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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

SIÇANLARDA DOKSORUBİSİN İLE İNDÜKLENEN DALAK HASARI ÜZERİNE 
TANNİK ASİDİN OLASI KORUYUCU ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI  

Duygu KİZİR 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Melike KARAMAN  

Amaç: Tasarlanan mevcut çalışma; Doksorubusin (DOX) muamelesi ile oluşabilen dalak 
toksisitesi karşısında Tannik asitin (TA) protektif potansiyelinin olup olmadığını açıklamayı 
hedeflemektedir. Ek olarak, inflamatuar sitokinleri ve antioksidan sistem elemanlarını 
inceleyerek TA’in protektif etkilerinin potansiyel mekanizmasının aydınlatılmasını da 
amaçlamaktadır. 

Yöntem: İki hafta boyunca kümülatif olarak uygulanan DOX maruziyetinin yanında TA ve 
DOX+TA kombinasyonunun uygulandığı dalak dokularında antioksidan sistem bileşenlerinin 
değişimi ile oksidatif hasar belirteçlerinin miktarları ve aktiviteleri incelendi. Ek olarak DOX 
ile ilişkili dalak toksisitesine neden olan moleküler belirteçlerin kullanılması ile apoptozis ve 
inflamasyonda kritik öneme sahip olan genlerin ekspresyon seviyeleri Real- Time PCR ile 
araştırıldı.   

Bulgular: Sıçan dalak dokularında DOX’un glutatyon (GSH) seviyesinde azalmaya ve 
malondialdehit (MDA) seviyesinde ise artışa sebep olduğu gözlenmiştir. Antioksidan sistem 
bileşenlerinden katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST), süperoksit dismutaz (SOD) ve 
glutatyon peroksidaz (GPX) mRNA seviyelerinde ve enzim aktivitelerinde ise DOX’un 
baskılayıcı etksinin olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca proinflamator sitokin markerlerinin (IL-6 
ve Tnf-), apoptotik genlerin (Casp3 ve Bax), hücre metabolizmasında görev alan diğer 
faktörlerin (Cox, Alox ve Inos) mRNA ekspresyon seviyeleri DOX uygulaması sonucu 
kontrole göre değişim göstermiştir. Ancak TA’nın DOX ile muamelesi sonucunda bu 
değişimlerin kontrol grubuna ait değerlere yaklaştığı bulunmuştur.  

Sonuç: Bulgular, TA’nın DOX ile birlikte uygulanması sonucunda DOX’un dalaktaki 
oksidatif stres ve inflamasyon sisteminde meydana getirdiği üzerine düzenleyici etkiye sahip 
olduğunu göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler:  Antrasiklin, Doksorubisin, Polifenol, Tannik asit, Dalak 

Temmuz 2022, 78 sayfa 
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ABSTRACT 

MASTER'S THESIS 

INVESTIGATION OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF TANNIC ACID 
ON DOXORUBICIN-INDUCED SPINE DAMAGE IN RATS 

Duygu KİZİR 

Advisor: Dr. Öğr. Üyesi Melike KARAMAN  

 

Purpose: The current study designed; It aims to explain whether Tannic acid (TA) has a 
protective potential against spleen toxicity that may occur with doxorubucin (DOX) 
treatment. In addition, it aims to elucidate the potential mechanism of the protective effects of 
TA by examining inflammatory cytokines and antioxidant system elements. 

Method: In addition to DOX exposure, which was applied cumulatively for two weeks, the 
changes in antioxidant system components and the amounts and activities of oxidative 
damage markers in spleen tissues where TA and DOX+TA combination were applied were 
examined. In addition, using molecular markers that cause DOX-related spleen toxicity, 
expression levels of genes that are critical in apoptosis and inflammation were investigated by 
Real-Time PCR. 

Findings: It was observed that DOX caused a decrease in glutathione (GSH) level and an 
increase in malondialdehyde (MDA) level in rat spleen tissues. It has been determined that 
DOX has a suppressive effect on the mRNA levels and enzyme activities of the antioxidant 
system components catalase (CAT), glutathione-s-transferase (GST), superoxide dismutase 
(SOD) and glutathione peroxidase (GPX). In addition, mRNA expression levels of 
proinflammatory cytokine markers (IL-6 and Tnfa), apoptotic genes (Casp3 and Bax), and 
other factors involved in cell metabolism (Cox, Alox and Inos) showed a change compared to 
control after DOX application. However, as a result of the treatment of TA with DOX, these 
changes were found to approach the values of the control group. 

Results: The findings showed that TA has a regulatory effect on the oxidative stress and 
inflammation system in the spleen as a result of the application of TA together with DOX. 

Keywords:  Anthracycline, Doxorubicin, Polyphenol, Tannic acid, Spleen 

July 2022, 78 pages  
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GİRİŞ 

Kanser, organ veya dokudaki hücrelerin düzensiz bir şekilde bölünmesi ve 

çoğalmasıyla oluşmasıdır. Kanserleşme sonucu oluşan hasarın giderilmesinde çeşitli kanser 

tedavi yöntemleri uygulanmaktadır (Baykara, O. 2016). Bu tedavi yöntemleri; radyoterapi, 

kök hücre tedavisi, hormon tedavisi, cerrahi yöntemler, biyolojik tedavi, immünoterapi, hücre 

bazlı tedavi (kanser aşıları), gen terapi ve kemoterapidir (Baykara, O. 2016; Wang et al. 

2018).  

Kemoterapi (KT), kemoterapötik ajanların yardımıyla kanser hücrelerini öldürmeyi 

amaçlamaktadır ve antineoplastik ajanlar bu tedavi yönteminde en önemli role sahiptir 

(Amara-Mokrane et al. 1996; Ludke et al. 2012). Antineoplastik ajanlardan olan 

Hidroksidaunorubisin olarak da bilinen Doksorubisin (DOX) hem yetişkin hem de çocuk 

kanserlerinin tedavisinde kullanılan en güçlü ve geniş spektrumlu bir ilaçtır (Dudka et al. 

2005). DOX, akut lenfoblastik lösemi, metastatik meme kanseri, hodgkin lenfoma, 

nonhodgkin lenfoma, over kanseri, akciğer kanseri ve sarkomaların tedavisinde yaygın olarak 

kullanılan antrasiklin antibiyotik grubunda olup hücresel onarım sürecini bozar (Lu, 2005). 

Böylece reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretiminde artışa sebep olur.  

ROS ve antioksidanlar arasındaki dengesizlik oksidatif strese sebep olmakta (Handy et 

al. 2009) ve diyabet, inflamasyon, gastrointestinal bozuklukla da ilişkisi bulunmaktadır. 

DOX’un klinik kullanımı, hastalarda miyokard toksisitesinin gelişmesi ve normal hücrelere 

sitotoksik etki göstermesi nedeniyle sınırlıdır. Ayrıca DOX kullanımının dalak kasılmasına da 

yol açtığı bildirilmiştir. Tüm bunlar hasta sağlığını ve yaşam kalitesini önemli ölçüde 

etkileyebilecek istenmeyen yan etkilere neden olmaktadır. Bu nedenle olumsuz etkilerin 

azaltılması için DOX ile birlikte koruyucu ajanlar kullanılmalıdır (Aung et al. 2017).  

DOX toksisitesine karşı en çok kullanılan ve araştırılan antioksidan bileşikler arasında 

vitaminler, koenzim Q, flavonoidler, polifenoller ve bitkisel antioksidanlar vardır (Ahmed et 

al. 2013). Antioksidan bileşiklerden olan Tannik asit (TA) birçok bitkide ikincil metabolizma 

sonucu üretilirken günlük diyetle alınımı da söz konusudur (Xu et al. 2007).  

TA, DOX maruziyetine bağlı olarak böbrek dokusunda oluşan oksidatif hasarın 

giderilebilmesine yardımcı olup oksijen türevi radikallerin oluşumuna da engel olabilmektedir 

(Aung et al. 2017).Bunun yanı sıra TA’nın anti-oksidatif (Gulcin et al. 2010), anti-
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inflamatuar (Soyocak et al. 2019), anti-apoptotik (Nie et al. 2016)  ve anti-kanserojenik (Ren 

et al. 2019) özelliklerinin bulunması kemoterapiye bağlı oluşabilecek toksisiteye karşı 

koruyucu bir potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir. Ancak DOX’un sebep olduğu 

dalak hasarı üzerine TA’nın koruyucu özelliğine literatürde rastlanılmamıştır.    

