyla
300 puL %5’lik NaNO; (t=0 aninda), 300 uL%10’luk AICI; (t=5 aninda), 2 mL 1 M
NaOH (t=6 aninda) ve son olarak 2,4 mL saf su ilave edildi ve vorteks yapildi. Hi¢
bekletmeden spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda kore kars1 okuma yapildi [118].

2.2.4. Antioksidan Kapasite Analizi (CUPRAC)

Bu analizde, neokuproin (Nc) (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin )’in bakir (Cu(Ill)) ile
olusturdugu neokuproin kompleksinin (Cu(II)-Nc), 450nm’de maksimum absorbans
veren bakir(I)-neokuproin[Cu(I)-Nc] kelatina indirgenme 06zelliginden yararlanilarak
antioksidan kapasite hesaplanabilmektedir. Kalibrasyon i¢in Troloks standartinin
(Img/mL) degisen konsantrasyonlar1 (0,5-0,25-0,13-0,06-0,03) kullanilarak c¢alisma
egrisi hazirlandi. Numuneye uygun seyreltme islemi ekstraksiyon c¢ozeltisi ile yapildi ve
analiz i¢in tiiplere 100 pL seyreltik numuneden koyuldu. Kor icin numune yerine 100
nL  ekstraksiyon ¢ozeltisi koyuldu. Calisma egrisi i¢in de troloksun degisen
konsantrasyonlarindan 100’er pL tiiplere koyuldu. Ardindan sirastyla 1 mL CuCl,, 1
mL neokuproin, 1 mL NH4CH3COO ve 1 mL saf su ilave edilip vortekslendi.
Karanlikta oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda
kore kars1 okuma yapildi [119].
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2.2.5. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi Tayini

DPPHe radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)’nden 19,7 mg tartilip etanolde ¢oziildii ve
hacmi 25 mL’ye tamamlandi. Ardindan bir tiipe 2,7 mL ekstrakt eklenip tizerine 300 puL
DPPH c¢ozeltisi eklendi. Kor icin ekstrakt yerine etanol koyuldu. Karanlikta oda
sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Kore karst absorbans 517 nm’de spektrofotometre ile
olgiildii [120].

2.2.6. Demir (IIT) indirgeme Antioksidan Giic-FRAP Tayini

100 pL ekstrakt tizerine 900 pL. FRAP reaktifi (pH 3.6) eklendi. Karistm hizli bir
sekilde 20 sn vortekslendi ve 4 dk beklendi. Kore karsi absorbans 595 nm’de
spektrofotometre ile olgtildi [121].

2.3. HAYVAN DENEYLERI

Calismamizin hayvan deneyleri Diizce Universitesi, Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkez’inde gergeklestirilmis ve deneysel prosediirler Diizce Universitesi
Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (2019/1/9). Deneylerde
kullanilan 10-12 haftalik (250-300 g) 27 adet Sprague dawley tiirii erkek siganlar
12L/12D foto periyodunda, standart pellet yemle ve ¢esme suyu ad libitum ortamlarda
yetistirilmistir. Hayvanlara 20 giin boyunca giinliik 200 mg/kg PRPLS etanolik ekstrakti
oral gavaj yoluyla ve 15 mg/kg DOX (Adrimisin, Saba Pharma, Istanbul) intraperitonal
olarak 6 boliinmiis doz seklinde (2,5 mg/kg) uygulandi [61]. Caligmada rastgele se¢ilen

hayvanlardan 4 deney grubu olusturulmustur.

1. Kontrol Grubu (n=7): 20 giin boyunca PRPLS’nin ¢d6ziiclisi 0.1 ml/100 gr
hacminde oral gavaj yontemi ile verilmistir. Uygulamanin 10., 12, 14., 16., 18. ve
20. giinlerinde ise DOX ¢dziiciisii (serum fizyolojik) i.p. olarak verilmistir.

2. DOX Grubu (n=7): 20 giin boyunca giinliik olarak PRPLS’nin ¢6ziictisti 0.1 ml
/100 gr olacak sekilde oral gavaj yontemi ile verilmistir. Uygulamanin 10., 12,
14., 16., 18. ve 20. giinlerinde 2,5 mg/kg dozunda [122],[123] DOX (i.p.)
verilmistir.

3. PRPLS Grubu (n=6): 20 giin boyunca giinliik olarak PRPLS 200 mg/kg dozunda
0,1 ml/100 gr hacminde oral gavaj ile verilmistir. Uygulamanin 10., 12., 14., 16.,

18. ve 20. gilinlerinde ise DOX ¢oziiciisii (serum fizyolojik) i.p. olarak verilmistir.
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4. DOX + PRPLS Grubu (n=7): 20 giin boyunca giinliik olarak PRPLS 200 mg/kg
dozunda 0,1 ml/100 gr hacminde oral gavaj ile verilmistir. Uygulamanin 10., 12.,

14., 16., 18. ve 20. giinlerinde 2,5 mg/kg dozunda DOX (i.p.) verilmistir.

Son uygulamalardan 24 saat sonra, hayvanlardan biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnegi
alimmig ve hayvanlara servikal dislokasyon yontemi ile Otenazi islemi uygulanarak
karaciger dokular1 c¢ikartilmis ve bu karaciger dokular1 ATR-FTIR c¢aligmalarinda
kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.

2.4. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Biyokimyasal ol¢timlerde kullanilmak iizere hayvanlardan alinan kan 6rnegi 5 dakika
stireyle 4000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edilmis, elde edilen plazma total antioksidan

seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) dl¢iilene kadar -80 °C’de saklanmistir.

2.4.1. Total Oksidan Seviyenin (TOS) Olciilmesi

TOS blgiimleri igin piyasada bulunan kitler (Relassay, Tiirkiye) kullanildi. Olgiimler
660 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA cihaz1 ile yapildi. Numunede bulunan
oksidanlar, demir iyonu-o-dianisidin kompleksini demir iyonuna oksitledi. Oksidasyon
hiz1, ortamda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile arttirildi. Asidik bir ortamda
ferrik iyon, ksilenol ile turuncu renkli bir kompleks tiretmektedir. Numunede bulunan
toplam oksidan molekiil miktar: ile iligkili olan bu renk yogunlugu spektrofotometrik
olarak ol¢iilebilmektedir. Kalibrasyon hidrojen peroksit ile yapildi ve sonuglar umol
H,0O, equivalent/L (litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri) olarak ifade

edildi [124].

2.4.2. Total Antioksidan Seviyenin Ol¢iilmesi

TAS olgiimleri icin piyasada bulunan kitler (Relassay, Tiirkiye) kullanildi Olgiimler 660
nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA cihazi ile yapildi. Bu teknik, daha kararli bir ABTS
(2,2"-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonunun karakteristik
renginin antioksidanlar tarafindan agartilmasina dayanmaktadir. Test, miikemmel
hassasiyet degerlerine (%3’ten daha diisiik) sahiptir. Sonu¢lar mmol Troloks esdegeri/L

olarak verildi [125].
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2.4.3. Oksidatif Stres Indeksinin Saptanmasi

Olgiimlerden elde edilen TOS/TAS oran1 oksidatif stres indeksini (OSI) vermektedir.
Hesaplama yapabilmek i¢in elde edilen TAS degeri umol/L'ye doniistiiriildii ve OSI

degeri asagida belirtilen formiile gore hesaplandi:

OSI (istege bagli birim) = TOS (umol H,O, equivalent/L) / TAS (umol Trolox
equivalent/L) *100 [124],[126].

2.5. ATR-FTIR SPEKTROSKOPISi CALISMALARI

2.5.1. Spektral Verilerin Toplanmasi

Spektral dl¢iimler, ATR atagmani takilmig Spectrum Two FTIR spektroskopisi (Perkin-
Elmer Ltd., UK) ile yapilmistir. Sigan karacigerinin ii¢ ayr1 kismindan 0,5 X 0,5 X 0,1
cm biiyiikliigiinde olacak sekilde kesilen parcalar ATR iinitesinin elmas/¢inko-selenit
(Di/ZnSe) kristalinin iistiine konduktan sonra, dokudaki sudan kurtulmak i¢in 5 dakika
boyunca azot gazi ile muamele edilmistir. Diizglin bir yilizey temast saglayabilmek
amaciyla 100 force gauge basing uygulanarak doku sikistirilmistir. Spektral ¢ekimler 4
cm ¢oziiniirlikte, 64 tarama sayisi ile 4000-400 cm™ dalga sayis1 araliginda ve oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Giivenirligi artirmak icin her 6rnekten 3 kez ¢ekim
yapilmis ve elde edilen bu spektrumlarin ortalamalar1 alinarak analizler ve istatistiksel

testler bunlarin tizerinde gerceklestirilmistir [127],[128].

Her 6rnek ¢ekimi Oncesi, atmosferdeki karbon dioksit ve sudan kaynaklanan kizil 6tesi
bantlarinin, numunenin bantlarin1 etkilememesi i¢in, ayni kosullarda background (arka
plan) spektrumu c¢ekimi yapilmistir. Bu background spektrumunun numune
spektrumundan bilgisayar programi aracilifiyla c¢ikarilmasi sayesinde, meydana
gelebilecek giiriiltiiler biiyiik oranda ortadan kaldirilmaktadir. S6zii edilen hava

spektrumu Sekil 2.1°de gdsterilmistir.
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SOGURMA (A.U)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
DALGASAYISI (cm™)

Sekil 2.1. 4000-450 cm-1 bolgesinde elde edilmis bir background spektrumu
(Yeksenindeki “A.U” arbitrary unit (goreceli birim).

2.5.2. Spektroskopisi Calismalarinda Kullanilan Spektrum Analiz Yontemleri

Spektral analizler Perkin Elmer Spektrum 100 yazilimi ve OPUSNT (Bruker Optics,
Reinstetten, Germany) analiz programlar1 kullanilarak yapilmigtir. ATR-FTIR
spektroskopisi ile elde edilen spektrum bantlarinin altinda kalan alanlar, bu alanlarin
oranlarindaki degisimler, bant dalga sayis1 degerlerindeki kaymalar ve bant
genisliklerindeki degisimler belirlenmistir. Cizelge 2.1°de bantlarin altinda kalan alanlar

hesaplanirken kullanilan baseline noktalar1 ve spektral bolgeler verilmistir.

Cizelge 2.1. Sigan karacigeri spektrumundaki bantlarin altinda kalan alanlarin

hesaplanmasi i¢in kullanilan baseline noktalar1 ve spektral bolgeler.

L Baseline .
Bant Ismi ve Dalga Sayisi Noktalart Spektral Bolge
Amid A (3283 cm™) 3790-2800 cm 3785-3025 cm
Olefinik (HC=CH) (3012 cm™) 3024-2840 cm 3024-2998 cm

B T
-1 -1
CHj antisimetrik gerilim (2961 cm™) | 2990-2840 cm™ | 2990-2947 cm”
CH, antisimetrik gerilim (2927 cm™) 2990-2840 cm™ | 2947-2880 cm’!
T 12880-2864 cm!

T T

T

1

T

CHj; simetrik gerilim (2874 cm'l) 2990-2840 cm

CHjsimetrik gerilim (2854 cm'l) 2990-2840 cm 2864-2840 cm
Karbonil (C=0) gerilim (1743 cm™) 1800-900 cm™ | 1775-1720 cm
Amid I (1640 cm™) 1800-900 cm™ | 1720-1584 cm
Amid II (1545 cm™) 1800-900 cm™ | 1584-1481 cm
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Cizelge 2.1. (devam) Sigan karacigeri spektrumundaki bantlarin altinda kalan alanlarin

hesaplanmasi i¢in kullanilan baseline noktalar1 ve spektral bolgeler.

CH, biikiilme (1453 cm™) 1800-900 cm™ | 1481-1430 cm’™
COO- simetrik gerilim (1398 cm™) 1800-900 cm™ | 1430-1363 cm’’
Amid IIT (1308 cm™) 1800-900 cm™ | 1330-1275 cm’’
PO, antisimetrik gerilme (1237 cm™) | 1800-900 cm™ | 1275-1183 cm’'
PO, simetrik gerilme (1081 cm™) 1800-900 cm™ | 1137-1066 cm’’
C-O gerilme (1041 cm™) 1800-900 cm™ | 1066-979 cm’’
C-N*-C gerilme (972 cm™) 1800-900 cm™ | 979-952 cm’

Detayli analizler i¢in ham spektrumlarin ortalamalart kullanilmistir. Dalga sayist ve
bant genisligi degerleri, %75 ylikseklikten okunmustur. Gorsel gosterim i¢in ortalamasi

alinmis ham spektrumlara baseline diizeltmesi ve normalize islemi uygulanmistir.

Protein ikincil yap1 degisimlerini belirlemek i¢in ayrismamis alt bantlardan olusan
Amid I bantina (1700-1600 cm™) ikincil tiirev vektér normalizasyon yontemi

uygulanmigtir.

2.6. ISTATISTIiKSEL TEST

Elde edilen verilere oncelikle Kolmogorov-Smirnov normalite testi uygulandi. Veriler
normal dagilim gostermediginden istatistiksel analiz i¢in non-parametrik bir test olan
Mann-Whitney U testi tercih edildi. Sonuglar, ortalama + standart hata olarak verildi.
Istatistiki anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmis, anlamlilik derecesi p<0,05%,
p<0,01*%*, p<0,001*** olarak belirtilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. Propolisin Fitokimyasal Analizi

PRPLS’nin fitokimyasal analiz sonuglar1t Cizelge 3.1’de verilmistir. Sonuglar,
PRPLS’nin etanolik ekstraktinda alkaloidler, flavonoidler, fenoller, tanenler,
terpenoidler, recineler ve ksantoproteinlerin varligin1 gosterirken, saponinler ve

glikozidlerin olmadigin1 gostermistir.

Cizelge 3.1. Propolisin fitokimyasal analizi.

Bilesenler Var/Yok
Alkaloidler +
Flavonoidler +
Fenoller +
Tanenler +
Saponinler -
Terpenoids +
Recineler +
Glikozidleri -
Ksantoproteinler +

3.1.2. Propolisin icerik Analizi

PRPLS’nin etanolik ekstraktinda 6l¢iilen maddelerin miktari, Cizelge 3.2°de verilmistir.
Tablodan da goriildiigii gibi kullandigimiz PRPLS’te 13 farkli maddenin miktar
Olclilmiistiir. Gallik asit, katesin hidrat, vanilik asit, protokatinik asit ¢ok az miktarda

tespit edilirken, pinosembrin ve CAPE en fazla miktarda elde edilmistir.
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Cizelge 3.2. Propolisin Igerik analizi.