Hipotez ve Amaç 

Yapacağımız çalışma sonucunda elde edilmesi öngörülen bulgular; 

• Kemoterapik ilaç olan DOX’a bağlı dalak hasarı üzerinde etkili olan noktaların 

belirlenmesi, ilgili faktörlerin saptanıp ve yönlendirilmesi için terapötik 

geliştirilmesine yardımcı olacaktır. Bu doğrultuda endemik bitkilerden elde 

edilecek doğal ürünlerin araştırılan mekanizmalar üzerindeki etkilerinin ortaya 

çıkarılmasına yardım edilecek, 

• Önemli konu başlıklarından olan “kemoterapi”, “beslenme” ve “doğal madde” 

çalışma alanlarına açıklık getirebilecektir.  

Sonuç olarak, bu tez kapsamında anti-oksidatif, anti-mutajenik, anti-kanserojen, anti-

mikrobiyal, anti-enflamatuar ve anti-apoptotik aktiviteler dahil olmak üzere birçok biyolojik 

aktiviteye sahip olan TA’nın DOX kaynaklı dalaktaki hasara karşı potansiyel koruyucu 

etkisinin belirlenmesi ve bu doğrultuda, DOX tarafından antioksidan savunma sistem 

unsurlarının seviyelerinde oluşabilecek değişimler üzerine tannik asit etkisinin araştırılması 

amaçlanmıştır. 
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 KURAMSAL TEMELLER 

Kanser 

Kanser tanımı ve tedavi yöntemleri 

Kanser, organ veya dokudaki hücrelerin düzensiz bir şekilde bölünmesi ve 

çoğalmasıyla oluşmakta ve tek bir organı etkileyebildiği gibi uzaktaki organlara da yayılarak 

etki gösterebilen genellikle ölümcül yaygın hastalıkların başında gelmektedir (Mcguire, 

2016). 3 önemli gen grubu kanserin oluşumunda çok büyük role sahiptir. Bunlar;     

Tümör baskılayıcı genler: Hücrelerin bölünmesini, çoğalmasını kontrol eden, hasar 

sırasında DNA tamirini başlatan ve tamir girişiminin başarısız olması durumunda apoptozu 

tetikleyen genlerdir. En çok bilinen ve çalışılan örneği TP53 genidir. 

DNA tamir genleri: Hasarlı olan DNA’yı tamir etmek için gerekli olan proteinleri o 

bölgeye çekerek genin işlevini yeniden kazandırır. Tamir mekanizmasının başarısız olması 

durumunda ise hücrenin nekrotik veya apoptotik olarak yok olmasına yardımcı olmaktadır.  

Onkogenler: Kanserlerin başlangıcında rol oynayan ve kontrolünü kaybetmiş 

proteinleri kodlayan genlerdir. RAS ve MYC en çok bilinen onkogenlere örnek gösterilebilir 

(Baykara, 2016). 

Kanserin sebepleri henüz kesin olarak bilinmemektedir. Ancak kanser için çeşitli risk 

faktörleri mevcuttur. Bunlar; yaşam şekillerine, yaşa, cinsiyete, aile öykülerine ve çevresel 

faktörlere bağlı olarak değişiklik göstermektedir (Reuter et al. 2020). Kanserlerin meydana 

gelmesine iyonizan ışınlara maruziyet, tütün ve tütün ürünlerinin kullanımı, alkol, obezite, 

yeteri kadar iyi beslenememe, virüsler ve mesleki hastalıklar sebep olabilmektedir (Sankpal et 

al. 2012). Başlıca kanser tedavi yöntemleri radyoterapi, kök hücre tedavisi, hormon tedavisi, 

cerrahi yöntemler, biyolojik tedavi, immünoterapi, hücre bazlı tedavi (kanser aşıları), gen 

terapi ve kemoterapidir. En çok kullanılan yöntemler arasında; radyoterapi, cerrahi yöntemler 

ve kemoterapi bulunmaktadır (Wang et al. 2018). 

Radyoterapi: Kanserli hücreleri iyonizan ışınlar kullanarak yok etme prensibine 

dayanmaktadır. Vücudun sadece belli bir bölgesini hedef aldığı gibi, tüm vücudu da hedef 

alabilen radyoterapi hastanın ve hastalığın özelliklerine bağlı olarak Konformal Proton Işın 

Radyasyon Terapi (Conformal Proton Beam Radiation Therapy), Görüntü Rehberliğinde 

Radyoterapi (Image Guided Radiotherapy-IGRT) (Langen et al. 2001), 3 Boyutlu Konformal 

Radyoterapi (Three Dimensional Conformal Radiotherapy-3D-CRT) (Landberg et al. 1999) 



 

4 

ve Yoğunluk Aracılı Radyoterapi (Intensity Modulated Radiotherapy-IMRT) gibi çeşitleri 

uygulanmaktadır (Baskar, et al. 2012). Yukarıda verilen yöntemlerin temel amacı, öldürülmek 

istenen kanser hücreleri üzerinde maksimum etki gösterip, sağlıklı hücrelere de minimum 

hasar sağlayan sistemlerin ortaya konmasıdır. Ancak radyoterapinin dezavantajlarından birisi 

zararlı hücreleri yok ederken sağlıklı hücrelere de zarar verebilmesidir (Albain et al. 2019). 

Cerrahi Yöntemler: Biyopsiden sonra tanı konmasında, gelişen kanserlerin 

engellenmesinde, metastaz veya yayılım olmayan durumlarda kanserli dokuların vücuttan 

atılmasında yaygın bir şekilde kullanılan bir yöntem olup çeşitli teknikleri bulunmaktadır. Bu 

teknikler; laparoskopik cerrahi, kriyo cerrahi, robotik cerrahi, lazer cerrahi ve elektro 

cerrahidir. 

Kemoterapi 

Kemoterapi: Kemoterapik ajanların yardımıyla kanser hücrelerini öldürmeyi veya 

yok etmeyi amaçlayan anti-kanser tedavi ilaçlarının uygulanmasıyla gerçekleştirilir. (Amara-

Mokrane et al. 1996; Ludke et al. 2012). Kemoterapik ajanlar ve etki mekanizmaları Şekil 

1’de gösterilmiştir. Kemoterapinin amacı; tümör hücrelerinin büyümesini ve gelişmesini 

engelleyerek kanser hücrelerinin yok olmasına yardımcı olmaktır (Skeel and Khleif, 2011). 

Kemoterapi, kanser tedavisinde etkili bir yöntem olmasına rağmen sağlıklı hücrelere, 

dokulara veya organlara da zarar verebildikleri için çeşitli yan etkiler gösterebilirler 

(Schirrmacher, 2019). Bu yan etkiler kanser hastalarının yaşam kalitesinde düşüşlere ve 

tedavilerde sorunlara sebebiyet vermektedir (Shapiro, 2016; Turcotte et al. 2017).  

 

Şekil 1. Bazı kemoterapik ajanlar ve etki mekanizmaları (Kurreck, 2022’den düzenlenmiştir) 
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Kemoterapide kullanılan antineoplastik ajanlar oldukça önemli role sahiptir (Tikoo et 

al. 2011) ancak kemoterapötik ilaçların toksisitesi kanser tedavisinde önemli bir sorun 

oluşturmaktadır. Bu sorunu ortadan kaldırmak için çeşitli bitki ve bileşenleri araştırılıp 

kullanılmaktadır. Bitki ve bileşenleri tek başına veya diğer ajanlarla kombinasyon halinde 

uygulandıklarında kemoterapinin neden olduğu olumsuzlukları giderici veya hafifletici etki 

gösterebilir veya biyokimyasal süreçleri düzenleyebilir (Ahmed et al. 2013). 

Antrasiklinler 

Antrasiklinler sitotoksik antibiyotiklerdir ancak yüksek toksisiteye sahip oldukları için 

antibiyotik olarak kullanılmamaktadır (Rahman et al. 2007). İlaca kırmızı rengini veren 

tetrasiklik çekirdek ile ona glikosidik bir bağ ile bağlı bir amino şekerden (daunosamin) 

oluşan antrasiklin molekülü, tetrasiklik halkaya komşu kinon ve hidrokinon gruplarına 

sahiptir. Bunların işlevleri elektron alma ve elektron vermedir. 

Antrasiklinler; kemoterapik ajan sınıfı olup; 

● DNA baz çiftleri arasına girerek,  

● Serbest oksijen radikallerini arttırarak, 

●  Topoizomeraz II'yi (TopII) inhibe ederek,  

kanser hücrelerinin çoğalmasını engellemektedirler.  

Antrasiklinlerin çeşitli yan etkileri gözlemlenmektedir. Görülen bu yan etkiler Şekil 

2’de verilmiştir;   

 

Şekil 2. Antrasiklinlerin yaygın yan etkileri 

Sıklıkla kullanılan 4 çeşit antrasiklin mevcuttur (McGowan et al. 2017). Bunlar; 

Doksorubisin (Wallace, 2003) (Şekil 3), Daunorobisin (Şekil 4), Epirubisin (McEvoy GK, 

2000) (Şekil 5) ve İdarubisin’dir (Hardman et al. 2001) (Şekil 6). 

A
n

tr
as

ik
lin

 y
ay

gı
n

 y
an

 e
tk

ile
ri Bulantı-kusma

Mukozit

Kemik iliği baskılanması

Saçlarda dökülme

Deri pigmentasyonunda 
artma



 

6 

 
                                  Kimyasal yapı                                                     3D yapı 

Şekil 3. Doksorubusin’ in yapısı  

 
                     Kimyasal yapı                                               3D yapı 

Şekil 4. Daunorubisin’ in yapısı 

   

 
                             Kimyasal yapı                                              3D yapı     

Şekil 5. Epirubisin’ in yapısı (Epirubisin doksorubisinin 4 epimeridir) 
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                         Kimyasal yapı                                                 3D yapı 

Şekil 6.  İdarubisin’in yapısı  

İlk antrasiklin örneği Streptomyces peucetius bakterisinden türetilen Daunorubisindir. 

DOX daunorubisinden daha etkili olup daunorubisinden daha sonra üretilmiştir. DOX’un 

meydana gelmesi Daunorubisin molekülündeki 14. karbonun hidroksil grubu almasıyla 

gerçekleşmektedir (Hardman et al.2001). DOX; en çok kullanılan antrasiklin grubu üyesi olup 

daunorubisin ve epirubisine kimyasal yapısı bakımından benzerlik göstermektedir. 

Doksorubisin 

Doksorubisin tanımı ve yan etkileri 

Antineoplastik ajanlardan biri olan ve Hidroksidaunorubisin olarak bilinen DOX, 

Streptomyces peucetius tarafından üretilen ikinci metabolit olup lipofilik özelliğe sahiptir 

(Cullu et al. 2003; Warpe et al. 2015). Bu bileşiğin tarihi, Farmitalia adındaki İtalyan 

araştırma şirketinin toprak mikroplarından üretilen antikanser bileşikleri bulma girişimiyle 

yaklaşık 1950’li yıllara dayanmaktadır (Dudka et al. 2005). 

Doksorubusin, C27H29NO11 kimyasal formülüne sahiptir. Bu bileşik, şiddetli lösemiler, 

lenfomalar ve solid organ tümörleri dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerinin tedavisinde 

yaygın olarak kullanılan güçlü ve geniş spektrumlu bir ilaç olup hücresel onarım sürecini 

bozmaktadır (Shabalala et al. 2017; Gewitz, 1999; Minotti et al. 2004; Mross, 1991; Sayed-

Ahmed et al. 2010). Böylece reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretiminde artışa sebep olarak 

oksidatif stresi tetikler ve DNA hasarına yol açar (McGowan et al. 2017). Ayrıca DOX 

kullanımının dalak kasılmasına da yol açtığı bildirilmiştir. Tüm bunlar hasta sağlığını ve 

yaşam kalitesini önemli ölçüde etkileyebilecek istenmeyen yan etkilere sebep olduğu ve 

kusurlu immünometabolizmayı ve geri dönüşü olmayan makrofaj toksisitesini tetikleyerek 

enflamasyon-rezolüsyon sistemini bozduğu da tespit edilmiştir (Jadapalli et al. 2018). 

Kemoteropötik ilaçların kullanımında karşılaşılan en büyük sorun toksisitedir. Bu 

yüzden verilen ilaçların toksistesi hakkında bilgi sahibi olunmalı ve izlenim yapılmalıdır 

(Hilmer et al. 2004). Ancak DOX ölümcül sonuçlara sebep olan kanser hastalarına faydalı 
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olması nedeniyle karşılaşılan toksisitenin ve diğer sorunların önemini azaltmaktadır (Kayaalp, 

2002). DOX’un sebep olduğu yan etkilerin bazıları Şekil 7’de gösterilmiştir ve DOX’a en 

fazla maruz kalan organlar böbrekler ve karaciğer olduğu için DOX kaynaklı en yaygın yan 

etkiler hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir (Park et al. 2012). DOX uygulaması sonucunda 

hastaların çoğunda alopesiye (saçkıran), flushinge (kızarıklık) ve tırnak üzerinde 

hiperpigmentasyona veya bantlaşmaya sebebiyet verebilir (Tacar et al. 2013). Doz ayarlaması 

kemik iliği supresyonu için oldukça öneme sahiptir (Bhinge et al. 2012). Ayrıca anemi ve 

trombositopeni de meydana gelebilir (Hilmer et al. 2004). Gastrointestinal mukozit ve 

stomatit (aftöz ülser) geri dönüşümü olan yan etkiler arasında yer almaktadır (Jayakaran, 

2014). DOX tedavisinin ardından gonadlarda baskılanma, oligospermi, azospermi, amenore 

(adet düzensizliği), bulantı, diyare (ishal) ve anoreksiya (yeme bozukluğu) görülmektedir. 

Ayrıca kolonda da ülser veya nekroz meydana gelebileceği gözlemlenmiştir (Kesik ve ark. 

2010; Gangadharan et al. 2017). 

 

Şekil 7. Doksorubisin’in çeşitli yan etkileri (Goodman and JG 2001; Hajra et al. 2018) 

Doksorubisin etki mekanizması 

DNA baz çiftleriyle interkalasyon yaptığı, DNA ile ilişkili enzimlere bağlandığı ve bir 

dizi sitotoksik etki oluşturmak için çoklu moleküler yolakları hedeflediği bilinen DOX’un etki 

mekanizması (Şekil 8) oldukça karmaşıktır ve tam olarak çözüme kavuşmamıştır (Tacar et al. 

2013). 
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Şekil 8. Doksorubisin’in etki mekanizması (Yang et al. 2014’ten düzenlenmiştir) 
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Dalak 

İnsan vücudundaki en büyük lenfoid organ dalaktır. Kırmızı, beyaz pulpalardan ve 

marjinal bölgeden meydana gelmektedir. Kırmızı pulpa ise dalak sinüsü ve dalak sinüslerinin 

arasında bulunan dalak kordonundan oluşur (Schmidt et al. 1988). İnsan dalağı vücudun sol 

tarafında, mide ile diyafram arasında uzanan sekizinci ila on birinci kaburgaların altında yer 

alır ve kabaca üçgen şeklinde uzun bir organdır. Yetişkinlerde bir çocuğun yumruğu 

büyüklüğüne ve 80-120 g ağırlığına sahiptir. Kadınlarda erkeklere oranla biraz daha büyüklük 

gösterir. Ortalama 13 ila 15 cm (5 ila 6 inç) uzunluğunda, 8 ila 10 cm (3 ila 4 inç) genişliğinde 

ve 4 cm (1,5 inç) kalınlığına sahiptir (Gray, 1977). Sıçanlarda bulunan dalağın ağırlığı 

yaklaşık olarak %0,2 olup dalağın en önemli işlevi, kanı vücutta zarar görmüş olan eski ve 

yabancı parçacıklardan temizlemektir ve insanlarda bulunan dalağın işleviyle benzer özellik 

göstermektedir. 

Dalak anatomisine ve bir yetişkinin dalağının kaba görüntüsüne ait görsellere Şekil 9 

ve Şekil 10’da yer verilmiştir. Elastik liflere, yoğun fibröz dokuya ve düz kasa sahip olan 

dalak kapsül ile çevrili bir halde bulunarak dolaşımdaki ve kan havuzunda bulunan yabancı 

cisimleri ve kırmızı kan hücresi atıklarını işleyen bir filtrasyon aparatı görevini üstlenir. 

Ayrıca dalağa vücuttaki lenfositlerinin neredeyse dörtte birini içine alan en büyük ikincil 

lenfoid organ denilebilir (Kuper et al. 2002;  Nolte et al. 2002; Balogh et al. 2004). 

 

Şekil 9.  Dalak anatomisi (Encyolopedia Britanica, 2005 ) 
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Şekil 10. Bir yetişkinin dalağının kaba görüntüsü (Zhang et al. 2020) 

Tannik Asit 

Araştırılan bitki bileşenlerinden olan Tannik asit (TA); alkaloitlere, amino asitlere, 

proteinlere ve çeşitli organik bileşiklere bağlanma ve çöktürme özelliklerine sahip olup 

özellikle yeşil çayda yaygın olarak bulunmaktadır (Kris-Etherton et al. 2002). Bu bileşik, 

suda çözünür hidrolize edilebilir tanenler grubunun bir formudur ve toksik olmayan çapraz 

bağlayıcı bir ajan olup antioksidan özelliğe sahiptir (Salminen and Karonen 2011). Ayrıca 

proliferasyonu inhibe etme, daha yüksek bir apoptotik hızı indükleme ve farklı kanserlerin 

metastazını yavaşlatma gibi çeşitli mekanizmalara sahiptir. Tanenler polifenol türüne ait 

örnek olup gıdalarda katkı maddesi olarak da kullanılmaktadır. (Lopes et al. 1999). 