No | icerik Birim | Sonuc

1 | Gallik Asit mg/g | 0,07 = 0,003

2 | Katesin Hidrat mg/g | 0,081 £0,003
3 Vanilik Asit mg/g | 0,014 £ 0,002
4 Kafeik Asit mg/g | 1,919 £ 0,001
5 p-Kumarik Asit mg/g | 0,578 £ 0,004
6 Trans-Ferulik Asit mg/g | 1,551 £0,003
7 | Protokatinik Asit mg/g | 0,001 = 0,00

8 | Trans-Sinnamik Asit | mg/g | 1,347 + 0,023
9 | Narenferin mg/g | 2,531 +0,011
10 | Apigenin mg/g | 1,762 £ 0,044
11 | Pinosembrin mg/g | 14,209 + 0,032
12 | CAPE mg/g | 10,728 £ 0,028
13 | Galanjin mg/g | 3,758 +£ 0,066

3.1.3. Propolisin Toplam Madde Miktar1 ve Antioksidan Kapasitesi

PRPLS’nin fenolik ve flavonoid madde miktar1 ile antioksidan kapasite analizleri
Cizelge 3.3’te verilmistir. PRPLS nin alkollii ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1
81,8 £ 2,79 mg gae/g, toplam flavanoid madde miktar1 ise 46,1 + 1,13 mg ke/g olarak
o6l¢iildii. CUPRAC analizine gore PRPLS nin alkollii ekstraktinin antioksidan kapasitesi
217,2 + 2,12 mg te/g, DPPH analizine gore 77,9 + 2,91 mg te/g, FRAP analizine gore
41,3 £ 1,06 mg te/g ol¢iildi.

Cizelge 3.3. Propolisin fenolik ve flavonoid madde miktar1 ve antioksidan kapasitesi.

Analiz Sonuc¢
Toplam Fenolik Madde (mg gae/g) 81,8 +2,79
Toplam Flavonoid Madde (mg ke/g) 46,1 +1,13

Antioksidan Kapasite (CUPRAC) (mg te/g) 2172 £2,12

Antioksidan Kapasite (DPPH) (mg te/g) 77,9+2.91

Antioksidan Kapasite (FRAP)(mg te/g) 41,3+ 1,06
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3.1.4. Biyokimyasal Analiz Sonuc¢lar1

Calismamizda, DOX ve PRPLS uygulamasindan sonra meydana gelen oksidatif stresi
belirlemek i¢in kan plazmasinda TAS, TOS ve OSI degerleri olgiildii. Sekil 4.1A, B ve
C’de plazmadaki TAS, TOS ve OSI degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak
verilmigtir. Sekil 4.1A’dan goriildiigli iizere TAS, DOX grubunda anlamli derecede
azalmis (p<0.01), PRPLS grubunda anlamli derecede artmis (p<0.05), DOX + PRPLS
grubunda ise herhangi bir anlamh fark gézlenmemistir. TOS degerlerine bakildiginda,
sadece DOX grubunda anlamli bir artis oldugu goriilmektedir (p<0.05) (Sekil 1B).
Benzer sekilde, TAS degerinin TOS degerine oranlanmasi ile elde edilen OSI degeri de
DOX grubunda anlamli derecede artmis (p<0.05), diger gruplarda herhangi anlamli bir
degisiklik goriilmemistir (Sekil 3.1).

A TAS B TOS
g 25 il
£ S 2
P ° g
= " 95 4
15 s
ks * 15 4
s 1 2
= = 10 4
E 05 4 T ;5
T 0
REONTEREOL mDOX aPRRLS DOX =PREPLS REONTECL aDOX wPERLS DOX =PRPLE

C OSI

]
e & &
£ s
=
g 11
95

|'.'| .

BEONTROL sDIX sFEPLS DX = FRFLE

Sekil 3.1. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin TAS (A), TOS (B) ve
OSI (C) degerlerindeki degisim (*p<0,05, **p<0.01).
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3.1.5. ATR-FTIR Spektroskopisi Sonuclari

ATR-FTIR spektroskopisi biyolojik dokular tizerine degisik dalga boylarinda kizilotesi
1sinlar  gondererek, biyomolekiillerin igindeki fonksiyonel gruplara ait sogurma
bantlarin1 goriintiileme imkani saglayan biyofiziksel bir tekniktir. Bu teknik ile
dokudaki molekiillerin yapilari, fonksiyonlar1 ve dinamik 6zellikleri hakkinda 6nemli
bilgiler elde edilebilir. Caligmamizda, DOX’un karaciger dokusunda meydana getirdigi
etkileri ve bu etkilere kars1 PRPLS’nin koruyucu etkisinin olup olmadigini aragtirmak
amaciyla ATR-FTIR spektroskopisi kullanilmistir. Sekil 4.2. kontrol sigan karacigeri
spektrumunu gostermektedir. Sekilde baslica bantlar numaralandirilmig ve bu bantlarin
her birinin literatiire gore tanimlar1 Cizelge 3.4’de verilmistir. Sekilden de gorildiigii
gibi karacigere ait bir FTIR spektrumu, niikleik asitler, karbonhidratlar, lipitler ve
proteinlerdeki fonksiyonel gruplardan kaynaklanan bir¢ok sogurma banti iceren oldukca
kompleks bir spektrumdur.
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Cizelge 3.4. Sican karacigerinin ATR-FTIR spektrumundaki baslica sogurma bantlari

[129], [130].

BA
No SAI;?SIi?gll'l) TANIM
Amid A: Cogunlukla proteinlerin N-H gerilmesi, polisakkaritlerin O-H
! 3313 gerilmesi ve molekiiller aras1t H baglanmasi
2 3012 Olefinik=CH titresim gerilme: Doymamus lipitler
CH; antisimetrik gerilme: Lipitler, protein yan zincirleri, karbonhidratlar ve
3 2965 niikleik asitler
CH, antisimetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler,
! 22 karbonhidratlar ve niikleik asitler
CHj; simetrik gerilme: Cogunlukla proteinler, az miktarda lipitler,
> 2874 karbonhidratlar ve niikleik asitler
CH, simetrik gerilme: Cogunlukla lipitler, az miktarda proteinler,
6 2856 karbonhidratlar ve niikleik asitler
. 1743 Karbonil ester (C=0) gerilme: Cogunlukla trigliseritler ve kolesterol
esterlerde ester fonksiyonel gruplar
8 1640 Amid I: Proteinlerin C=0 gerilmesi (80 %)
9 1547 Amid II: Proteinler (60% N-H bending, 40% C-N stretching)
10 1456 CH, biikiilme: Cogunlukla lipitler, az miktar proteinler
11 1400 COO' simetrik gerilme: Yag asitleri ve amino asit yan gruplari
12 1308 Amid III: Proteinler
PO, antisimetrik gerilme: Cogunlukla niikleik asitler ve az miktar
B 1238 fosfolipitler
14 1153 CO-0-C antisimetrik gerilme: Lipitler, niikleik asitler
15 1120 Riboz halkas titresimleri: RNA
16 1082 PO, simetrik gerilme: Niikleik asitler ve fosfolipitler
C—O gerilme: Polisakkaritler, glikolipitler
17 1033 C—O gerilme: Polisakkaritler, glikolipitler
18 1025 DNA: Niikleik asitler
19 972 C-N*-C gerilme: Niikleik asitler, RNA nin riboz-fosfat ana zincir titresimleri

Amid A banti olarak isimlendirilen, 3313 cm-1 dalga sayisinda ortaya ¢ikan bant (Bant

No: 1), proteinlerin N-H titresimlerinden, polisakkaritler ve suyun O-H titresimlerinden

ve molekiillerin arasindaki H baglanmalarindan kaynaklanmaktadir [106],[107]. C-H
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gerilme bolgesi olarak adlandirilan 3025-2800 cm-1 dalga sayist araligindaki bolgede
bulunan bantlar agirlikli olarak dokudaki lipitler hakkinda bilgi vermektedir. 3012 cm-1
dalga sayisindaki olefinik=CH banti, (Bant No: 2) olefinik=CH gruplarinin C-H gerilme
titresimlerinden sinyaller alir ve doymamus lipitler ile ilgili bilgiler verir [131]. 2965
cm-1 (Bant No: 3) ve 2929 cm-1 (Bant No: 4) dalga sayilarinda ortaya ¢ikan bantlar
CH3 ve CH2 gruplarinin antisimetrik gerilme titresimlerinden, 2874 cm-1 (Bant No: 5)
ve 2856 cm-1 (Bant No: 6) dalga sayilarindaki bantlar ise CH3 ve CH2 gruplarinin
simetrik gerilme titresimlerinden sinyaller almaktadir [129]. CH3 antisimetrik, CH2
antisimetrik ve CH2 simetrik bantlar1 doymus lipitler hakkinda bilgi verirken, CH3
simetrik bant1 agirlikli olarak proteinler hakkinda bilgi vermektedir [109],[112].

Parmak izi bolgesi olarak adlandirilan, 1800-950 cm-1 dalga sayis1 araligindaki bolge
proteinler, niikleik asitler, kolesterol esterleri, trigliseritler vb. molekiillerden
kaynaklanan farkli spektral bantlar igerir. Bu bolgede 1743 cm-1 dalga sayisinda ortaya
¢itkan C=0O (karbonil ester) gerilme banti (Bant No: 7), sistemdeki trigliserit ve
kolesterol esterleri hakkinda bilgi vermektedir [132]. 1640, 1547 ve 1308 cm-1 dalga
sayisinda gozlenen amid I (Bant No: 8), amid II (Bant No: 9) ve amid III (Bant No: 12)
bantlar1 proteinler hakkinda bilgi verir. CH2 biikiilme banti (Bant No: 10) olarak
isimlendirilen 1456 cm-1 dalga sayisinda ortaya c¢ikan bant agirlikli olarak lipit ve az
miktarda proteinlerdeki CH2 gruplarindan kaynaklanmaktadir [133]. 1400 cm-1’de
goriilen COO- simetrik gerilme bant1 (Bant No: 11) yag asitleri ve aminoasitlerden
kaynaklanir ve sistemdeki lipit ve proteinlerle ilgili bilgi verir [129]. 1308-900 cm-1
dalga sayis1 araliginda ortaya ¢ikan bantlar ise agirlikli olarak fosfolipit, niikleik asit ve
karbonhidratlardan sinyaller almaktadir. 1238 ve 1082 cm-1’de ortaya ¢ikan PO2-
antisimetrik (Bant No: 13) ve PO2- simetrik gerilme bantlar1 (Bant No: 16), niikleik
asitlerden ve fosfolipitlerden kaynaklanmaktadir [130]. PO2- simetrik gerilme titresim
banti (Bant No: 16), glikojen icindeki C-O gerilme titresimlerinden de sinyaller
almaktadir. 1033 cm-1’deki C-O gerilme banti (Bant No: 17) ise esas olarak
glikojenden sinyal almaktadir ve ana glikojen banti olarak bilinmektedir [108]. 1153
cm-1’de ortaya ¢ikan CO-O-C antisimetrik gerilme bant1 (Bant No: 14), lipitler ve
niikleik asitlerdeki C-O gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir [132]. 1120 cm-1
dalga sayisinda ortaya ¢ikan bant (Bant No: 15), RNA’daki riboz halkalarindan sinyal
almaktadir [130]. 1025 cm-1 dalga sayisinda ortaya ¢ikan bant ise (Bant No: 18), DNA
hakkinda bilgi vermektedir [130]. Bunlara ilave olarak, 972 cm-1’deki C-N+-C gerilme
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bant1 da (Bant No: 19) niikleik asitler hakkinda bilgi veren bir banttir.

FTIR spektrumlarinda ortaya ¢ikan bantlarin dalga sayist degerleri, altinda kalan alan
degerleri, genislikleri ve alanlarin birbirine gore oranlar1 analiz edilerek dokudaki
molekiiller hakkinda 6nemli bilgiler elde edilebilir. Ornegin, kizilotesi bantlarin sinyal
siddetleri ve altinda kalan alanlar o fonksiyonel gruba ait molekiilin dokudaki
konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir [108]. Cizelge 3.5’te kontrol, doksorubusin
(DOX), Propolis (PRPLS) ve doksorubusin + Propolis (DOX + PRPLS) uygulanmis
sicanlarin karaciger dokularinin kizilétesi bantlarinin alan degerlerinde meydana gelen

degisiklikler verilmistir.

Cizelge 3.5. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis siganlarin karaciger
dokularinin kizilétesi bantlarinin alan degerlerinde meydana gelen degisiklikler
(Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik

derecesi *p<0,05; **p<0,01 seklinde gosterilmistir.

Ba | Dalga
nt | Sayis1 | KONTROL DOX PRPLS DOX + PRPLS
No (cm'l)
1 3313 em™ | 99,679 + 1,29 97,536 = 1,101* 99,123 + 1,882 96,367 + 1,443%**
2 3012 cm™ | 0,019 + 0,004 0,023 £ 0,005 0,018 £0,004 0,019 + 0,004
3 2965 cm™ | 0,126 + 0,025 0,163 £0,015%* 0,148 £0,028 0,174 £ 0,029*
4 2929 cm™ | 0,304 + 0,042 0,366 + 0,025* 0,325 +£0,044 0,377 £ 0,046*
5 2874 cm™ | 0,025 + 0,005 0,033 £ 0,004* 0,027 £ 0,002 0,036 £0,005*
6 2856 cm™ | 0,063 + 0,008 0,077 £ 0,005%* 0,062 + 0,007 0,074 + 0,006*
7 1743 em™ | 0,536 £ 0,023 0,573 £0,013** 0,540 £ 0,024 0,567 = 0,026*
8 1640 cm™ | 14,19+ 0,533 15,414 + 0,440%** 15,268 + 1,641 15,916 + 1,375*
9 1547 em™ | 6,024 = 0,457 7,107 + 0,440%* 6,935+ 1,174 7,593 + 1,02%*
10 | 1456 cm™ | 1,571+ 0,144 1,844 + 0,123 ** 1,812 £ 0,235 1,979 + 0,978*
11 | 1400 cm™ | 1,839+0,189 2,096 £ 0,146* 2,112 +£0,28 2,271 £0,292%
12 | 1308 cm™ | 0,951 £ 0,130 1,183 £0,110% 1,152 £0,197 1,274 £ 0,232%
13 | 1238 cm™ | 1,216+ 0,260 1,811 £ 0,200%* 1,580 £ 0,376 1,967 £ 0,347%*
14 | 1153 ecm™ | 0,473 £ 0,071 0,420 £ 0,037 0,480 = 0,084 0,451 + 0,090
15 | 1120 em™ | 0,331 £0,015 0,307 £ 0,018%* 0,330+ 0,028 0,301 + 0,021*
16 | 1082 cm™ | 1,334+0,318 1,283 £0,116 1,393 £ 0,342 1,393 + 0,305
17 | 1033 cm™ | 1,911 £0,363 0,854 + 0,369%* 1,665 + 0,375 0,957 + 0,270%*
18 | 1025 cm™ | 0,910 0,087 0,32 = 0,089%%* 0,740 + 0,073 0,357 + 0,084 **
19 972 cm™ | 0,047 £ 0,007 0,063 + 0,007 0,058 = 0,009 0,076 = 0,010

46




Sican karaciger spektrumu bir¢ok sogurma bantindan olusan karmasik bir spektrum
oldugundan, ¢alismamizdaki spektral analizler ii¢ farkli dalga sayis1 araliginda
gergeklestirilmistir (3700-3025 cm-1, 3025-2800 cm-1 ve 1800-950 cm-1). Sekil 3.3
kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplardaki sican karacigerinin
3700-3025 cm-1 dalga sayis1 araligindaki ortalama ATR-FTIR spektrumlarini

gostermektedir.