Hurma, fasulye, kahve, çilek, çikolata, kırmızı şarap, kuru üzüm, ıspanak, üzüm, çay 

ve muz dahil olmak üzere çeşitli baklagiller, tahıllar, otlar, bitkisel içeceklerde ve meyvelerde 

bulunur (Chung et al. 1998b; Wu et al. 2004). Aslında tanenler temelde fiziksel olarak 

bitkilerin yüzey mumlarında veya vakuollerinde bulunur. Yapılan çeşitli çalışmalarda TA’nın 

güçlü anti-inflamatuar (Soyocak et al. 2019), anti-bakteriyel, anti-oksidatif (Gulcin et al. 

2010), anti-apoptotik (Nie et al. 2016), anti-mutajenik ve anti-kanserojenik (Ren et al. 2019) 

özelliklere sahip olduğu ortaya çıkmıştır (Hussain et al. 2016). Ayrıca yapılan çalışmalarda 

TA'nın DOX’un anti-kanser aktivitesinde arttırıcı, MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinin 

canlılıklarında azaltıcı ve meme tümörlerinde p53 ekspresyonunda arttırıcı etkileri 

gözlemlenmiştir (Naus et al. 2007; Tikoo et al. 2011). Farelerde TA’nın, polisiklik aromatik 

hidrokarbon karsinojenler tarafından indüklenen akciğer, deri ve ön mide tümörlerini inhibe 

ettiği görülmüştür (Khan et al. 1998; Vance et al. 1989). 

TA’nın kimyasal yapısı Şekil 11’de gösterildiği gibi iki gallik asit molekülü ile beş 

hidroksil parçasının hepsinde esterlenmiş olan bir merkez, ve glikoz molekülünden oluşan bir 

deka-galloil glikozdur. 



 

12 

 

Şekil 11. Tannik asitin kimyasal yapısı (Zhang et al. 2017) 

Tarihsel sürecine bakıldığında zehirleri emmek amacıyla panzehir olarak kullanılmış 

olup günümüzde ise döküntüleri tedavi etmek, serum lipit seviyesini düşürmek, meydana 

gelen kanamayı durdurmak, herhangi bir ağrı oluştuğunda ağrıyı hafifletmek, kan basıncını 

düşürmek, kan pıhtılaşmasını hızlandırmak veya karaciğer nekrozu üretmek amaçlarıyla 

kullanılmaktadır (Chung et al. 1998). 

Ayrıca hidrojen bağı oluşturma, hidrofobik etkileşim ve elektrostatik etkileşim kurma 

özelliklerine de sahip olan TA; albümin, kolajen, jelatin gibi biyomakromoleküller ile 

doğrudan etkileşimde olup çeşitli hayvan hücreleriyle yapılan deneylerde kanser önleyici 

olarak kullanıldığı görülmüştür (Nepka et al. 1999;  Sahiner et al. 2017). 

Farelerde, koyunlarda, sıçanlarda ve tavuklarda TA’nın etkisi araştırılmış olup % 60' 

ından fazlasının oral alımdan sonra bozulmadığını, fakat bir kısmının bağırsakta bulunan 

bakteriyel tannaz enzimiyle gallik aside hidroliz edildiği görülmüştür (Potter et al. 1968; Zhu 

et al. 1992;  Terrill et al. 1994;  Bravo et al. 1994;  Nakamura et al. 2003). Bunun yanında 

TA’nın lipid oksidasyonunu baskıladığını bunu da radikalleri temizleyerek yaptığı 

görülmüştür (Maqsood et al. 2011). 

İnflamasyon ve Kaynakları 

İnflamasyon, vücudun tahriş edici maddeler, hasarlı hücreler, patojenler gibi zarar 

veren uyaranlara karşı meydana getirdiği kompleks bir biyolojik yanıttır (Anonymous 2016). 

Çeşitli inflamasyon kaynakları bulunmaktadır. 
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Bunlardan bazıları (Reuter et al. 2010); 

● Mikrobiyal ve viral enfeksiyonlar,  

● Radyasyona ve toksik kimyasallara maruz kalma,  

● Otoimmün ve kronik hastalıklar;  

● Obezite,  

● Alkol tüketimi,  

● Tütün kullanımı  

● Yüksek kalori diyet faktörleridir. 

İnflamasyon endojen ve eksojen uyaranlara karşı vücudun gösterdiği tepkidir 

(Anonymous 2016). İnflamasyon kaynakları Şekil 12’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 12. İnflamasyon kaynakları (Medzhitov, 2008) 

İnflamasyon akut ve kronik olmak üzere iki evreden meydana gelmektedir. Akut 

inflamasyon; inflamasyonun başlangıç evresi olup aynı zamanda immün sistemin aktivasyonu 

ile bağlantılıdır. Ayrıca akut inflamasyon kısa sürelidir ve konakçı için de yararlıdır. Eğer 

inflamasyon uzun süreli olarak devam ederse kronik inflamasyon meydana gelir ve sonuçta 

diyabet, kanser, nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklara olan yatkınlığı artırır (Reuter 

et al. 2010). 

Reaktif Oksijen Türleri (ROS) ve Antioksidan Savunma Sistemleri 

Reaktif oksijen türleri (ROS) organizmaların fizyolojisinde çeşitli rollere sahip serbest 

radikallerdir (Wojtovich et al. 2012). Bunlar; Süperoksit (O2
-), Hidroksil (OH-), Peroksil 

(ROO-) ve Hidrojen peroksit (H2O2) gibi radikallerdir. 
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Serbest radikaller ikincil sinyal molekülleri olup iyon kanalları ve taşıyıcıları, 

aktivasyon protein-1 (Amstad et al. 1992), guanil siklaz (Palmer et al. 1987), NF-κB (Schreck 

et al. 1991), kinaz, proteaz metabolik enzimler, G protein reseptörleri, GTPaz, fosfataz, 

translasyon regülatörleri, hücre döngüsü kontrol faktörleri, histon deasetilaz ve DNA 

metilaz’ın kontrolü için sinyal iletirler (Reth, 2002). Reaktif oksijen türlerinin temel kaynağı 

mitokondri olup, mitokondriyal solunum esnasında oksijenin eksik indirgenmesiyle 

süperoksit radikali meydana gelir (Turrens, 2003). 

Süperoksit radikali; nitrik oksit sentetaz, NADPH oksidazlar ve ksantin oksidaz 

tarafından da meydana getirilir (Nathan and Ding 2010) ve süperoksit dismutaz enzimi 

katalizörlüğünde reaktifliği daha az olan hidrojen peroksit’e dönüştürülür. Meydana gelen 

hidrojen peroksit ise metal iyonlarının varlığında fenton/haber-weiss reaksiyonları aracılığı ile 

reaktifliği daha fazla olan hidroksil radikaline dönüşür (Imai and Nakagawa 2003). 

Fazla miktarlarda üretilen ROS’lar sahip oldukları yüksek aktivitelerden dolayı 

organizmalarda mutajenik, karsinojenik, toksik etkilere ve oksidatif strese neden olabilir 

(Adwas et al. 2019). Reaktif oksijen türleri proteinler, genetik materyal ve lipitler gibi makro 

molekülleri hedef almaktadır. Hedef olarak alınan lipitlerin peroksidasyona uğraması sonucu 

meydana gelen MDA, oksidatif stresin yani lipitlerin biyobelirtecidir (Tsikas, 2017). Serbest 

radikal zincir reaksiyonu makro moleküller ile çiftlenmemiş elektronların reaksiyona 

girmesiyle gerçekleşir. Organizmalar oksidatif stresin sebep olduğu zararlı etkileri ortadan 

kaldırmak için yapılarında antioksidan savunma sistemi bulundurlar (Birben et al. 2012) ve 

bunların zararlı etkilerine karşı organizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan savunma 

sistemlerine sahiptirler (Nathan and Cunningham-Bussel 2013; Rahal et al. 2014). Bu 

savunma sistemlerine Şekil 13’te yer verilmiştir. 
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Şekil 13. Enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri 

Ayrıca ROS’ların üretiminin çeşitli aktivatörleri ve inhibitörleri vardır. Bu aktivatörler 

ve inhibitörler Şekil 14’te verilmştir. 