__ KONTROL
~ DOX
PRPLS

SOGURMA [ A.U.)

3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3025
DALGA SAYI (cm)

Sekil 3.3. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmais si¢an karacigerine ait
3700-3025 cm-1 dalga sayis1 aralifindaki ortalama ATR-FTIR spektrumlari

(Spektrumlar, CH2 antisimetrik bantina gére normalize edilmistir.).

Sekil 3.4.’te, Amid A bandinin alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak
gosterilmistir. Sekil 3.2. ve 3.3.’ten goriildiigii {izere bu bantin altinda kalan alan DOX
ve DOX + PRPLS gruplarinda anlamli derecede azalmis (p<0.05, p<0.01) ancak
PRPLS grubunda herhangi anlamli bir degisiklik ortaya ¢ikmamastir.
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Amid A Alan

sKONTROL =DOX sFPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.4. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Amid A bantinin alan
degerlerindeki degisim (*p<0,05, **p<0.01).

Sekil 3.5’te kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis sigan karacigeri
dokularinin ortalama ATR-FTIR spektrumlarinin lipit bolgesini (3025-2800 cm™)

gostermektedir.

__ KONTROL
_ DOX
PRPLS

SOGURMA ( A.U.)

3025 3000 2950 2300 2850 2800
DALGA SAYI (cm)

Sekil 3.5. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis sican karacigerine ait
3025-2800 cm-1 dalga sayis1 aralifindaki ortalama ATR-FTIR spektrumlar1

(Spektrumlar, Amid A bantina gére normalize edilmistir).

CH3 antisimetrik, CH2 antisimetrik ve CH2 simetrik gerilme bantlar1 doymus

lipitlerden kaynaklanan bantlardir. Bu bantlarin altinda kalan alan degerlerindeki
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degisimler Sekil 3.6’da bar diyagrami olarak verilmistir. Bu sekillerden ve sekil 3.5’ten
goriildiigli lizere bu bantlarin altinda kalan alan degerleri DOX ve DOX + PRPLS
uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmis (p<0.05) fakat PRPLS uygulanan grupta

herhangi bir anlamli degisiklik gézlenmemistir.

A CH; Antisim. Ger. Alan B CH, Antisim. Ger. Alan
04
US]
0,25
o0z
0.1

01068

SRKONTROL =DOX sPRPLS » DOX + FRPLS EEONTROL ®=DOX ®SPRFLS = DOX + PRPLS

C CH, Sim. Ger. Alan

L

0,08 o

* *

0,07 - T .
0,06 -
0,05 -
0,04
0,08 -
02 -
001 -

ol

WRONTROL =DOX =PRFLS = DMIX + PRPLS

Sekil 3.6. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin CH3 antisimetrik
(A),CH2 antisimetrik (B) ve CH2 simetrik (C) bantlarin alan degerlerindeki degisim
(*p<0.05).

C-H gerilme bolgesindeki CH3 simetrik gerilme bant1 ¢cogunlukla proteinlerde meydana
gelen degisimler hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilmaktadir [101],[112]. Bu bantin
altinda kalan alan degerindeki degisimler bar diyagrami olarak Sekil 3.7°de verilmistir.
Sekilden goriildiigli tizere DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda bu bantin
altinda kalan alan anlamli derecede artmis (p<0.05) fakat PRPLS uygulanmis grupta bu
bantin alan degerinde herhangi bir anlamli degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonug,

DOX’un dokudaki proteinlerin miktarinda bir artisa sebep oldugunu ve DOX
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uygulamasindan 6nce verilen PRPLS’nin bu artisi dnleyemedigini gostermektedir

(*p<0.05).

CH; Sim. Ger. Alan

0,045
0,04 -

0,035
0,03

0,025 -
0,02 -

0,015 -
0,01

0,005 ~

EKONTROL =DOX =PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.7. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin CH3 simetrik bantinin
alan degerlerindeki degisim (*p<0.05).

Sekil 3.8’de kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis sigan karacigeri
dokularinin ortalama ATR-FTIR spektrumlarinm parmak izi bélgesini (1800-950 cm™)

gostermektedir.

__ KONTROL
~ DOX
__PRPLS

=

<

<L

2

[

=

)

@)

(7]

1800 1600 1400 1200 1000 950

DALGA SAYI (cm)

Sekil 3.8. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis sican karacigerine ait
1800-950 cm-1 dalga sayis1 araligindaki ortalama ATR-FTIR spektrumlari

(Spektrumlar, Amid A bantina gore normalize edilmistir).
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Parmak izi bolgesinde, 1743 cm-1 dalga sayisinda gézlenen C=0 gerilme bantinda
meydana gelen degisimler cogunlukla trigliseritler, kolesterol esterlerindeki degigsmeler
hakkinda bilgi elde etmek icin kullanilmaktadir [133],[134]. Sekil 3.9°da bu bantin
altinda kalan alan degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden
goriildiigli lizere bu bantlarin altinda kalan alan degerleri, DOX ve DOX + PRPLS
uygulanmis grupta anlamli derecede artmis (p<0.05, p<0.01) ancak PRPLS uygulanan
grupta herhangi bir anlamh degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonug¢, DOX’un sigan
karaciger dokusundaki lipitlerin miktarinda bir artisa sebep oldugu sonucunu

desteklemektedir.

C=0 Ger. Alan

0,7 -
0,6 1 TRk Tk
0,5
0,4 -

0,3 |

0.1 -

EKONTROL =DOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.9. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin C=0O bantinin alan
degerlerindeki degisim (*p<0.05, **p<0.01).

Sistemdeki protein igerigi hakkinda bilgi edinmek i¢in parmak izi bolgesindeki, 1640 ve
1547 cm-1 dalga sayisinda gozlenen Amid I ve Amid II bantlar1 kullanilir [100],[108].
Bu iki bantin altinda kalan alan degerlerindeki degisimler Sekil 3.10’da bar diyagrami
olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii lizere bu bantlarin altinda kalan alan degerleri,
DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis grupta anlamli derecede artmis (p<0.05, p<0.01)
ancak PRPLS uygulanan grupta herhangi bir anlamli degisiklik meydana gelmemistir.
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A Amid I Alan B Amid II Alan

10 -

16 -

ma—
o

I R R - |
L L L L L L L

mKONTROL =DOX wmPRPLS DOX + PRPLS EKONTROL ®DOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.10. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Amid I (A) ve Amid
IT (B) bantlarinin alan degerlerindeki degisim (*p<0.05, **p<0.01).

1456 cm-1 dalga sayisinda ortaya ¢ikan CH2 biikiilme bant1 lipit ve proteinlerdeki CH2
gruplarindan sinyaller almaktadir. Bu bantin altinda kalan alan degerlerindeki
degisimler bar diyagrami olarak Sekil 3.11°de verilmistir. Sekilden goriildiigli lizere bu
bantin altinda kalan alan DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli
derecede artmis (p<0.05, p<0.01) ancak sadece PRPLS uygulanmis grupta herhangi bir

anlaml degisiklik gézlenmemistir.

CH, Biikiilme Alan

r

1,5 4

0,5

EKONTROL ®DOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.11. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS s gruplarinin CH2 biikiilme
bantinin alan degerlerindeki degisim (*p<0.05, **p<0.01).

1400 cm™ dalga sayisinda gozlenen COO" simetrik gerilme bant1, yag asitleri ve amino
asitlerde meydana gelen degisimler hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilmaktadir [129].
Bu banta ait alan degerlerindeki degisimler Sekil 3.12°de bar diyagrami olarak

verilmistir. Sekilden goriildiigi lizere bu bantin altinda kalan alan, DOX ve DOX +
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PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmis (p<0.05) ancak PRPLS

uygulanmis grupta herhangi bir anlamli degisiklik gostermemistir.

COO Sim. Ger. Alan

mEKONTROL ®DOX mPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.12. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin COO- simetrik

gerilme bantinin alan degerlerindeki degisim (*p<0.05).

1308 cm-1 dalga sayisinda ortaya ¢ikan Amid III bant1 parmak izi bdlgesinde yer alan
protein kaynakli bir banttir. Bu bantin alan degerlerindeki degisimlerin bar diyagrami
Sekil 3.13’de verilmistir. Sekilden goriildiigii iizere bu bantin altinda kalan alan DOX ve
DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmis (p<<0.05) ancak PRPLS
uygulanan grupta herhangi anlamli bir degisiklik gdstermemistir. Bu sonug, Amid I ve
I ve CH3 simetrik bantlarinin alan analizlerinden elde ettigimiz DOX’un sigan
karaciger dokusundaki protein miktarinda bir artisa sebep oldugu sonucunu

desteklemektedir.

Amid IIT Alan

1,6 4

1,4 4

08 -
0,6 -

0,4 4

EKONTROL EDOX BEPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.13. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Amid III bantinin alan
degerlerindeki degisim (*p<0.05).
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1238 cm-1’de gozlenen PO2- antisimetrik gerilme bant1 sistemdeki fosfat iceren
(niikleik asitler ve fosfolipitler) bilesikler hakkinda bilgi verir [106]. Bu bantin alan
degerindeki degisimler Sekil 3.14.’te bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden
gorildiigii izere PO2- antisimetrik gerilme bantinin altinda kalan alan DOX ve DOX +
PRPLS uygulanmig gruplarda anlamli derecede artmis (p<0.05, p<0.01). ancak PRPLS

uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik gostermemistir.

PO, Antisim. Ger. Alan

1,5

0,5

EKONTROL =DOX ®sPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.14. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin PO2- antisimetrik
gerilme bantinin alan degerlerindeki degisim (*p<0.05, **p<0.01).

Riboz halkas: titresimlerinden sinyaller alan 1120 cm™’deki bant, sistemdeki RNA
molekiilleri ile ilgili bir veren 6zel bir banttir. Sekil 3.15’te bu bantin alan degerindeki
degisimleri bar diyagrami olarak gostermektedir. Sekilden goriildiigli gibi bu bantin alan
degeri DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede azalmistir
(*p<0.05). Bu gruplarda gozlenen azalma sistemdeki RNA miktarinin azaldigini

gostermektedir.
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RNA

0,45 -

0,4 -

0,35 -

0,3

0,25

0,15

0,1

0,05

EKONTROL EDOX ®EPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.15 Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin RNA bantinin alan
degerlerindeki degisim (*p<0.05).

1033 cm-1’de gozlenen C-O gerilme bantinin alan degerlerindeki degisimler, bar
diyagrami olarak Sekil 3.16’da verilmistir. Sekilden goriildiigli tizere bu bantin altinda
kalan alan DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede azalmistir
(*p<0.05, **p<0.01 ). Bu bant sistemdeki glikojen miktar1 hakkinda bilgi veren baslica
bant oldugundan, bu azalma DOX’un glikojen miktarinda azalmaya sebep oldugunu

gostermektedir.

C-0 Ger. Alan

EKONTROL ®DOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.16. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin C-O gerilme bantinin
alan degerlerindeki degisim (*p<0.05, **p<0.01).

1025 cm-1’de ortaya c¢ikan bant DNA’dan sinyaller almaktadir. Bu bantin alan
degerlerindeki degisimler bar diyagrami olarak Sekil 3.17°de verilmistir. Sekilden
goriildiigii lizere bu bantin altinda kalan alan DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis biitiin

uygulama gruplarinda anlamli derecede azalmistir (p<0.01).
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DNA

08 |

0,6

0,4 * * 3k

EKONTROL ®DOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.17. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin DNA bantinin alan
degerlerindeki degisim (**p<0.01).

Son yillarda FITR spektrum analizlerinde, bant alani analizlerinin yanisira sistemdeki
molekiillerin birbirlerine gore degisimlerini test etmek icin bazi spesifik kizilotesi
bantlarin alan oranlar1 da kullanilmaktadir [101]. Alan oranlarinin analizi, deney
kosullarindaki farkliliklardan kaynaklanabilen hatalari ortadan kaldirabildigi i¢in biiyiik
Onem tasir. Calismamizda kullandigimiz bant alam1 oranlari, bu oranlarin
hesaplanmasinda kullandigimiz fonksiyonel gruplar ve hesaplanan oranin islevi Cizelge
3.6’da verilmistir. Bant alan oran1 degerlerinde meydana gelen degisiklikler ise Cizelge

3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.6. Bazi spektral bantlarin alan oranlari, oran hesaplamalarinda kullanilan

fonksiyonel gruplar ve hesaplanan oranin islevi [129],[130],[134],[135].

Bant Alan Oran | Fonksiyonel Gruplar Islevi
Lipit/Protein CH; antisim. ger. (# 3) + CH; antisim ger. (# sszmgeiigi);d
p 4) + CH, sim ger. (# 6)/Amid II (# 9) yap

konsantrasyou

C-O/Protein C-O gerilme (# 15)/Amid II (# 9) Sistemdeki

. .. likojen
. . C-O gerilme (# 15)/CH3; antisim ger. (# 3) + &

C-O/Lipit CH, antisim ger. (# 4) + CH, sim ger. (# 6) konsantrasyou

(;Hz s1m.(C.H2 CH.2 §1m ger. (# 6)/CH; sim ger. (# 6) + CH; Sistemdeki doymus

sim.+ antisim. antisim ger. (# 4) lipit

CH, .. )

antisim./CH, sim. CH,; antisim. ger. (# 4)/CH; sim. ger. (# 6) konsantrasyonu
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Cizelge 3.6. (devam) Baz1 spektral bantlarin alan oranlari, oran hesaplamalarinda

kullanilan fonksiyonel gruplar ve hesaplanan oranin islevi [129],[130],[134],[135].

CH,

antisim./CHj3 CH; antisim. ger. (# 4)/CH3 antisim. ger. (# 3)
antisim.

CH, CH; antisim. ger. (# 4)/CH3 antisim. ger. (# 3)

antisim./Lipit

+ CH; antisim. ger. (# 4) + CH, sim. ger. (# 6)

Lipitlerin zincir
uzunlugu

CH;

CHj; antisim. ger. (# 3)/CH3; antisim. ger. (# 3)

Sistemdeki metil

antisim./Lipit + CH; antisim. ger. (# 4) + CH, sim. ger. (# 6) | konsantrasyonu
Karbonil ester gerilme (# 7)/CHj3 antisim. ger. | Sistemdeki
C=0O/Lipit (# 3) + CH; antisim. ger. (# 4) + CH, sim. ger. | karbonil
#6) konsantrasyonu
_—— . Olefinik=CH titresim ger. (# 2)/CH3 antisim. Sistemin
i?leﬁmk_CH/Llp ger. (# 3) + CH, antisim. ger. (# 4) + CH, sim. | doymamus lipit
ger. (# 6) seviyesi
Amid /Amid I + Amid T (# 8)/Amid I (#8) + Amid II (# 9) Sistemdeki protein
I konsantrasyonu
. . ' . Protein yapisindaki
Amid I/Amid II Amid I (# 8)/Amid II (# 9) degisiklikler
. . il Sistemin metabolik
C-0O/PO; sim. C-O gerilme (#8)/PO; sim. ger.( #16) aktivitesi
Hiicrelerin
RNA/DNA Riboz halkasi titresimleri (#15)/DNA(#18) transkripsiyon
durumu
Riboz halkasi titresimleri (#15)/ CH; antisim. Hiicredeki protein
RNA/Lipit ger. (# 3) + CH; antisim. ger. (# 4) + CH; sim. p
sentez hizi
ger. (#6)
. . o . . RNA miktari
RNA/Protein Riboz halkasi titresimleri (#15)//Amid II (# 9) hakkinda
.. DNA#18)/ CH3 antisim. ger. (# 3) + CH, DNA miktar1
DNA/Lipit antisim. ger. (# 4) + CH, sim. ger. (# 6) hakkinda
. ) DNA miktar1
DNA/Protein DNA#18)/ Amid 11 (# 9) hakkinda

Cizelge 3.7. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis si¢anlarin karaciger

dokularinin kizilétesi bant alan oranlar1 degerlerinde meydana gelen degisiklikler

(Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik

derecesi *p<0,05; **p<0,01 seklinde gdsterilmistir).

Bant alan oram KONTROL DOX PRPLS DOX + PRPLS
. . . 0,082+0,002 0,085+0,001* 0,078+0,008 0,083+0,006
Lipit/Protein
] + + ot + + ot
C-O/Protein 0,315+0,035 0,122+0,021 0,267+0,051 0,126+0,018
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Cizelge 3.7. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis si¢anlarin karaciger

dokularinin kizil6tesi bant alan oranlar1 degerlerinde meydana gelen degisiklikler

(Degerler, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik

derecesi *p<0,05; **p<0,01 seklinde gdsterilmistir).

.. =+ + Hk + + *ok
C-O/Lipit 3,823+0,419 1,449+0,252 3,422+0,209 1,556+0,174
CH, sim/CH; sim 1,306+0,022 1,366+0,025%* 1.325+0,044 1.37740.046*
+ CH, antisim.

CH,; antisim./CH, 4,463+0,298 4,785+0,139% 4.576+£0303 4.82240.186*
sim
CH2 antlSlm./CH3 2,512i0,170 2,251i0,097* 2,407i0,278 2,258i0,202*
antisim
. . .. 46+0,02 4+ o 37+0.02 0.016*
CH, antisim./Lipit | 0460023 | 0.604:0.008 0,627£0,026 |  0,603£0,016
-~ . . + + *k + + *3%k
CH3; antisim./Lipit 0,223+0,015 0,269+0,009 0,237+0,015 0,278+0,020

o W + 4 ok + + ok

C=O/Lipit 1,154+0,055 0,950+0,079 1,078+0,085 0,941+0,068
. . . i +i * -+ n ¥
Olefinik=CH/Lipit | 042£0004 | 0034:0,004* | 0,040£0,004 |  0,032:0,004
. . + ER ol + + *
Amidl/Amid 1 +11 | 70240457 8,107:£0,440 748550746 | 8,500,798
. . =] + Kk + + ®

Amid /Amid TI 2,361+0,086 2,173+0,078 2,239+0,212 2,118+0,161
- + + sk + 4 sk

C-O/ PO, sim. 1,409+0,170 0,657+0,090 1,262+0,159 0,705+0,080
+ + sk n n o

RNA/DNA 0,375+0,024 1,235+0,088 0,447+0,075 1,063+0,100
s + + ko 4 T ¥
RNA/Lipit 0,669+0,067 0,509+0,039 0,612+0,077 0,532+0,059
: =+ + ko + T ¥
RNA/Protein 0,055+0,008 0,043+0,007 0,047+0,006 0,04320,003
i 152+0,01 46+ woE 122+0,02 49+ ok

DNA/Protein 0,152+0,016 0,046+0,009 0, 0,0 0,049+0,005
.. + + ko + + ok

DNA/ Lipid 1,715+0,145 0,542+0,066 1,459+0,238 0,630+0,087

Calisilan sistemdeki lipitlerin ve proteinlerin miktarlarin1 karsilagtirmak amaciyla

lipit/protein orani kullanilabilir [136]. Bu oran degerlerinde meydana gelen degisimler

Sekil 3.18’de bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii {izere bu oran DOX

ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmis (p<0.01) ancak

PRPLS uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.
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Lipit/Protein

0,1 -
TRk

0,08 4 I

0,06 4

0,04 4

0,02 4

EKONTROL EDOX HEPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.18. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Lipit/Protein
oranindaki degisimler (**p<0,01).

Sistemdeki glikojen miktarindaki degisiklikleri analiz etmek icin C-O/Protein ve C-
O/Lipit oranlar1 kullanilmistir [129]. Bu oran degerlerinde meydana gelen degisimler
Sekil 3.19°da verilmistir. Sekilden goriildiigili tizere, C-O/Protein ve C-O/Lipit oranlar1
DOX ve DOX + PRPLS uygulanmig gruplarda anlamli derecede azalmis (p<0.01)
ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.
Bu sonug, DOX’un sigan karaciger dokusundaki glikojen konsantrasyonunda bir

azalmaya sebep oldugunu gostermektedir.

A C-O/Protein B C-O/Lipit

b.3s _ 4,5

4

0,3 1 -
3,5
0,25 3
0.2 2,5
0,15 - * % * % 21 - *k
I 1,5 1
0.1

14
0,05 - 05
0 0

mKONTROL =DOX m=PRPLS =DOX+PRPLS mKONTROL ®DOX WPRPLS ®DOX+PRPLS

Sekil 3.19. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin C-O/Protein ve C-
O/Lipit oranlarindaki degisimler (**p<0,01).

CH2 sim./CH2 sim. + antisim. ve CH2 antisim./CH2 sim. bant alan oranlarindaki
degisimler sistemdeki doymus lipit konsantrasyonundaki degisiklikler hakkinda bilgi

verir [137]. Sekil 3.20°de bu oranlardaki degisimler bar diyagrami olarak verilmistir.
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Sekilden goriildiigii iizere, bu oranlar DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda
anlamli derecede artmis (p<0.05, p<0.01) ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi
anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonug, DOX’un sigan karaciger

dokusundaki doymus lipit i¢eriginde bir artisa sebep oldugunu gostermektedir .

A CH, sim./CH, sim.+ CH, antisim. B CH, antisim. /CH, sim.
1,6 - °]
14 -
1.2

.
0,8 -
0.6

0.4

0,2 4

0 -

EKONTROL s DOX mPRPLS n DOX + PRPLS mKONTROL m=DOX w®mPRPLS w»DOX+PRPLS

Sekil 3.20. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin CH2 sim./CH2 sim. +
CH2 antisim. ve CH2 antisim./CH2 sim oranlarindaki degisimler (*p<0.05, **p<0.01).

Membran fosfolipitlerinin zincir uzunlugu hakkinda bilgi edinmek i¢in CH,
antisim./CH3 antisim. ve CH, antisim./lipit oranlarindaki degisimler analiz edilir [133].
Bu oranlardaki degisimler Sekil 3.21°de bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden
goriildiigii tizere bu oran degerleri DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda
anlaml derecede azalmis (p<0.05, p<0.01) ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi

anlaml bir degisiklik meydana gelmemistir.

A CH, antisim./CH,antisim. B CH, antisim./Lipit
3 8
7
2= e = * &
6
2 5
1,5 4
J 4
1 -
W2
p.s
N
LU L1}
RKONTROL sDOX sPRPLS »DOX + PRPLS BKOXNTROL mDOX =mPRPLS =DOX+ PRPLS

Sekil 3.21. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin CH2 antisim./CH3
antisim.(A), CH2 antisim./Lipit(B) oranlarindaki degisimler (*p<0.05, **p<0.01).
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Sistemin karbonil durumunu belirlemek i¢in hesaplanan C=O/Lipit oranindaki
degisimler Sekil 3.22°de bar diyagrami olarak verilmistir [133]. Sekilden goriildiigii
tizere bu oran degeri DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede
azalmis (p<0.01) ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik

meydana gelmemistir.

C=0/Lipit

o
*

0.8 -

0,6

0.4

=
L

EKONTROIL. ®=EDOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.22. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin C=0O/lipit oranindaki
degisimler (**p<0.01).

Sistemin metil konsantrasyonundaki degisiklikleri degerlendirmek icin CHj
antisim./lipit oran1 hesaplanmistir [133]. CHj antisim./Lipit oranindaki degisimler
Sekil 3.23’te bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii lizere bu oran
degerleri DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmis
(p<0.01) ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana

gelmemistir.

CH; antisim./Lipit

0,35 -

0.3 7 - r‘*

mKONTROL =DOX w=PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.23. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin CH3 antisim./lipit
oranindaki degisimler (**p<0.01).
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Sistemin doymamus lipit seviyesinde meydana gelen degisiklikleri belirlemek igin,
olefinik=CH bantinin alanm lipit bantlarinin alanlarmin toplamima boliinmistiir [133].
Sekil 3.24’ten goriildiigii iizere bu oran DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda
anlamli derecede azalmis (p<<0.01) ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi anlaml

bir degisiklik meydana gelmemistir.

Olefinik=CH/Lipit

0,04
0,03
0,02

0,01

BEKONTROL WDOX WEPREPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.24. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Olefinik=CH/lipit
oranindaki degisimler (**p<0,01).

Sistemin protein miktarinda meydana gelen degisiklikleri belirlemek i¢in ayrica Amid
I/AmidlI + II oran1 hesaplanmistir [137]. Bu oran degerinde meydana gelen degisiklikler
Sekil 3.25’te bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii tizere DOX ve DOX
+ PRPLS uygulanmis gruplarda bu oran anlamli derecede artmig (p<0.01) ancak PRPLS
uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonug,
DOX’un sigan karaciger dokusundaki protein miktarinda bir artisa sebep oldugu

sonucunu desteklemektedir.

Amid I/Amid I+ 11

EE
THE

ERKONTROL ®EDOX EPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.25. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Amid I/Amid I+ II
oranindaki degisimler (**p<0.01).
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Amid I bantinin, Amid II bantinin alanina boliinmesi ile elde edilen Amid I/Amid II
oranindaki degisimler proteinlerdeki yapisal degisiklikler hakkinda bilgi edinmek i¢in
kullanilmaktadir [133]. Sekil 3.26’da bu oran degerindeki degisimler bar diyagrami
olarak wverilmistir. Sekilden gorildiigi iizere DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis
gruplarda Amid I/Amid II oran1 anlamli derecede azalmis (p<<0.01), PRPLS uygulanmis
grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Bu sonug, DOX’un sigan
karaciger dokusundaki proteinlerin yapilarinda bir takim degisikliklere sebep oldugunu

gostermektedir.

s Amid I/Amid IT

¥k I**

EKONTROL ®=DOX ®=PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.26. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Amid I/Amid II
oranindaki degisimler (**p<0.01).

Sistemin metabolik aktivitesi hakkinda bilgi edinmek i¢in C-O/PO; (glikojen/fosfat)
orani kullanilir. Bu orandaki bir artis daha diisiik metabolik aktivite anlamina gelir
[130]. Sekil 3.27°de bu oran degerlerinde meydana gelen degisimler bar diyagrami
olarak gosterilmistir. Sekilden goriildiigii lizere bu oran DOX ve DOX + PRPLS
uygulanmis gruplarda anlamli derecede azalmis (p<0.01) ancak PRPLS uygulanmis

grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.
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C-O/PO, sim.

18 -

1,6

14

0,8

0,6

0,4

EKONTROL ®DOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.27. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin C-O/PO2- sim. Bant

alan oranindaki degisimler (**p<0.01).

1120 cm-1 dalga sayisinda gozlenen riboz halkasi titresim bantinin, 1025 cm-1 dalga
sayisinda gozlenen DNA bant alanina boliinmesi ile elde edilen RNA/DNA oranindaki
degisimler hiicrelerin transkripsiyon durumu hakkinda bilgi edinmek i¢in
kullanilmaktadir [130]. Sekil 3.28’de bu oran degerindeki degisimler bar diyagrami
olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii tizere RNA/DNA oranin1 DOX ve DOX +
PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmis (p<0.01) ancak PRPLS

uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.

RNA/DNA

ko
12 *%
!
1
0.8
0.6
04 -
N .
0

ERKONTROL ®EDOX ®PRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.28. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin RNA/DNA bant alan
oranindaki degisimler (**p<0.01).