 

Şekil 14. Reaktif oksijen türlerinin üretiminin çeşitli aktivatörleri ve inhibitörleri 

Glutatyon (GSH) 

Glisin, glutamin ve sistein amino asitlerinden meydana gelen düşük molekül kütleli 

tiyol bileşiğine glutatyon denir (Meister and Anderson 1984). GSH; glutatyon sentetaz ve α-

glutamil-sistein sentetaz enzimlerinin katalizörlüğünde iki aşamada elde edilir (Griffith, 
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1999). GSH yapısında bulunan tiyol grupları sayesinde detoksifikasyon, eksojen ve endojen 

bileşiklerin antioksidasyonunda önemli role sahiptir (Luberda, 2005). Ayrıca biyolojik 

membranları lipid peroksidasyonuna karşı enzimatik olarak korumaktadır (Di Mascio et al. 

1991). Okside glutatyonun meydana gelmesi γ-glutamilsistein ile glisin arasında bulunana 

peptit bağının katalizlenmesiyle gerçekleşir (Oestreicher & Morgan, 2019). Okside 

glutatyonun molekül yapısına Şekil 15’de yer verilmiştir. 

 

Şekil 15. İndirgenmiş glutatyonun (GSH) molekül yapısı 

Oksidatif stres boyunca reaktif oksijen türlerine elektron vererek hücreyi oksidatif 

strese karşı koruyan GSH, rubuloz-5-fosfat sentezi için gerekli olan NADP+’nın oluşmasına 

katkı sağlayarak DNA sentezine (Thelander and Reichard 1979) ve hücre apoptozis sırasında 

seviyesini düşürerek hücrenin apoptosiz olmasına yardım eder (Franco et al. 2007). Ayrıca 

GSH hücre içerisinde birçok zararlı oksidanlarla reaksiyona girebilmektedir (Larson, 1988). 

GSH’ın DNA sentezindeki ve antioksidan savunma sistemindeki reaksiyonlarına Şekil 16’da 

yer verilmiştir. 

 

Şekil 16. Glutatyon’un DNA sentezindeki ve antioksidan savunma sistemindeki reaksiyonları 
(Pallardó et al. 2009). 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Ökaryotik organizmalarda hücre solunumunda elde edilen süperoksit radikalinin 

toksik etkilerine karşı hücreyi koruyabilen antioksidan savunma sisteminin ilk hattı olan 

süperoksit dismutaz enzimi (SOD); süperoksiti detoksifiye etme özelliğine sahip tek ve çok 



 

17 

etkili enzimdir (Fridovich, 1978). SOD koruyucu özelliğe sahiptir ve bu özelliği radikallerin 

temizlenmesinde sitokrom sisteminin yetersiz kalması sonucu ortaya çıkmasıyla kendini 

göstermektedir (Çolak, 2011). Ökaryotik hücrelerde üç tip süperoksit dismutaz bulunur ve her 

biri farklı genler tarafından kodlanır (Choi et al. 2012). Bunlar; 

●  Mn koenzimine sahip olan Mitokondriyal süperoksit dismutaz; tetramer yapıda ve 

80 kDa molekül kütlesindedir. 

●  Cu/Zn koenzimlerine sahip olan sitozolik süperoksit dismutaz; dimer yapıda ve 32 

kDa molekül kütlesindedir. 

● Cu/Zn koenzimlerine sahip olan Ekstraselüler süperoksit dismutaz; tetramer 

yapıdadır (Yost and Fridovich 1973; Huang et al. 2012). 

Ökaryotik hücrelerde SOD; süperoksiti, glutatyon, katalaz, peroksidaz ve 

peroksiredoksin tarafından suya detoksifiye edilen hidrojen peroksit’e dönüştüren reaksiyonu 

katalizleyerek (Şekil 17) radikallerin etkilerini azaltır (Mates, 2000). 

 

Şekil 17. Süperoksit dismutaz enziminin katalizlediği reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013; 
Che et al. 2016) 

Katalaz (CAT) 

İlk kez 1818’de hidrojen peroksitin keşfedilmesiyle fark edilen katalaz (CAT), 4 alt 

gruba sahip olup, her alt gruplarında ise NADPH ve hem grubu bulundurur. Bulundurduğu 

hem grubundan dolayı hemoprotein olarak da adlandırılır (Smith, 1983). Ayrıca CAT tetramer 

yapıda olup (Areekul and Boonme 1986) hayvan ve bitkiler dahil olmak üzere oksijeni 

kullanan bütün canlıların hücrelerinde yer alır ve hidrojen peroksitin su ve oksijene 

dönüşümünü katalizler (Şekil 18) ve böylece hücreyi oksidatif strese karşı korur (Chelikani et 

al. 2004). Ayrıca CAT çeşitli nörodejeneratif hastalıklarda oluşan oksidatif stresin 

engellenmesinde önemli role sahiptir (Goh et al. 2011). 

 

Şekil 18. Katalaz enziminin katalizlediği reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013; Tehrani and 
Moosavi-Movahedi 2018) 
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Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

Aerobik organizmalarda hidroperoksitlerin indirgenme reaksiyonunu katalizleyen GPx 

oksidatif strese karşı savunma mekanizmasında önemli rol oynamaktadır ve proteinleri 5 

sınıfa ayrılır (Chu, 1994). Bunlar; 

GPx1; İlk olarak Mills tarafından 1957 yılında tanımlanmıştır ve kırmızı kan 

hücrelerinin sitoplazmasında yüksek miktarda üretilir. Ayrıca GPx1 hücreleri oksidasyona 

bağlı meydana gelen hemolize karşı korur (Imai and Nakagawa 2003; Drevet 2006). 

GPx2; gastrointestinal hücrelerin sitoplazmasında bulunur. 

GPx3; plazmada bulunur ve ekstrasellüler GPx ya da plazma GPx olarak isimlendirilir 

(Takahashi et al. 1990). 

GPx4; memelilerin kalp, testis ve beyin hücrelerinde ifade edilir ve fosfolipit 

hidroperoksit glutatyon peroksidaz olarak isimlendirilir (Duan et al. 1988). 

GPx5; yalnızca memelilerin kauda epididimisinde ifade edilir ve Epididimal GPx 

olarak da adlandırılır ve GSH’ı GSSG’ye oksitleyerek hidrojen peroksidin suya dönüşümünü 

katalizlemektedir (Ghyselinck et al. 1993). 

Hidrojen peroksitin, GSH yardımıyla indirgenmesi sonucu su ve glutatyon disülfid 

(GSSG) meydana gelir (Şekil 19) (Bhabak and Mugesh 2010). 

 

Şekil 19. Glutatyon peroksidaz enziminin katalizlediği reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013) 

Glutatyon S-Transferaz (GST) 

Yaklaşık 25 kDa molekül kütlesine sahip alt birimlerden oluşan GST; sentetik 

ksanobiyotikleri, oksidatif stres sonucu elde edilen hidroksialkenleri, endojen lipitleri ve DNA 

hiperoksitlerini substrat olarak kullanabilmekte ve hücrede biyomoleküllere zarar 

verebilmektedir (Berhane et al. 1994). GST’nin lipid peroksitlerini hedef alabilme özelliği 

sayesinde antioksidan sistemde rolü olduğu görülmüştür (Josephy, 2010). Mitokondriyel 

GST, membran-bağımlı mikrozomal GST ve sitozolik GST adında üç temel GST ailesi 

mevcuttur (Birben vd. 2012). 
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Malondialdehit (MDA) 

Lipit peroksidasyonunun son ürünü olan MDA, serbest oksijen radikal tepkimeleri 

sonucu meydana gelir ve oldukça reaktif ürün özelliği gösterir (Otteneder et al. 2003). 

Hücrelerdeki membranlar ve çeşitli organeller yapılarında doymamış yağ asitleri 

bulundururlar. Yağ asitlerinin yapılarında yer alan çift bağlara oksijen bağlanır ve ROS’ların 

üretimi gerçekleşir. Üretilen ROS’lar hücre membranında yer alan doymamış yağ asitlerinin 

çeşitli ürünlere (MDA, Nitrit oksit, etan, alkol gibi) yıkılmasına sebep olarak oksidatif hasarı 

oluşturur (Serarslan ve ark. 2007). 
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MATERYAL VE METOT 

Kullanılan Cihazlar 

Çalışmada kullanılan cihazlar Tablo 1‘de verilmiştir. 