RNA/Lipit ve RNA/Protein oranindaki degisimler ise hiicredeki RNA miktarindaki
degisiklikler dolayisiyla hiicrelerdeki protein sentez hizi ile ilgili bilgi edinmek i¢in
kullanilmaktadir [138]. Sekil 3.29°da bu oran degerindeki degisimler bar diyagrami
olarak verilmistir. Sekilden goriildiigli tizere RNA/Lipit ve RNA/Protein oran1 DOX ve
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DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda anlamli derecede azalmis (p<0.01) ancak PRPLS

uygulanmis grupta herhangi anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir.

RNA /Protein

RNA /Lipit

0,07
0,06 -

0,05 4

04 5 0,03

EKONTROL ®EDOX EPRPLS DOX + PRPLS EKONTROL EDOX HEPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.29. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin RNA/Lipit ve
RNA/Protein oranindaki degisimler (**p<0.01).

DNA/Lipit ve DNA/Protein oranindaki degisimler ise hiicredeki DNA miktarindaki
degisiklikler ile ilgili bilgi edinmek i¢in kullanilmaktadir [139]. Sekil 3.30°da bu oran
degerindeki degisimler bar diyagrami olarak verilmistir. Sekilden goriildiigii iizere
DNA/Lipit ve DNA/Protein oran1 DOX ve DOX + PRPLS uygulanmis gruplarda
anlamli derecede azalmis (p<0.01) ancak PRPLS uygulanmis grupta herhangi anlamli
bir degisiklik meydana gelmemistir.

DNA /Protein

1.8
1,6
1.4

1.2

0.8
0,6
0.4

0,2

DNA /Lipit

* ¥

0,18 1

0,16 -

0,14 -

0,12

0,1

0,08

0,06 -

0,04 -

0,02

EKONTROL ®EDOX ®NPRPLS

DOX + PRPLS

EKONTROL EDOX ®PRPLS

DOX + PRPLS

Sekil 3.30. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin DNA/Lipit ve
DNA/Protein oranindaki degisimler (**p<0.01).

Caligmamizda ayrica bazi bantlarin dalga sayisi ve bant genisligi degerleri analiz
edilmistir. CH; antisimetrik bantlarinin dalga sayisi ve bant genisliginde meydana gelen

degisikler Sekil 3.30’da bar diyagrami olarak verilmistir. Sekillerden goriildiigii iizere
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DOX ve DOX + PRPLS uygulanan gruplarda anlamli artiglar (p<0,05, p<0,01)

meydana gelmistir.

A CH; Antisim. Dalga Sayisi B CH; Antisim. Bant Genisligi

2.968 - 10 4
2.966 |
2.964 |
2.962 -
2.960 |
2.958
2.956 |

2.954

(]

2.952

2.950 -
EKONTROL =DOX ®mPRPLS DOX + PRPLS EKONTROL ®=DOX ®mPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.31. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin CH3 antisim. dalga
sayist (A), CH3 antisim. bant genisligi (B) degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

CH2 antisimetrik ve simetrik bantlarinin dalga sayisi ve bant genisligindeki degisimler
lipitlerin konformasyonel diizensizlikleri yani lipit agil zincirlerinin esnekligi ve
sistemin dinamigiyle ilgili bilgi vermektedir [104],[140]. CH2 antisimetrik ve simetrik
bantlariin dalga sayis1 ve bant genisliginde meydana gelen degisiklerin bar diyagrami
Sekil 3.31°de verilmistir. Sekillerden goriildigii iizere DOX ve DOX + PRPLS
uygulanan gruplarda anlamli artislar (p<0,05, p<0,01) meydana gelmistir.
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A CH, Antisim. Dalga Sayis1 B CH, Antisim. Bant Genisligi

12 =

10 4

2026 -

2920 -
EKONTROL sDOX =PRPLS »DOX -+ PRPLS s KONTROL sDOX sPRPLS »=DOX+ PRPLS

C CH, Sim. Dalga sayis1 D CH, Sim. Bant Genisligi
2,857 - 5 -

2,856 T I i o

2.855

L

[2.853 -

2.852

2.851 - 0
BKONTROL =sDOX =PRPLS = DOX+ PRPLS BKONTROL sDOX EPRPLS »DOX+ PRPLS

Sekil 3.32. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarmin CH2 antisimetrik
dalga sayis1 (A), CH2 antisimetrik bant genisligi (B), CH2 simetrik dalga sayisi (C),
CH2 simetrik bant genisligi (D) degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

Amid I ve Amid II bantinin dalga sayis1 ve bant genigligindeki degisimler protein
yapisindaki konformasyonel degisiklikler hakkinda bilgi vermektedir [136],[138]. Bu
bantlarin dalga sayis1 ve bant genisliginde meydana gelen degisiklerin bar diyagramlari
Sekil 3.32°de verilmistir. Sekillerden goriildiigii iizere, bu bantlarin dalga sayisi ve bant

genisligi degerleri DOX ve DOX + PRPLS gruplarinda anlamli derecede azalmstir.
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A

Amid I Dalga sayisi

Amid I Bant Genisligi

EKONTROL ®=DOX W®PRPLS ®DOX +PRPLS

37 -
1.642
T %k %k
_ % 35 -
1.640 - " i*
33
1.638 -|
1.636 - 317
1.634 | 29
1.632 - 27 4
1.630 - 25
mKONTROL =DOX ®PRPLS =DOX +PRPLS #KONTROL =DOX =PRPLS =DOX~+PRPLS
C Amid II Dalga sayis D Amid II Bant Genisligi
1.549 18 -
1.548 - T
1.547 | Xk
1.546 - l
1.545 -
1.544 -
1.543 -
1.542
1.541 -
1.540 -

mKONTROL =DOX wmPRPLS

DOX + PRPLS

Sekil 3.33. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin Amid I dalga say1s1
(A), Amid I bant genisligi (B) degerleri, Amid II dalga sayis1 (C), Amid II bant
genisligi(D) degerleri (*p<0,05, **p<0,01).

PO2- antisimetrik gerilme bantinin dalga sayis1 ve bant genisligi degerindeki kaymalar

niikleik asitlerde ve fosfolipitlerde konformasyonel degisimlerin ve membran lipitlerinin

paketlenmesinde degisiklik oldugunu gostermektedir [130]. Bu bantin dalga sayis1 ve

bant genisliginde meydana gelen degisikliklerin bar diyagrami Sekil 4.33°te verilmistir.
Sekil 3.33 A’da goriildiigii iizere bu bantin dalga sayis1 degeri DOX ve DOX + PRPLS

uygulanan gruplarda anlamli derecede azalmistir. Sekil 4.33 B’den de bu bantin bant

genisliginin DOX ve DOX + PRPLS uygulanan gruplarda anlamli derecede arttig1

gortilmektedir.
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A PO, Antisim. Dalga sayis1 B PO, Antisim. Bant Genisligi

1.240 25 4 ok %k

* %k
23 [
* %k |

J_ 19 4

1.238

1.236

1.234 17 1

15

1.232
13

1.230 -
s KONTROL m=DOX

11

mPRPLS

DOX + PRPLS s KONTROL m=DOX m=mPRPLS DOX + PRPLS

Sekil 3.34. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarinin PO2- antisim. Dalga
sayisi(A), PO2- antisim. bant genisligi (B) degerleri (**p<0,01).

Calisgmamizda DOX’un ve PRPLS nin si¢an karaciger dokusundaki proteinlerin ikincil
yapilarinda meydana getirdigi degisimleri saptamak amaciyla ATR-FTIR spektrumunda
sadece proteinlerden kaynaklanan ve 1700-1600 cm-laraliginda yer alan Amid I
bantina, ikincil tiirev-vektdr normalizasyon metodu uygulanmistir. ikincil tiirev
spektrumunda proteinlerin ikincil yapisindan kaynaklanan beta doniis yapilar: 1684 cm-
1, alfa heliks yapilar1 1651 cm-1, tesadiifi kivrilma 1640 cm-1 ve beta tabaka 1633 cm-
1 de ortaya ¢ikmaktadir. Protein ikincil yapilarindaki degisimler Cizelge 3.8 ve Sekil
3.34’te verilmistir. Cizelgeden ve sekillerden goriildiigii tizere; DOX ve DOX + PRPLS
uygulanan gruplarda beta doniis ve tesadiifi kivrilma yapilarinda anlamli artiglar
(p<0,05, p<0,01) alfa heliks ve beta tabaka yapilarinda anlamli azaliglar (p<0,05,
p<0,01) meydana gelmistir. Bu sonug¢ bize, DOX uygulamasindan sonra sigan karaciger

dokusundaki proteinlerde bir miktar denatiirasyonun meydana geldigini gostermektedir.

Cizelge 3.8. ikincil tiirev vektdr normalizasyonu metodu ile elde edilen Kontrol,
DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS uygulanmis si¢can karaciger dokusunun protein ikincil
yap1 degisimi (Istatistiksel olarak anlamlilik derecesi *p<0,05, **p<0,01 seklinde

gosterilmistir).
Fonksiyonel Grup KONTROL DOX PRPLS DOX + PRPLS
Beta doniis(Turn) | 0,130+0,005 | 0,137+0,005% | 0.132+0,007 | 0,139 0,008*
Alfa-heliks 0298+ 0007 | 0283+0008% | 0309+0009 | 0283+0011%
Tesadifi kivrilma |\ o\ 0007 | 012720009% | 01090010 | 0,129+ 0,009
(Random coil)
Beta-tabaka 01110014 | 0,075+ 0.009%% | 0.097+0.019 | 0.077 £ 0,009%*
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Sekil 3.35. Kontrol, DOX, PRPLS ve DOX + PRPLS gruplarmin protein ikincil
yapilarindaki degisimler. (*p<0,05, **p<0,01). Beta doniis (Turn) (A), Alfa heliks (B),
Tesadiifi kivrilma (C), Beta-tabaka (D).

3.2. TARTISMA

Dokudaki bozulmalar sonucu hiicrelerde meydana gelen islev kayiplart birgok
metabolik hasarin habercisidir [141]. FTIR spektroskopisi ile elde edilen
spektralbantlarin alan degerleri, alan degerlerinin birbirine goére oranlari, bant
genislikleri, bant dalga sayilarindaki degisimlerin belirlenmesi; biyomolekiillerin
birbirleri ile olan etkilesimleri, lipit peroksidasyonu ve proteinlerin ikincil yapilarinin
belirlenmesine ve patolojik durumlarda doku ve membran diizeyinde meydana gelen
degisimleri saptamamiza yardimci olur [109]. Dolayisiyla, calismamizda ATR-FTIR
spektroskopisi ile karacigerdeki molekiillerin yapilari, fonksiyonlar1 ve dinamik

ozelliklerindeki degisiklikler hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir.

3313 cm™ dalga sayisinda ortaya ¢ikan Amid A banti agirlikli olarak proteinlerdeki N-H
gerilme titresimlerinden ve polisakkaritler ve sudaki O-H titresimlerinden

kaynaklanmaktadir [106],[107]. DOX uygulamasindan sonra bu bantin altinda kalan
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alan anlamli derecede azalmistir. Calismamizin 6rnek hazirlama agamasinda, ortamdaki
su tamamen uzaklastirildig1 i¢in, suyun bu banta olan katkis1 ihmal edilebilir ve bu
bantin sadece polisakkaritlerden ve proteinlerden sinyaller aldig1 kabul edilebilir [106].
Dolayisiyla bu bantin alan degerinde gozlenen azalma, glikojen molekiiliinde bulunan
O-H titresimlerinden gelen sinyallerin azalmasindan kaynaklanmis olabilir ve bu da
DOX uygulamasimin karacigerdeki glikojen miktarinin azalmasina sebep oldugunu
gosterir. Bu sonug, 1033 cm™’de ortaya ¢ikan ve ana glikojen banti olarak adlandirilan
C-O gerilme bantinin alan analizinden elde etti§imiz sonugla desteklenmektedir. DOX
uygulamasindan sonra C-O gerilme bantinin alani anlamli derecede azalmistir. Ayrica
sistemdeki glikojen konsantrasyonundaki degisimleri daha iyi analiz edebilmek i¢in C-
O/Protein ve C-O/Lipit oran analizleri yapilmistir. DOX uygulamasindan sonra hem C-
O/Protein hem C-O/Lipit oranlarinda gozledigimiz azalmalar. DOX’un sigan karaciger
dokusundaki glikojen konsantrasyonunda bir azalmaya neden oldugu sonucunu
dogrulamaktadir [142]. Onceki bir calismada, Bobenko v.d. (2015), DOX’un
hepatositlerde insiilin kaynakli glukoz alimini ve glikojen sentezini azalttigin1 rapor
etmislerdir [143]. Bizim sonuclarimizla uyumlu bir sekilde onceki bir diger ¢caligmada
ratlarin kalp dokusunda DOX uygulamasindan sonra glikojen depolarinda bir azalma
meydana geldigi rapor edilmistir [144]. Ayrica, histopatolojik ve epidemiyolojik
caligmalarda DOX’un karaciger yaglanmasina sebep oldugu belirlenmistir [145].
Hepatositlerde yag damlaciklar1 birikimi olarak bilinen karaciger yaglanmasinin ayni
zamanda dokudaki glikojen konsantrasyonunun azalmasina sebep oldugu bilinmektedir
[146]. Peng ve Chiappini (2015), karaciger yaglanmasi sirasinda lipit miktarindaki artis
ile birlikte dokuda glikojen miktarinda bir azalma oldugunu FTIR spektroskopisi
kullanarak gostermistir. Sonug¢ olarak, glikojen miktarinda gozledigimiz azalma,
DOX’un dokudaki glukoz ve lipit metabolizmasinda meydana getirdigi Onemli

degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilir [147].