Tablo 1. Tez Dahilinde Kullanılan Cihazlar 

Cihaz Adı Marka 

Blotlama (Semidry Blotter) Cihazı Bio-Rad 

Buzdolabı (+4°C) Uğur 

Çeker Ocak Space Series Fume Cupboard 

Derin Dondurucu (-20°C) Vestel FT 280, Siemens 

Derin Dondurucu (-86°C) New Brunwick Premium U410 

Distile Su (dH2O) Üretme Cihazı mp MINI Pure 

Elektroforez (Dikey) Cihazı Bio-Rad 

Elektroforez (Yatay) Cihazı Bio-Rad 

Fusion FX Görüntüleme Cihazı Vilber Lourmat 

Güç Kaynağı Thermo EC 135-90 

Hassas Terazi Denver Instrument 

Homojenizatör Benchmark Scientific  

Isıtıcı Bloğu Lab Line 

Kesim Aletleri Fine Science Tools 

Kar Üretme Cihazı Scotsman 

Magnetik Karıştırıcı Wisd WiseStir MSH-20A 

Mikrodalga Fırın Beko MD 1500 

Mikropipet Takımı Eppendorf 

Mini Santrifüj Aosheng 40 

Nanodrop Thermo Scientific Multiscan GO 

Otoklav HMC Hıirayama 

PCR Bio-Rad C1000 Thermal Cycler 

pH Metre Mettler Toledo 

Real-Time PCR Qiagen 

Soğutmalı Santrifüjler Hettich Mikro 220R 

UV-VIS Spektrofotometre Beckman Coulter 

Vorteks Wisd WiseMix VM-10 

Çalkalamalı su banyosu Memmert 

Kullanılan Kimayasal Malzemeler 

Çalışmada kullanılan kimyasal malzemeler Tablo 2‘de verilmiştir. 
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 Tablo 2. Tez Dahilinde Kullanılan Kimyasal Mazlemeler 

Kimyasallar Marka 

Agaroz Sigma 

Etanol Sigma 

Etidyum bromür Sigma 

Hidrojen peroksit Sigma 

Hidroklorik asit  E. Merck AG 

İndirgenmiş glutatyon Sigma 

Kalsiyum karbonat Sigma 

Ksantin Sigma 

Ksantin oksidaz Sigma 

Potasyum fosfat E. Merck AG 

Lysis Reagent EcoTech 

Reverse Transcriptase Buffer Bio-Rad 

RNas OUT Thermo Scientefic 

Sığır serum albümin Sigma 

Sodyum hidroksit Riedel de Haen 

5X iScript Reaksiyon karışımı Bio-Rad 

iScript Ters transkriptaz Bio-Rad 

Nükleaz free-su Bio-Rad 

Wash Buffer 1-2 EcoTech 

CDNB EcoTech 

Elusyon Buffer EcoTech 

50X TAE  Thermo Scientefic 

6X DNA loading dye Thermo Scientefic 

DNA ladder Thermo Scientefic 

SYBR Green Bio-Rad 

EDTA Sigma 

DTT Sigma 

NBT Sigma 

Sodyum karbonat Sigma 

Amonyum sülfat Sigma 

Sodyum fosfat Sigma 

GR enzimi Sigma 

GSH Sigma 

NADPH Sigma 

Potasyum hidroksit Sigma 

Trizma  Sigma 

Asetik asit Sigma 

Metanol Sigma 

SDS Sigma 

TBA Sigma 

TritonX-100 Sigma 
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Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

1. 1X TAE solüsyonu: 245 mL saf su içerisine 5 mL 50X TAE eklendi. 

2. 0,3 mmol/L Ksantin: 9,31 mg ksantin 200 mL saf suda karıştırıldı ve 0,1 N 

NaOH’den iki damla damlatılarak çözünmesi sağlandı. 

3. 150 μmol/L nitroblue tetrazolium (NBT) çözeltisi: 12,30 mg NBT alındı ve toplam 

hacim 100 mL olacak şekilde saf su alınarak çözünmesi sağlandı. 

4. 400 mmol/L sodyum karbonat (Na2CO3) çözeltisi: 4,00 g Na2CO3 alındı ve toplam 

hacim 100 mL olacak şekilde saf su alınarak çözünmesi sağlandı. 

5. 1g/L Sığır Serum Albümin (BSA): 25 mg BSA alındı ve toplam hacim 25 mL 

olacak şekilde saf su alınarak çözünmesi sağlandı. 

6. 0,167 U/mL ksantin oksidaz: stok ksantik oksidaz çözeltisi içerisinden alınarak 2 

M (NH4)2SO4 çözeltisi ile seyreltme yapıldı. 

7. 2M Amonyum sülfat çözeltisi: 2,64 g ((NH4)2SO4)  alındı ve toplam hacim 10 mL 

olacak şekilde saf su alınarak çözünmesi sağlandı. 

8. 0,8 mM Bakır klorür (CuCl2.2H2O) çözeltisi: 13,64 mg CuCl2.2H2O alındı ve 

toplam hacim 100 mL olacak şekilde saf su alınarak çözünmesi sağlandı. 

9. 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 7,4): 6,81 g KH2PO4 alınarak suda 

çözünmesi sağlandıktan sonra 1N NaOH ile pH’sı 7,4’e ayarlanarak toplam hacim 

saf su ile 1 L’ye tamamlandı. 

10. 30 mM Hidrojen peroksit (H2O2):  %30’luk H2O2 den 0,34 mL alındı ve fosfat 

tamponu yardımıyla 100 mL’ye tamamlandı. 

11. 100 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 7,5): 13,62 g KH2PO4 alınarak suda 

çözünmesi sağlandıktan sonra 1N NaOH ile pH’sı 7,5 olarak ayarlanarak toplam 

hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandı. 

12. 50 mM Tris-HCl (pH: 8,0): 0,60 g tris tartılarak yaklaşık 80 mL saf suda 

çözünmesi sağlandı. 1 M HCl ile pH’sı 8,0’e ayarlandı. Ardından toplam hacim saf 

su ile 100 mL'ye tamamlandı. 

13. 2 mM NADP+ : 7,63 mg NADP+ tartılarak bir miktar saf suda çözünmesi sağlandı. 

Sonra toplam hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandı. 

14. 2 mM NADPH: 8,33 mg NADPH tartılarak bir miktar saf suda çözünmesi 

sağlandı. Daha sonra toplam hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandı. 

15. 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH: 6,5): 1,36 g KH2PO4 alınarak yaklaşık 80 

mL saf suda çözünmesi sağlandı. pH’sı 6,5 olarak ayarlandı ve toplam hacim saf 

su ile 100 mL’ye tamamlandı. 
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16. 20 mM indirgenmiş glutatyon (GSH): 30,73 mg GSH alınarak saf suda çözünmesi 

sağlandı ve toplam hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandı. 

17. 25 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB): 50,65 mg CDNB alınarak yaklaşık 8 

mL etil alkolde çözünmesi sağlandı ve sonrasında toplam hacmi etil alkol ile 10 

mL’ye tamamlandı. 

18. 1 M Tris-HCl (pH: 8,0): 12,11 g tris alınarak yaklaşık 80 mL saf suda çözünmesi 

sağlandı. HCl ile pH’sı 8,0 olarak ayarlandı. Ardından toplam hacmi saf su ile 100 

mL’ye tamamlandı. 

19. 7 mM t-bütil hidroperoksit: 5 M’lık Stok t-bütil hidroperoksit çözeltisinden 0,14 

mL alınarak toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

20. Coommassie Brillant Blue çözeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250 

reaktifi 50 mL %95’lik etanolde çözdürülerek çözeltiye %95’lik 100 mL fosforik 

asit eklendi. Saf su ile çözeltinin toplam hacmi 1000 mL’ye tamamladı ve elde 

edilen çözelti karanlık ortamda saklandı. 

Sıçanların bakımı ve çalışma planı 

Çalışmada kullanılacak olacak olan canlıların (Rattus norvegicus, n=20, 180±20 g, 

erkek) bakımı ve deneysel uygulamaları Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu (AÜHADYEK)’ndan alınan Etik Kurul Onay Belgesi’ne (2019-16/252) uygun olarak 

Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araştırma Merkezi (ATADEM)’nde 

gerçekleştirilecektir. Sıçanlar standart ortam koşullarında (nem; %40-60, ışık; 12 saat 

karanlık/12 saat ışık, ısı; 20-22°C) muhafaza edilecektir. 

DOX uygulaması yapılacak olan 180±20 g ağırlığındaki sıçanlar (n=20, 9-10 haftalık, 

erkek Sprague Dawley) 12 saat ışık-12 saat karanlık döngüde, %40-60 nem ve oda 

sıcaklığında tutuldu. Üç uygulama grubu ve bir uygulama yapılmayan kontrol grubu olmak 

üzere toplam dört grup oluşturuldu. Çalışmada canlılara uygulanacak olan kümülatif DOX 

dozu literatürde belirtilen çalışmalar referans alınarak belirlendi (Desai ve ark., 2013; Ali ve 

ark., 2020; To ve ark., 2003; Indu ve ark., 2014) ve Şekil 20’de belirtilen uygulama protokolü 

gerçekleştirildi. 
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Şekil 20. DOX ve TA uygulama protokolü (DOX veya TA belirteci olmayan günlerde 
canlılara sadece su ve yem verildi) 

Kontrol grubundaki (n=5); canlılar deney boyunca normal düzeninde beslendi ve bu 

süre zarfında her gün serum fizyolojik enjekte (i.p) edildi. Enjeksiyondan kaynaklanan stres 

faktörünü bütün gruplarda eşitlemek amacıyla DOX grubuna DOX uygulanmayan günlerde 

serum fizyolojik (i.p) enjekte edildi. Son uygulamadan 24 saat sonra servikal dislokasyon 

yöntemi ile kesim yapıldı ve sıçanların tüm gruplarından alınan dalak dokularında antioksidan 

sistem unsurlarındaki (SOD, CAT, GST ve GPx) değişimler gen ve enzim düzeyinde 

incelendi. Ayrıca MDA ve GSH ölçümleri yapıldı. Ek olarak dalak dokularında Cox2, Alox5, 

Inos, IL-6, Tnf-α, Casp3 ve Bax genlerine ait mRNA ekspresyon seviyeleri qPCR yöntemi ile 

tespit edildi. Bu doğrultuda yapılan işlemler aşağıda belirtilmiştir. 

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

Doku homojenizasyonu 

● Dalak örnekleri 0,25 mg/ml olacak şekilde fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0) içine 

alındı. 

● Homojenizatör kullanılarak 20000 rpm hızda 30 sn süreyle homojenize edildi.  

● Elde edilen homojenatlar 4 °C’de 15000 rpm’de 45 dk santrifüj edildi.  

● Süpernatantlar enzim aktivitelerinin ölçümünde kullanıldı (Görözen, 2010). 
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Bradford yöntemiyle protein tayini 

Hazırladığımız homojenatın protein miktarı Bradford (1976) metoduna göre belirlendi. 

Bradford Yöntemi, Comassie Brilliant Blue G-250 boyasının protein ile oluşturduğu 

kompleksin 595 nm dalga boyundaki absorbansının ölçülmesi temeline dayanan yöntemdir. 

Sığır serum albümin ile farklı konsantrasyonlarda standart çözeltiler hazırlandı vortekslendi 

ve 10 dk karanlıkta inkübe edildi. Daha sonra standart çözeltilerin optik dansiteleri 595 nm 

dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüldü. Elde edilen sonuçlar ile standart eğri grafiği 

ve denklemi oluşturuldu. Homojenatlardaki protein miktarı Tablo 3’teki küvet içeriği ile 

belirlendi ve ölçümler her numune için 3 kez tekrarlandı. 

Tablo 3. Protein Tayini Deney Protokolü 

Stok çözeltiler                       Kontrol küvet (µl)  Standart küvet (µl)  

Commassie Brillant  

        Blue G-250 
4900           4900 

Saf Su 100              - 

Homojenat  -            100 

 

SOD aktivite ölçümü 

Sun et al. (1988) tarafından belirtilen protokole (Tablo 4) göre SOD aktivite tayini 

yapıldı. Süperoksit dismutaz enzimi solunum sırasında oluşan süperoksit radikalinin H2O2’e 

ve O2’e dönüşümünü katalizlemektedir. Absorbans değerleri kullanılarak enzim aktiviteleri 

aşağıda yer alan formül kullanılarak hesaplandı. 

 

Tablo 4. SOD Aktivite Deney Ptotokolü 

    Kör tüpü  Numune Tüpü 

Reaktif Karışımı 2450 µl ¤ 2450 µl 

Numune 500 µl  - 

Distile su -  - 500 µl 

Ksantin Oksidaz  50 µl  50 µl 

                     20 °C’de 25 dk inkübasyon 

CuCl2.2H2O 50 µl  50 µl 
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CAT aktivite ölçümü 

CAT aktivite tayini, Aebi (1984) tarafından belirtilen yönteme göre yapıldı. Ölçümler 

için Tablo 5’de verilen protokol takip edildi ve 240 nm’de 15’er sn aralıklarla 1 dk boyunca 

absorbans ölçümü yapıldı. Absorbans değerleri kullanılarak enzim aktiviteleri aşağıda verilen 

formüle göre hesaplandı. 

 

A = 240 nm’deki absorbans değeri 

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL) 

Vö = Örnek hacmi (mL) 

ε = H2O2’nin molar ekstinksiyon katsayısı (0.0396 cm2/μmol) 

t = Reaksiyon zamanı (dakika) 

Tablo 5. CAT Aktivite Deney Ptotokolü 

       Kör tüpü  Numune Tüpü 

Fosfat tamponu 1500 µl ¤ 1490 µl 

Hidrojen peroksit 1500 µl  1500 µl 

Numune -  - 10 µl 

GPx aktivite ölçümü 

GPx aktivite tayini, Beutler (1984) tarafından belirtilen yönteme göre yapıldı. 

Ölçümler için Tablo 6’da verilen protokol takip edildi. Kör olarak da saf su kullanıldı. 340 

nm’de 10 dakika süreyle her 5 dakikadaki absorbans değişiminin ölçümü yapıldı. Absorbans 

değerleri kullanılarak enzim aktiviteleri aşağıda verilen formüle göre hesaplandı. 

                         

ΔA= 340 nm’deki zamana bağlı absorbans farkı 

Vt= Toplam hacim 

t= Zaman 

Vö= Örnek hacim 

6.22= 1 cm’lik ışık yolunda 1 nmol NADPH’ın verdiği absorbans değeri 
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Tablo 6. Gpx Aktivite Deney Ptotokolü 

 Numune tüpü 

Saf su    660 µl 

Tris tamponu    100 µl 

GSH     20 µl 

GR    100 µl 

NADPH    100 µl 

Numune     10 µl 

t-butil hidroperoksit                           10 µl 

GST aktivite ölçümü 

GST enzim aktivitesi oda sıcaklığında Habig et al. (1974) metoduna göre yapıldı. GST 

aktivite ölçümü Tablo 7’de belirtilen miktarlardaki çözeltiler kullanılarak gerçekleştirildi. 

Örneklere ait spektrofotomerik ölçümler 3 dk süreyle 340 nm’de kuvarz küvetler kullanılarak 

yapıldı. Elde edilen bu değerler protein tayini sonuçları yardımı ile bir araya getirilerek 

spesifik aktivite (EU/mg) hesaplandı. 

Enzim Ünitesi/ml = (∆OD/ εxt) × (VT/ VE ) × SF 

ΔOD: 340 nm dalga boyundaki optik dansite değişimi 

ε: CDNB’nin molar ekstinksiyon katsayısı 

VT: Toplam küvet hacmi 

VE: Homojenat ya da enzim hacmi 

SF: Seyreltme faktörü 

t = Zaman 

Tablo 7. GST Aktivitesi Deney Protokolü 

Bileşenler  Kör (µl)     Numune (µl) 

Potasyum fosfat tamponu (1M) 200 200 

dH2O 730 729 

Homojenat - 1 

CDNB 20 20 

GSH 50 50 

Toplam 1000 1000 
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GSH aktivite ölçümü 

Sıçan dalak dokusunda GSH miktarı Ellman (1959) metodu ile hesaplandı. Bu 

metodun temelinde, bir ekivalent 5,5'- dityobis (2-nitrobenzoat)’un bir ekivalent tiyol grubu 

ile reaksiyonu sonucunda oluşan 2-nitro-5-tyobenzoat’ın 410 nm dalga boyundaki 

absorbansının ölçülmesi yer almaktadır. GSH aktivite ölçümü Tablo 8’de belirtilen 

miktarlardaki çözeltiler vortekslendi ve 5 dk inkübe edildi. Daha sonra 410 nm’de absorbans 

ölçümü yapıldı. Ölçümler her numune için 3 kez tekrarlandı. Sonuçlar standarda ait veriler 

kullanılarak hesaplandı. 

Tablo 8. GSH Aktivitesi Deney Protokolü 

Stok çözeltiler Kontrol (µl) Numune (µl) 

200mM KH2PO4/50mM EDTA 270 240 

6 mM DTNB 30 30 

Süpernatant (std. GSH) - 30 

 

 MDA ölçümü 

MDA ölçümü için Placer et al. (1966) tarafından modifiye edilen yöntem kullanıldı. 

Ölçümler için Tablo 9’da verilen protokol takip edildi.  Küvet içeriği 100°C’de 20 dk inkübe 

edilip soğutulmasını takiben 3.000 rpm’de 10 dk santrifüj edildi ve elde edilen üst faz 

absorbansları 532 nm’de ölçüldü (Renk ayıracı; 3:1 TCA-TBA solüsyonu, Standart; 

Tetraetoxipropan). Sonuçlar standarda ait veriler kullanılarak hesaplandı. 