Doymus lipitlerin miktar1 hakkinda bilgi veren; CHj3 antisimetrik, CH, antisimetrik ve
CH, simetrik bantlarinin altinda kalan alanlar ve CH, sim./CH, sim.+antisim. ve CH,
antisim./CH, sim. oranlar1 DOX uygulamasindan sonra anlamli derecede artmistir. Alan
ve oran degerlerinde meydana gelen bu artislar DOX’un sigcan karaciger dokusundaki
doymus lipit miktarinda bir artis meydana getirdigini gostermektedir [101],[137].
Ayrica, doymus lipitlerden sinyal alan bir dige bant olan 1456 cm™ deki CH, biikiilme

bantinin altinda kalan alanda DOX uygulamasindan sonra anlamli derecede artmistir.
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Yukarida da bahsedildigi gibi, onceki calismalarda DOX’un karaciger yaglanmasina
sebep oldugu gosterilmistir [144]. Bu ¢aligmalara ek olarak, DOX un hiicre iginde lipit
birikimine (steatoz) neden oldugu bir ¢cok deneysel ¢calismada gosterilmistir [137],[143].
Ayrica onceki bir ¢alismada DOX’un karacigerdeki sfingolipit metabolizmasinda bir
bozukluk meydana getirdiginin gostergesi olan seramitlerin, dihidro-seramitlerin,
sfingozin ve dihidrosfingozin iiretimini artirdigi rapor edilmistir [137]. Literatiirdeki
caligmalar ile uyumlu bir sekilde, sonuglarimiz, DOX uygulamasinin karaciger
dokusundaki doymus lipit konsantrasyonunda bir artisa ve bununla birlikte glikojen
miktarinda bir azalmaya sebep oldugunu gostermistir. Karacigerin ana enerji depo
maddesi olan lipit ve glikojen miktarindaki degisimler sistemin enerji metabolizmasini
etkiler. Karacigerdeki karbonhidrat ve proteinlerin fazlasi lipitlere dontstiiriiliip
depolandig1 i¢in, sonuglarrmiz DOX uygulanmis gruplarda karacigerin enerji
metabolizmasini  6nemli Ol¢lide etkiledigini  gostermektedir. DOX’un dokuda
olusturdugu toksik etkilere katkis1 en yiiksek olanlardan birisinin enerji
metabolizmasinda meydana getirdigi bozulmalar oldugu bilinmektedir [19].
uygulamasindan sonra sistemin metabolik aktivitesindeki degisiklikler hakkinda bilgi
edinmemizi saglayan glikojen/fosfat (C-O/PO;’) oraninda gozledigimiz azalma da
DOX’un karaciger dokusunun metabolik aktivitesinde onemli degisikliklere sebep

oldugu sonucunu dogrulamaktadir [130].

Doymamus lipitlerden kaynaklanan bir bant olan olefinik=CH bantinin doymus lipit
bantlarina oranlanmasi ile elde edilen olefinik=CH/lipit oram1 lipit peroksidasyon
indeksi olarak kullanilmaktadir [133]. Bu oran DOX uygulamasindan sonra anlaml
derecede azalmistir. Bu azalma DOX’un dokuda lipit peroksidasyonu meydana
getirdigini gostermektedir. DOX uygulamasindan sonra dokularda meydana gelen
toksisitenin patogenezinde en ¢ok kabul gdren goriis reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumunun membran lipid peroksidasyonunun artirmasina ve antioksidan savunma
enzimlerinin  azalmasma neden oldugu gorisudir [13],[27],[148]. DOX
uygulamasindan sonra karacigerde olusan semikinon elektron parcalarinin oksijeni

indirgeyerek reaktif oksijenler olusturdugu bilinmektedir [28].

Calismamizda DOX’un oksidatif stres indiikleyip indiiklemedigini arastirmak amaciyla,
ayrica serumda TAS, TOS ve OSI degerleri Olgiilmiistiir. Analiz sonuglarimiza gore,
dokudaki toplam antioksidan madde miktarmi gosteren TAS degeri, DOX

uygulamasindan sonra azalmistir (Sekil 1A). Bu sonug, DOX’un kanda toplam
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antioksidan madde miktarin1 azalttigini ortaya ¢ikarmistir. DOX ayrica, serum TOS ve
OSI degerlerinin de anlamli derecede artmasina neden olmustur (Sekil 1B, C). TOS, o
dokudaki tiim oksidanlarin toplam miktarini gosteren bir parametredir. OSI degeri ise
TAS degerinin TOS degerine oranlanmasi ile elde edilir ve oksidatif stres durumu
hakkinda bilgi verir. TOS ve OSI degerlerindeki bu artiglar, DOX’un kanda toplam
oksidan madde miktarmin artmasina ve toplam antioksidan madde miktarinin
azalmasina neden olarak oksidatif stres meydana getirdigini agikc¢a ortaya koymaktadir.
Bizim sonuglarimizla uyumlu bir sekilde onceki bir ¢alismada siganlarda DOX’un
serum toplam antioksidant aktivitesinde azalma meydana getirdigi tespit edilmistir
[149],[150]. DOX uygulamasindan sonra olusan siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri
ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen iriinlerinin karaciger, kalp ve bobrek gibi
organlarda hasara neden olabilecegini bildirmiglerdir [150]. Benzer sekilde Chen ve ark.
DOX’a bagli olusan organ toksisitelerinin temel sebebinin oksidatif strese bagl
oldugunu ileri siirmiistiir [148],[151],[152]. Ozdogan ve ark DOX’un normal oksijen
metabolizmasindaki dengeyi saglayan antioksidan savunma mekanizmasini azaltarak
veya ROS olusumunu artirarak oksidatif stresi uyardigini bildirmistir [153]. Doymamus
yag asitlerindeki c¢ift baglarin serbest radikallerin yol agtig1 zararli etkilere karsi son
derece duyarli olduklar1 bilinmektedir. Lipidlerdeki doymamis yag asitlerine serbest
radikaller tarafindan saldirilirsa, bir lipit peroksidasyon zincir reaksiyonu baslar ve bu
zararli reaksiyonlar lipitlerin parcalanmasina ve sonugta doymamis yag asidi
konsantrasyonunda yani olefinik baglarinda bir azalmaya sebep olur [154-156].
Dolayisiyla, calismamizda gozledigimiz, olefinik=CH/lipit oranindaki azalma DOX’un
sican karaciger dokusunda lipit peroksidasyonuna neden oldugunu gostermektedir.
DOX serbest radikallerin artisina ve antioksidan enzimlerin azalmasina neden olarak,

karacigerde lipid peroksidasyonu meydana gelmesine sebep olmustur [24].

Lipitlerin bilesimi ve yapisindaki degisimleri degerlendirmek amaciyla bazi spesifik
lipit bantlarinin altinda kalan alanlar lipit bantlarinin altinda kalan toplam alana
oranlanmigtir. CH2 antisim./CH3 antisim. ve CH2 antisim./lipit oran1 fosfolipitlerin
zincir uzunlugundaki degisiklikleri belirlemek i¢in, C=O/Lipit oranmi sistemin karbonil
durumunu belirlemek i¢in, CH3/lipit orani ise dokudaki metil konsantrasyonundaki
degisiklikleri belirlemek i¢in kullanilmistir [133]. Bu oran analiz sonuglari DOX
uygulamasindan sonra CH2 antisim./CH3 antisim. ve CH2 antisim./lipit ve C=0/lipit

oraninda azalma (Sekil 1.1, Sekil 1.20), CH3 antisim./lipit oraninda ise artma oldugunu
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gostermistir. CH2 antisim./CH3 antisim. ve CH2 antisim./lipit oranlarindaki azalma,
sistemdeki lipit zincir uzunlugunun azaldigmmi yani lipitlerin parcalandigini
gostermektedir [131]. C=0O/lipit oranindaki azalma ise sistemdeki karbonil miktarinin
azaldigim1 gostermektedir [133]. CH3 antisim./lipit oraninda meydana gelen anlaml
artis ise DOX uygulamasmin sistemdeki metil konsantrasyonunu artirdigini
gostermektedir [133]. Sonug¢ olarak, bu oranlarda gozlenen degisiklikler, DOX’un,
karaciger dokusundaki lipitlerin yapilarinda O6nemli bozulmalara neden oldugunu
gostermistir [101]. Tiim bu bozulmalarin sebebi, DOX tarafindan sistemde olusturulan
ROS’larin meydana getirdigi lipit peroksidasyonu olabilir. DOX’un karacigerde ve
diger dokularda lipit peroksidasyonuna sebep oldugu onceki bir¢ok calismada
gosterilmistir. Ornegin, Afsar v.d. (2019), DOX uygulamasindan sonra karacigerde
ROS’larin iiretimi sonucu olusan hepatotoksinlerin, ¢coklu doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girdigi i¢in lipit profilini bozarak lipit peroksidasyonuna yol agtiginmi
gostermistir [157]. Ozdogan v.d. (2011) DOX uygulamasindan sonra yiiksek derecede
ROS fiiretiminin membran lipit peroksidasyonu yoluyla kardiyak miyosit zarlarinda
olusan kardiyak hasarla dogrudan iligkili oldugunu rapor etmistir [153]. Ayla v.d.
(2009) DOX uygulamasindan sonra sican karaciger dokularinin CAT, GST, GSH enzim
miktarlarinda azalma oldugunu tespit etmistir [158]. Karaciger dokularinda degisen
Stiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon (GSH) aktiviteleri, DOX'un
hepatotoksik etkilere sahip oldugunu gosterir [158]. Ayrica, Singla v.d. (2014),
DOX’un oksidatif stresi indiikleyerek ve endojen antioksidan enzim aktivitelerinin
(SOD, GSH ve CAT) seviyesinde degisikliklere neden oldugunu ve malondialdehit
(MDA) gibi lipit peroksidasyon son {iriinlerinin olusumunda etkisi oldugunu bildirmistir
[62],[159]. Karapehlivan vd., (2007) DOX uygulamasinin tavsanlarin plazmalarinin
MDA diizeylerinde artisa neden oldugunu gostermistir [160]. Benzer sekilde, Bilgi¢ vd.,
(2019) DOX kaynakli karaciger hasarinin oksidatif stres, ROS {iretimi ve lipit

peroksidasyonunun bir sonucu oldugunu rapor etmistir [ 144].

DOX’un sistemdeki proteinlerin miktar tizerindeki etkilerini analiz etmek i¢in parmak
izi bolgesindeki; Amid I, II ve III bantlarinin alan analizleri yapilmistir [108],[109]. Bu
bantlarin alan degerleri DOX uygulamasindan sonra anlamli derecede artmistir.
Sistemin protein miktarindaki degisiklikler hakkinda bilgi veren bir diger parametre
olan Amid I/AmidI+II oran1 da DOX uygulanmis gruplarda anlamli derecede artmigtir

[137]. Bu alan degerleri ve bu orandaki artis DOX uygulamasindan sonra karaciger
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dokusundaki protein miktarinda artis meydana geldigini gostermektedir. Literatiirde
DOX uygulamasindan sonra aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT) ve glutamil transpeptidaz (GGT) gibi karaciger enzimlerinde artis gozlendigini
rapor eden c¢alismalar vardir [148],[161],[162]. Ayrica Kwiecien v.d. (2006) DOX
uygulamasindan sonra karacigerde tiyol yapida bir amino asit olan sistein miktarinin
arttigim1  rapor etmislerdir [163]. Dolayisiyla karacigerdeki protein miktarinda
gozledigimiz bu artis DOX uygulamasindan sonra bazi karaciger enzimleri ve bazi
aminoasitlerin miktarinda meydana gelen artistan kaynaklanmis olabilir. Bu bantlara ek
olarak, ¢ogunlukla proteinlerden giiclii sinyaller alan ve proteinlerde meydana gelen
degisimler hakkinda bilgi edinmemizi saglayan CHj simetrik gerilme bantinin alaninda
gbzlenen artista, protein miktarinda bir artis oldugu sonucunu dogrulamaktadir. Ayrica
sistemdeki yag asitleri ve amino asitlerde meydana gelen degisimler hakkinda bilgi
veren COO" simetrik gerilme bantinin alaninda DOX uygulamasindan sonra meydana
gelen artis proteinlerle ve lipitlerle ilgili analizlerimizden elde ettigimiz bulgular

desteklemektedir.

Caligmamizda, protein yapisindaki konformasyonel degisiklikler hakkinda bilgi sahibi
olabilmek i¢cin Amid I ve Amid II bantlarina ait spektrumlarin dalga sayis1 ve bant
genisligindeki degisimler analiz edilmistir [136],[138] Bunlara ek olarak proteinlerdeki
yapisal degisiklikleri analiz etmek i¢in Amid I/Amid II orani hesaplanmistir
[29],[107],[109],[138]. Amid I ve Amid II bantlarinin dalga sayis1 ve bant genisliginde
DOX uygulamasindan sonra gozledigimiz azalma protein konformasyonunda bir
degisiklik oldugunu gostermektedir [137]. Bu sonug, DOX uygulamasindan sonra Amid
I/Amid II oraninda meydana gelen azalma ile de desteklenmistir. Bazi patolojik
durumlarda proteinlerde gerceklesen yapisal degisimleri belirlemek proteinlerin
fonksiyonlarin1 anlayabilmemiz agisindan 6nemlidir. Onceki FTIR calismalarinda
dokuda meydana gelen herhangi bir patolojik durumun, Amid I/Amid II oraninda
azalmaya ve dolayisiyla protein yapisinda ¢esitli degisikliklere sebep oldugu
belirlenmistir [29].

Proteinlerin  ikincil  yapisindaki  degisiklikleri ~daha detayli bir  sekilde
degerlendirebilmek icin vektdr normalizasyonu yapilmis ikincil tiirev spektrumlarinda
Amid I bant1 analiz edilmistir. Analiz sonuglari, DOX uygulamasindan sonra beta
doniis ve tesadiifi kivrilma yapilarinda artma, alfa heliks ve beta tabaka yapilarinda

azalma oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Tesadiifi kivrilma yapisinda meydana gelen bu
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artis DOX’un protein denaturasyonuna sebep oldugunu gostermektedir [115].
Karacigerde gozlenen protein denaturasyonu sistemdeki serbest radikallerin
miktarindaki artistan kaynaklanmis olabilir [4]. Proteinlerin islevlerini diizgiin bir
sekilde yerine getirebilmeleri {i¢ boyutlu yapilarina baghdir. Protein katlanmasi
sirasinda  olusabilecek hatalar protein ikincil yapisinda farkliliklara dolayisiyla
fonksiyonel hasarlara yol agabilir. DOX’un indiikledigi serbest radikal olusumundaki
artis hiicrenin redoks potansiyelini degistirerek protein ikincil yapisinda degisikliklere
sebep olmus olabilir [164]. Serbest radikallerin proteinlerde dejenerasyona ve
agregasyona sebep olarak protein hasarma yol agtigi bilinmektedir [4]. DOX
uygulamasindan sonra ortamda olusan serbest radikallerin protein yapisinda
bozulmalara sebep oldugu dnceki bazi galismalarda gosterilmistir. Ornegin, Oz v.d.,
(2006), DOX uygulamasindan sonra kalp hiicrelerindeki miyofibril proteinlerinin daha
diizensiz bir yap1 kazandigini1 gozlemistir [144]. Fraga ve Tappel (1988), si¢an karaciger
dokusunda lipit peroksidasyonu ile protein sentezinde meydana gelen hasar arasinda bir
iliski oldugunu gostermistir [165]. Dokudaki proteinlerin oksidasyona ugramasi hiicre
icin 0nemli olan protein yapidaki molekiillerin (6rnegin enzimlerin) yapilarinda ve
fonksiyonlarinda o©nemli degisikliklere sebep olmaktadir. Sonug¢larimiz, DOX
uygulamasindan sonra protein ikincil yapisinda onemli bozulmalar oldugunu agikca
ortaya koymustur. DOX uygulanmis gruplarda gdzlenmis olan protein yapisinda ve
fonksiyonundaki degisiklikler, gen ekspresyon seviyesi ya da protein sentezindeki

degisikliklerin sonucu da ortaya ¢ikmis olabilir.

PO, antisimetrik gerilme bant1 sistemdeki niikleik asit ve fosfolipit gibi fosfat iceren
bilesikler hakkinda 6nemli bilgiler verir [106]. DOX uygulamasindan sonra bu bantin
alaninda gozlenen artis sistemdeki fosfolipid ve/veya niikleik asit miktarinda artis
oldugunu gostermektedir [106]. Bu bulgu, spesifik lipit bantlarinin analizinden elde
ettigimiz DOX uygulamasindan sonra sistemdeki lipit miktarinin arttigi bulgusu ile
uyum i¢indedir. Ancak, niikleik asitler ilgili daha spesifik bilgi veren DNA (1025 cm™)
ve RNA (1120 cm™) bantlarindan elde ettigimiz sonuglarla uyumlu degildir. DNA ve
RNA bantlarinin alan degerlerinde anlamli azalmalar gozledigimiz icin fosfat
antisimetrik bantinin alan degerinde gozledigimiz bu artisin dokudaki lipit miktarindaki
artistan kaynaklandig1 sdylenebilir. Bu bantin dalga sayisinda diisiik degerlere dogru
gozlenen kayma niikleik asitlerin ve fosfolipitlerin hidrojen baglama kapasitesinde bir

azalma oldugunu ve bu bilesiklerin konformasyonlarinda ve paketlenmesinde
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degisiklikler meydana geldigini gostermektedir [130],[134]. Ayrica bu bantin bant
genisliginde bir artma gozlenmistir. Bu artis, membranin kafa kisimlarindaki fosfat
gruplarinin daha az rijit oldugunu yani akiskanligimin daha fazla oldugunu
gostermektedir. DOX bir amino seker ve bir antrasiklin halka icerir. ila¢ molekiiliiniin
aglikon kisminin DNA ve RNA’nin arasina girdigi, iyonik seker yapisinin
interselasyonu stabilize etmek i¢in bu molekiillere iyonik olarak baglandigi ve sonug
olarak DNA ve RNA’nin sentez sirasinda seklinin bozuldugu bilinmektedir [62].
Dolayistyla PO, antisimetrik bantinin dalga sayisinda gozledigimiz kayma, DOX etkisi
ile DNA ve RNA’da meydana gelen sekil bozuklugunun bir sonucu olabilir. DOX
lipifilik bir ila¢ oldugundan hem hiicre ve ¢ekirdek zarina hem de DNA’ya baglanma
kapasitesi yliksektir. Bu nedenle karaciger hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde birikir ve DNA
zararina sebep olur [166]. DOX’un etki mekanizmalarindan birisinin komsu baz ciftleri
arasina yerleserek DNA ve RNA sentezini bloke etmek oldugu bilinmektedir [167].
DNA ve RNA bantlarinin analizinden elde ettigimiz, dokudaki niikleik asit miktarinin
azalmast DOX’un bu molekiillerin sentezini durdurmasinin sonucu olabilir. Ayrica,
DOX uygulamasindan sonra karacigerde olugan ROS’larin DNA’y1 okside ettigi ve
yapisinda bozulmalara sebep oldugu bilinmektedir [28]. Hiicrelerin ¢ogalma
durumundaki ya da biiyiime kapasitesindeki degisiklikleri analiz etmek i¢in ayrica
RNA/lipit oran1 hesaplanmistir [130],[138]. Bu oran, DOX uygulamasindan sonra
anlamli derecede azalmistir. Bu sonug, hiicrelerin ¢ogalma hizinin azaldigi sonucunu
dogrulamaktadir. Niikleik asitlerle ilgili olarak ayrica RNA/DNA orani hesaplanmis ve
bu oranda DOX uygulamasindan sonra bir artis gozlenmistir. Biz caligmamizda hem
RNA hem de DNA miktarinda azalma gozledigimizden bu orandaki artis, DOX
uygulamasindan sonra RNA miktarinda DNA miktarina gore bir artis oldugunu yani
baz1 genlerin transkripsiyon hizinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu
gostermektedir [130]. DOX uygulamasindan sonra bazi proteinlerin sentezinden
sorumlu genlerin transkripsiyon seviyesinin yani mRNA miktarlarinin arttig1
bilinmektedir. Ornegin, dnceki ¢alismalarda DOX tarafindan indiiklenen hepatik zararin
oksidatif stres yaniti, DNA hasari, DNA onarimi, ila¢ taginimi, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi ve mitokondriyal bozukluklar ve apoptozisten sorumlu genlerin ekspresyonu

ile bagladig1 rapor edilmistir [166].

DOX’un karacigerdeki protein ve lipit metabolizmasinda olusturdugu etkiyi

degerlendirmek i¢in lipit/protein oran1 hesaplanmistir. Bu oran ayni zamanda hiicrenin
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fonksiyonlart i¢in 6nemli bir gdsterge olan lipit ve protein asimetrisinde gerceklesen
degisimleri analiz etmemizi saglar [136]. Bunun yami sira bu orandaki en ufak bir
degisim membranin yapisini, diizenini ve akiskanhigini etkilemektedir [130]. DOX
uygulamasindan sonra lipit/protein oraninda anlamli bir artis gdézlenmistir.
Calismamizda, DOX uygulamasindan sonra hem lipit hem de protein igeriginde bir artig
gozledigimizden, bu orandaki artis lipit miktarindaki artisin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Bu durum DOX’un karacigerdeki lipit metabolizmasin1 protein
metabolizmasindan daha fazla etkiledigini gostermektedir [130]. Bu artis ayn1 zamanda
DOX’un karaciger hiicrelerinin membranlarinda lipit ve protein asimetrisinde
degisiklikler meydana getirdigini gostermektedir ve lipit ve protein metabolizmasinda
degisikliklere sebep oldugu sonucunu desteklemektedir [133]. Lipit ve protein
asimetrisinde meydana gelen degisiklikler hiicre i¢i ve disindaki iyonlarin
konsantrasyonlarinda degisikliklere sebep olarak membran fonksiyonunu Onemli

derecede etkiledigi bilinmektedir [127].

Lipitler hiicre zarinin ana bilesenleri oldugu i¢in lipitlerin diizeni ve akiskanligi ile ilgili
parametrelerde ortaya g¢ikan degisiklikler hiicre zarmin normal isleyisini etkiler. Bu
nedenle sistemdeki lipitlerin konformasyonel diizensizlikleri yani lipit acil zincirlerinin
esnekligi ve sistemin dinamigiyle ilgili bilgi edinmek ve membranlarin diizeni ve
akigkanligindaki degisiklikleri yorumlamak i¢in CH, antisimetrik ve simetrik
bantlarinin ve CHj3 antisimetrik bantinin dalga sayis1 ve bant genisligindeki degisimler
analiz edilmistir [104],[136],[140]. DOX uygulamasindan sonra CH, antisimetrik ve
simetrik bantlarinin dalga sayisinda yiiksek degerlere dogru bir kayma gozlenmistir. Bu
kayma membran diizeninin azaldigin1 ve zardaki lipitlerin agil zincir esnekliginin
arttigin1 gostermektedir [12],[168],[169]. Benzer sekilde, DOX uygulamasindan sonra
bu bantlarin genisliklerinde belirgin bir artis gozlenmistir. Bant genisliklerindeki bu
artts, DOX’un membran akiskanliginda bir artisa sebep oldugunu gostermektedir. Zar
lipitlerinin i¢ kistmlarmin diizeni ve dinamigi hakkinda bilgi veren CHj antisimetrik
bantinin dalga sayis1 diisiik degerlere dogru kaymis, bant genisligi artmistir. Bu bantin
dalga sayisinda gdzlenen bu kayma membranin derin i¢ kisimlarimin DOX etkisiyle
daha diizenli hale geldigini gostermektedir [100]. Bant genisligindeki artis ise CH;
antisimetrik ve simetrik bantlarinin genislik analizlerinden elde ettigimiz, membran
dinamiginde bir artis oldugu sonucunu desteklemektedir [100]. Sonu¢ olarak, DOX

uygulamasi karaciger dokusunda membranin fosfolipit zincirlerinin diizenini azaltirken,
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membranin derin i¢ kisimlarinin diizenini artirmis, membranin biitiin kisimlarinda
akiskanligi artirmistir. Bu sonuglar DOX’un membran fosfolipitleri ile interaksiyonunun
cok giiclii oldugunu, i¢ kisimlarindaki CHs; gruplar ile bile interaksiyona girdigini
gostermektedir. Bu degisikliklerin sebebi, DOX’un meydana getirdigi oksidatif stres ve
bu oksidatif stresin indiikledigi farkli lipit tiirlerinin birbirine gore oranlarindaki ve
lipit/protein oranindaki farkliliklar da olabilir. Ayrica, DOX uygulamasindan sonra
gozledigimiz lipit peroksidasyonu da membran fonksiyonlarinda, yapisinin
biitlinliigiiniin kaybolmasinda, bir ¢ok membran bagli enzim ve protein reseptdriin
inaktivasyonunda etkili olmus olabilir [114],[115],[159]. Megli ve Sabatini, (2004)
karacigerde gerceklesen oksidatif hasarin membran diizeninde bir azalmaya neden
oldugunu elektron paramanyetik spektroskopisini kullanarak gostermistir [170].
Biyolojik membranlar sinyal iletimi, madde transferi ve membrandaki enzimlerin
aktivitesi gibi bir takim Onemli fonksiyonlar1 kontrol etmektedir. Ayrica membran
diizeni ve dinamiginde, membranlarda bulunan proteinlerin ikincil yapilarinda ve
molekiiler igerikte meydana gelen degisikliklerin iyon kanallarinin biitiinliigiine ve
islevine zarar vererek bircok hastaliga yol agtigr bilinmektedir [133]. Lipid
peroksidasyonu ile olusan membran hasari geri doniisiimsiizdiir ama antioksidan
reaksiyonlar ile sonlandirilabilir [158]. Bundan dolayi, membran diizeni ve akiskanlig1
en uygun seviyede tutulmalidir. DOX lipofilik 6zellige sahip oldugu i¢in lipid yapidaki
membranlardan  kolaylikla geger [163]. Bundan dolayr hiicre membranlarindaki
degisikliklerden etkilenmektedir [11]. Sonugta, membraninin diizeni ve akiskanligi,
DOX’a olan gecirgenlik derecesi i¢in ¢ok Onemlidir. Literatiirle uyumlu olarak
sonuclarimiz  DOX’un membranin diizen ve akiskanligimi degistirerek hiicre
membraninin normal fonksiyonunu bozdugunu gostermistir. Hiicre membraninda

gbzledigimiz bu zararh etkiler DOX’un toksik etkilerinden birisi olabilir.

Calismamizda; PRPLS’nin karaciger dokusundaki molekiiller iizerinde meydana
getirdigi etkiler hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in bir grup hayvana sadece PRPLS
verilmistir. Cizelge 4.5, 4.6, 4.8 ve sekil 4.3 - 4.34’ten goriildiigli gibi sadece PRPLS
uygulamasi, karacigerde herhangi bir anlamli degisiklik meydana getirmemistir. Bu
bulgu, PRPLS’nin karacigerdeki molekiillerle herhangi bir etkilesime girmedigini ve
karaciger dokusu i¢in toksik olmadiginmi gostermektedir. Ayrica, oksidatif stres ile ilgili
analizlerden elde ettigimiz sadece PRPLS uygulanmis grubun TAS degerindeki artis
(Sekil 4.1.A), PRPLS’nin kanda total antioksidan madde miktarin1 artirdigini
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gostermistir. Kandaki TAS artis1 ve karacigerde herhangi bir zararh etki gdzlenmemesi

PRPLS’nin halk arasinda ¢esitli amaglar i¢in kullanimini desteklemektedir.

DOX uygulamasindan énce PRPLS verilmis grubun sonuglar1 incelendiginde (Cizelge
4.5, 4.6, 4.8 ve sekil 4.3 - 4.34) DOX’un karaciger dokusundaki molekiillerin yapisi,
kompozisyonu ve dinamigi ile ilgili parametrelerde meydana getirdigi degisimlerle
paralel ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degisimler ortaya ¢iktigi
gorilmistiir. Bu sonug, PRPLS’nin, DOX’un karaciger dokusunda yarattig1 zararh
etkileri engellemede basarili olamadigimmi gostermektedir. Yani PRPLS DOX’un
yarattig1 zararl etkilere karsi karacigerdeki niikleik asitler, proteinler, karbonhidratlar
ve lipitler lizerinde onaric1 ve/veya iyilestirici bir etki gostermemistir. Ancak serumda
gerceklestirdigimiz oksidatif stres ile ilgili analiz sonuglarimiz, DOX + PRPLS
grubunun TOS ve OSI degerlerinin kontrol grubuna olduk¢a yakin oldugu ve bu grubun
degerlerinde kontrol grubuna gére anlamli bir fark meydana gelmedigini gostermistir
(Sekil 4.1B ve C). Bu sonug, PRPLS’nin, DOX’un kanda yarattig1 oksidatif stresin
olusmasini engelledigini gostermistir. Ozetle, kullandigimiz PRPLS kan dokusunda
DOX’un yarattig1 zararl etkiyi iyilestirmede basarili olmus ancak karacigerde basarili
olamamistir. Literatiirde farkli cografik bolgelerden toplanmis olan PRPLS’lerin,
DOX’un karacigerde meydana getirdigi toksisiteye karsi etkilerini farkli yontemlerle
gosteren iki ¢aligmaya rastlanmistir. Bunlardan birincisinde, Wided vd. (2014) Cezayir
PRPLS nin, DOX’a maruz birakilmis sican karacigerinden izole edilen mitokondriler ve
karaciger enzimleri lizerinde koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir [115]. Bu
calismada 10 mg/kg DOX, siganlara tek doz olarak uygulanmis ve PRPLS, DOX
uygulamasindan 30 giin Once verilemeye baglanarak giinlik 100 mg/kg olarak
uygulanmistir. Bu konuda gerceklestirilmis ikinci ¢alismada, Singla vd (2014), DOX
uygulamasindan 6nce, 12 giin boyunca giinliik 250 mg/kg Hint PRPLS’i verilmis
siganlara 25 mg/kg DOX’u li¢ doza bolerek 12., 13. ve 14. giinlerde vermis ve karaciger
homojenatlar ile gergeklestirdikleri caligmalarinda PRPLS’in sadece bazi parametreler
tizerinde kismi koruyucu etki gosterdigini rapor etmislerdir [62]. Bizim ¢alismamizda,
PRPLS uygulamasina DOX uygulamasindan 10 giin 6nce baslanmis ve DOX 15 mg/kg
toplam doz olacak sekilde 6 doza bdliinerek (10. giinden itibaren giin asir1)
uygulanmustir. Ayrica literatirde DOX’un toksik etkilerine karsi Cezayir PRPLS nin
inin kalp [114] ve bobrek [172] dokulari {izerindeki, Misir PRPLS’nin testisler [61].

tizerindeki koruyucu etkilerini gosteren c¢alismalar vardir. Ancak bu calismalarda
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genellikle tek doz akut DOX uygulamasi gergeklestirildigi ve kullanilan PRPLS dozlari
ve uygulama siirelerinin genel olarak bizimkinden farkli oldugu goriilmistiir.
Dolayisiyla, ¢alismamizda buldugumuz DOX’un karaciger dokusundaki molekiiller
lizerinde yarattig1r toksik etkiye karst PRPLS’in herhangi bir koruyucu etki
gosterememesinin sebeplerinden birisi, bizim ¢alismamizin DOX ve PRPLS dozlarinin
ve uygulama siirelerinin literatiirdeki PRPLS’in DOX toksisitesine kars1 koruyucu

etkisini gosteren ¢alismalardan farkli olmasi olabilir.

Kullandigimiz PRPLS’in flavanoidler, fenoller, terpenoidler gibi antioksidant 6zelligi
iyi bilinen fitokimyasal maddeler igerdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1.) [173].
Tiirkiye’nin 54 ayr1 noktasindan toplanan PRPLS’lerin karisimindan olusan Tiirk
PRPLS’nin igerik analizini gergeklestirmis ve bizim ¢alismamizda kullandigimiz
PRPLS’in i¢gerik analizinden elde ettigimiz degerlere (Cizelge 4.2.) yakin degerler rapor
etmistir. Kullandigimiz PRPLS’in toplam fenolik ve flavanoid maddelerin kantitatif
analiz sonuclar1 bu kalitatif sonuglart dogrulamistir. Toplam fenolik madde miktari;
81,8 + 2,79 mg gae/g, flavanoid madde miktar1 46,1 = 1,13 mg ke/g olarak tespit
edilmigtir. Silici (2008), farkli botanik orjine sahip PRPLS o6rnekleriyle yaptig1 icerik
analizi calismasinda toplam fenolik madde miktarinin 87,62-127,39 mg gae/g arasinda
degistigini; Keskin ve Kolayli (2018) ise 16,13-178,34 mg gae/g arasinda degistigini
rapor etmistir. Keskin ve Kolayli (2018) toplam flavanoid madde miktarini ise 1,24-
51,23 mg ke/g olarak tespit etmistir [173]. 54 farkli Tiirk PRPLS’inin karigimindan
olusan PRPLS ile ilgili yaptiklar1 ¢calismada toplam fenolik madde miktarint 314,36 +
3,65 mg gae/g, flavanoid madde miktarin1 522,71 + 11,45 mg ke/g olarak tespit etmistir.
Literatiirdeki bu c¢alismalarla karsilastirildiginda, bizim kullandigimiz PRPLS’in
degerlerinin Keskin ve Kolayli (2018) ve Silici (2008)’in tespit ettigi degerlere yakin
oldugu ancak Ozdal vd., (2018)’in rapor ettigi degerlerin ¢ok altinda kaldig
goriilmektedir. Ayrica, ¢alismamizda kullandigimiz PRPLS’in antioksidan kapasitesini
test etmek icin 3 farkli antioksidan kapasite analizi (CUPRAC, DPPH ve FRAP)
gerceklestirilmistir [173]. Kullandigimiz PRPLS’in antioksidan kapasitesi CUPRAC
metoduna gore 217,2 + 2,12 mg te/g; DPPH metoduna gore 77,9 + 2,91 mg te/g; FRAP
metoduna gore 41,3 + 1,06 mg te/g bulunmustur. Ozdal vd., (2018)’in 54 farkli
bolgeden toplanmis PRPLS’lerin karistmi olan Tiirk PRPLS’inde antioksidan
kapasitesini CUPRAC metoduna gore 1184,94 + 63,27 mg te/g; DPPH metoduna gore
391,73 £ 12,55 mg te/g; FRAP metoduna gore 156,59 + 2,56 mg te/g bulmustur [173].
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Kullandigimiz PRPLS’in in vitro antioksidan kapasitesi ile ilgili bulgularimiz, Ozdal
v.d., (2018) buldugu degerlerden oldukca disiiktiir [173]. Kullandigimiz PRPLS’in,
DOX’un karaciger {izerinde yarattig1 toksik etkilerin Onlenmesinde basarili
olamamasinin sebeplerinden bir digeri antioksidan kapasitesinin DOX’un karacigerde

yarattig1 oksidatif stresi elimine etmeye yetecek kadar yiiksek olmamas olabilir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

DOX’un karaciger lizerinde bir¢ok toksik etkisinin oldugu bilinmesine ragmen bu
konudaki caligmalar genellikle klinik ya da biyokimyasal diizeydedir. Mevcut deneysel
calismalarin sundugu bilgilerde karaciger dokusunda patolojiye sebep olmus olabilecek
yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel degisimler hakkinda yeterince bilgi
vermemektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada, DOX’un karaciger hiicrelerindeki
makromolekiillerin yani proteinler, niikleik asitler, lipidler ve karbonhidratlarin
miktarlarindaki degisimler, bunlarin birbirleri ile oranlarindaki ve yapilarindaki
degisimlerin neler oldugu ATR-FTIR spektroskopisi kullanilarak ortaya cikartilmaya
calisilmistir. Ayrica calismamizda, lipit peroksidasyon orani, protein ikincil yapisindaki
degisimler, membran diizeni ve membran akiskanligindaki degisimler analiz edilmis ve
biitiin analiz edilen parametreler iizerinde Tiirk PRPLS’inin koruyucu etkisinin olup

olmadig1 ac¢iga cikartilmaya calisilmistir.

Calismamizin sonuglari, DOX uygulamasinin sigan karacigerindeki karbonhidratlar,
lipitler, proteinler ve niikleik asitlerin igerik, yapi, kompozisyon ve fonksiyonlarinda
onemli zararli etkiler meydana getirdigini gostermistir. DOX uygulamasi karacigerdeki
glikojen ve niikleik asit miktarinda anlamli bir azalmaya, lipitlerin ve proteinlerin
miktarinda anlamli bir artisa sebep olmustur. DOX uygulamasindan sonra gdzlenen
olefinik=CH/lipit oranindaki azalma karacigerde oksidatif stresin arttifin1 ve bunun
sonucunda lipit peroksidasyonu meydana geldigini gostermektedir. Ayrica, DOX
uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan CH, antisim./CHj3 antisim., CH, antisim./lipit ve
C=0O/lipit oranlarindaki azalma ve CHj3 antisim./lipit oranindaki artma, dokuda meydana
gelen oksidatif stres kaynakli lipit peroksidasyonunun bir sonucu olarak lipitlerin
parcalandigin1 ve ortamda kisa zincirli lipitlerin miktariin arttigin1 gostermektedir. Kan
dokusunda gergeklestirdigimiz, TAS, TOS ve OSI sonuglarimiz da, DOX’un sigan
dokularinda oksidatif stres yarattigi1 dogrulamistir.  Proteinlerin  yapt ve
konformasyonlar1 ile ilgili gerceklestirdigimiz analizlerin sonuglari, DOX
uygulamasindan sonra proteinlerde meydana gelen konformasyonel degisikliklerin
yaninda, alfa heliks ve beta tabaka yapilarinda azalma, beta doniis ve tesadiifi kivrilma

yapilarinda artma oldugunu gostermistir. Tesadiifi kivrilma yapilarindaki artis dokuda
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DOX etkisiyle protein denaturasyonu meydana geldigini gostermektedir. DOX
uygulamasindan sonra ortaya ¢ikan glikojen/fosfat (C-O/PO7) oranindaki azalma ve
lipit/protein oranindaki artis DOX’un karaciger dokusundaki karbonhidrat, lipit ve
protein metabolizmasinda énemli degisikliklere sebep oldugunu gostermektedir. Ayrica,
DOX uygulamas: karaciger hiicre membranlarinin fosfolipit zincirlerinin diizenini
azaltmis, membranin derin i¢ kisimlarinin diizenini ve membran akigskanligini
artirmistir. DOX’un hiicredeki toksik etki olusturma mekanizmalarindan birinin, hiicre
membranina tutunarak hiicresel fonksiyonlara zarar vermek oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, hiicre membran ile ilgili elde ettigimiz bu bulgu, DOX un bir diger toksik etki
mekanizmasinin membran diizeni ve akigkanligini degistirerek hiicreye zarar verdigini

gosterdigi icin ¢ok dnemlidir ve bu ¢alisma ile ilk kez ortaya ¢ikarilmistir.

PRPLS tek basina verildiginde serumdaki toplam antioksidant madde miktarini artirmas,
karacigerde ise hicbir anlamli degisiklige sebep olmamustir. Bu sonu¢ PRPLS’in
karacigerdeki lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitlerin yapilar1 ve
fonksiyonlar1 iizerinde hicbir zararh etkisinin olmadigint ve kanin antioksidan madde
miktarini artirarak canliya fayda sagladigini géstermistir. Bu bulgu PRPLS’in viicut igin

toksik olmadigini ve tipta ¢esitli amaclar i¢in kullanilabilecegini gostermistir.

DOX uygulamasindan 6nce verilen PRPLS, DOX’un kanda yarattig1 oksidatif stresin
olugmasini 6nlemis ancak karaciger dokusundaki biyomolekiillerde meydana getirdigi
zararli etkilere karsi onarici bir etki gdstermemistir. Baskin bir sekilde karacigerde
metabolize edilen DOX’un en ¢ok biriktigi organlardan birisinin karaciger oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, hayvanlara verilen DOX, uyguladigimiz dozda ve siirede
karacigerdeki molekiiller iizerinde ¢ok ciddi oranda zararli etkilere sebep olmustur.
Fakat PRPLS, kullandigimiz doz ve uygulama siiresinde bu toksik etkileri elimine

etmede yeterli olamamastir.

Calismamiz tipta kullanilan en yaygin kemoterapdtik ajanlardan birisi olan DOX’un
karaciger dokusunda meydana getirdigi yapisal ve buna bagli fonksiyonel etkileri
molekiiler diizeyde, ATR-FTIR spektroskopisi teknigi ile ortaya ¢ikaran ilk ¢aligmadir.
DOX’un viicuda alinan ilaglarin ve toksik maddelerin detoksifikasyonundan sorumlu
ana organ olan karacigerde meydana getirdigi toksisitenin mekanizmalarini anlamak, bu
ilacin kanser hiicrelerindeki etkinliginin artirilmasi1 ve saglikli dokulardaki toksik
etkilerinin azaltilmasi i¢in son derece onemlidir. Calismamiz bu anlamda literatiire ve

evrensel bilime katki saglayacaktir. PRPLS’in tek basina verildiginde karaciger
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dokusunda herhangi bir degisiklige sebep olmamasi ve DOX’tan once verildiginde
kandaki oksidatif stresi azaltmast ile ilgili bulgularimiz ise bu kiymetli ar1 iiriiniiniin tipa
Ozellikle farmakolojiye entegre edilebilmesi asamasinda kullanilabilir. Ayrica
calismamiz, toksik bir maddenin biyolojik bir dokuda meydana getirdigi zararh etkilerin
goriintiilenmesi igin ATR-FTIR spektroskopisinin miikemmel bir teknik oldugunu

gostermistir.

PRPLS’in tibbi bir {iriin olarak nitelendirilebilmesi, marka ve tescil alinabilmesi ile ilgili
olarak girisimlerde bulunulabilmesi i¢in farkli alanlarda birgok bilimsel c¢alisma
yapilmasi gerekmektedir. PRPLS’in koruyucu etkisini ortaya c¢ikaracak c¢aligmalar
tilkemizin ekonomisinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Anlamli olmayan
sonuclarin da bilimsel ¢aligmalar i¢in 6nemli bir yap1 tas1 olduguna inandigimizdan, bu
calismada kullanilan doz ve uygulama siirelerinde PRPLS'min koruyucu etkisinin
bulunmadigima dair bulgumuzun bu 6nemli ar1 irtind ile ilgili ileride yapilacak olan
calismalara 151k tutacagini diisiiniiyoruz. Bundan sonraki siiregte, kullandigimiz DOX ve
PRPLS dozlar1 ve uygulama siireleri degistirilerek karaciger dokusunda ve kalp, bobrek
gibi farkli dokularda c¢alismalar yapilmast planlanmaktadir. Ayrica ileride
gerceklestirilecek olan ¢alismalara PRPLS’in etanolik ekstraktinin yaninda sulu
ektraktinin uygulandigi bir hayvan grubu eklenebilir veya PRPLS’in i¢indeki CAPE,
kafeik asit gibi antioksidan Ozellige sahip bilesikler ekstrakt edilerek saf olarak
uygulanabilir. Bu ¢alisma modelinin 1s181inda ve planlanan yeni ¢alisma modelleriyle
ileride tiriin gelistirme amagh yeni projeler tiretilebilir ve bu sayede tilkemizdeki aricilar
PRPLS iiretimi yapmalart konusunda tesvik edilerek su anda atil durumda olan

PRPLS’in ten ekonomik kazang saglanabilir.
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