Tablo 9.  MDA Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler ve Miktarları 

Bileşenler                       Kör (µl) Standart (µl) Örnek 

Örnek - - 0.25 

Standart - 0.25 - 

Serum fizyolojik 0.25 - - 

Ayıraç 0.25 0.25 0.25 

 

Primer Dizaynı 

Gen ekspresyon ölçümü yapılacak olan hedef genlere ait sekanslar 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ veritabanı kullanılarak elde edildi. Ardından bu genlere ait 

primerler http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ yardımıyla tasarlandı. Tasarlanan primerlere 

Tablo 10’da yer verilmiştir. 
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Tablo 10. Primerler  

           Gen              5′–3’ primer dizisi      Tm (°C) Erişim Numarası 

           Cox2 F: AACACACACAAGCACAATAGACG 60.15  

      M64496.1 R: GGAGGGAAGGGCGATTAG 59.61 

          Alox5 F: TGGCATCTAGGTGCAGTGTG  59.89   

(Jones et al. 2013) R: CCTCCAGGTTCTTGCGGAAT 60.10 

            IL-6 F: AGTTGCCTTCTTGGGACTGA 59.84  

    NM_012675.3 R: TACTGGTCTGTTGTGGGTGG 60.33 

           Tnf-α F: AGGAGGGAGAACAGCAACTC 59.45  

    NM_012675.3 R: TGTATGAGAGGGACGGAACC 59.93 

         Casp 3 F: AGGAGCAGTTTTGTGTGTGTG 59.79  

    NM_012922.2 R: AGTTTCGGCTTTCCAGTCAG 59.47 

             Bax F: AGGGTGGCTGGGAAGGC 59.92 (Behroozaghdam et 

al 2015) 
R: TGAGCGAGGCGGTGAGG 59.50 

             Sod F: GGTCCACGAGAAACAAGATGA 60.10   

     NM_017050.1 R: CAATCACACCACAAGCCAAG 60.15 

              Cat F: ACATGGTCTGGGACTTCTGG 59.96  

     NM_012520.2 R: CCATTCGCATTAACCAGCTT 60.10 

            Gpx F: TCGGACATCAGGAGAATGG 59.57      NM_030826.4 

R: AGGTAAAGAGCGGGTGAGC 59.44 

            Inos 
F: GGATATCTTCGGTGCGGTCTT 59.40 (Sartoretto et al.    

2019) 
R: CTGTAACTCTTCTGGGTGTCAGA 60.20 

          β-actin F: TGTGGATTGGTGGCTCTATC 60.17   (Kelm-Nelson et   

           al. 2016) R: AGAAAGGGTGTAAAACGCAG 60.20 

Real Time PCR Uygulamaları 

Dalak dokusundan total RNA izolasyonu 

Canlılardan alınan doku örneklerinden total RNA izole etmek için ticari kit (EcoPURE 

total RNA kit, EcoTech) kullanıldı ve üretici firmanın önerdiği protokol takip edildi. İzole 

edilen genetik materyale ait konsantrasyon ve saflık derecesi Nanodrop cihazı ile ölçüldü. 

RNA izolasyonu için aşağıdaki protokol takip edildi: 

1. 1.Dalak dokusundan 30 mg örnek alınıp üzerine 5 adet beats ve 400 µl Lizis Buffer 

eklendi. 

2. Homojenizatörde parçalama yapıldı. 
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3. Hücre kalıntısını peletlemek için oda sıcaklığında maksimum hızda 2 dakika 

santrijüf yapıldı. 

4. Süpernatant mikrosantrifüj tüpüne alındı. 

5. Süpernatantla aynı hacimde etanol eklendi ve 10 saniye vorteks yapıldı. 

6. Toplama tüplerine kolon yerleştirildi. 

7. 5. adımdaki karışım (süpernatant – etanol ) kolona eklenildi. 

8. Oda sıcaklığında maksimum hızda 30 saniye santrifüj yapıldı. 

9. Süzüntü döküldü, üzerine 400 µl Wash Buffer 1 eklendi ve 30 saniye santrifüj 

yapıldı. 

10. Süzüntü döküldü, üzerine 500 µl Wash Buffer 2 eklendi ve 30 saniye santrifüj 

yapıldı. 

11. Kolon santrifüj tüpüne yerleştirildi. 

12. Kolonun tam ortasına 40 µl Elusyon tampon eklendi ve oda sıcaklığında 1 dakika 

inkübe edildi. 

13. Maksimum hızda 30 saniye oda sıcaklığında santrifüj yapıldı. 

14. Elde edilen RNA -80 °C’ye bırakıldı. 

Total RNA’nın Agaroz Jel Elektroforezinde İncelenmesi 

Saflaştırılmış proteinlerin ve nükleik asitlerin molekül ağırlıkları, miktarları ve alt 

tiplerinin belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan jel elektroforezi moleküler bir yöntem 

olup poliakrilamid jellerin ve agarozun kullanıldığı elektroforez yöntemidir. Çalışma prensibi 

ise çözünmüş moleküllerin elektriksel bir alanda elektrik yüklerine göre göç etmelerine 

dayanır (Kocpinar, 2015). RNA örneklerinin agaroz jel elektroforezinde incelenmesi için 

aşağıdaki işlemler yapıldı.   

● 1.88 ml 20 x MOPS solüsyonu içerisine 0.3 g agaroz ve 28.5 ml ddH2O eklendi ve 

kaynatıldı. Daha sonra 37℃’ye kadar soğuması beklenildi. Ardından 6.68 µl 

formamid ve 5.5 µl Etidyum bromür eklendi ve jel donmaya bırakıldı. 

● 1 µl RNA ve 3.5 µl ddH2O üzerine 0.5 µl 20x MOPS solüsyonu eklendi. Daha 

sonra 5 µl formamid eklenerek 65℃’de 15dk inkübasyon gerçekleştirildi. 

Ardından agaroz jele 5-7’şer μl olacak şekilde yüklenen RNA örnekleri 80V 

(Volt)’da 30 dk boyunca yürütüldü ve yürütme işleminin ardından jelin görüntüsü 

alındı. 

İzole edilen nükleik asitlerin miktar tayininde spektrofotometrik yöntemler kullanılır. 

Absorbsiyon temeline dayanan bu yöntemde biyolojik bir kaynaktan saflaştırılan nükleik 



 

31 

asitlerdeki kontaminasyonu saptayarak miktar tayininin yapılması için 260 nm ve 280 nm 

dalga boylarında ölçüm yapılır. Elde edilen RNA örneklerinin spektroskopik ölçümü 

nanodrop ile yapılıp, konsantrasyonu ve saflığı belirlendi. 

Komplementer DNA (cDNA) sentezi 

cDNA sentez işlemi ticari kit (Tablo 11) (iScript cDNA sentez kiti; BIO-RAD) 

kullanılarak, üretici firmanın tavsiye ettiği protokole göre yapıldı.  Sentez işlemi bitirildikten 

sonra elde edilen ürünler qPCR aşamasında kullanılmak üzere -20°C’de saklandı. 

Tablo 11. cDNA Sentez Reaksiyonunun Bileşenleri 

Bileşenler  µL 

5X iScript Reaksiyon karışımı      4 

iScript Ters transkriptaz      1 

Nükleaz free-su   Değişken 

Kalıp RNA   Değişken 

Toplam hacim      20 

cDNA sentezi için aşağıdaki protokol takip edildi: 

1. RNA örnekleri buz üzerine alındı. Sonrasında 5X iScript Reaksiyon Karışımı, 

iScript Ters Transkriptaz ve Nuclease-free su kullanılmadan önce vorteks 

yardımıyla karıştırıldı. 

2. Steril PCR tüplerine sıralı bir şekilde uygun miktarlarda karışım hazırlanarak 

üzerlerine uygun miktarda izole edilen RNA’lar eklendi. 

3. cDNA sentezi için Tablo 12’de verilen protokol basamakları cihazda ayarlandı ve 

tüpler cihaza yerleştirilip reaksiyon başlatıldı. 

4. Reaksiyon sonlandırılıp tüpler cihazdan alındı ve sentezlenen cDNA’lar Real time 

PCR işlemlerinde kullanılmak üzere -20℃’de saklandı. 

Tablo 12. cDNA Sentez Reaksiyon Protokolü 

Reaksiyon Protokol   Zaman- Sıcaklık 

  Bağlanma      5 dakika 25℃ 

 Ters transkriptaz     20 dakika 46℃ 

 RT inaktivasyon     1 dakika 95℃ 

 Opsiyonel adım       4℃ bekleme 

 Reaksiyon Protokol      5 dakika 25℃ 
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Gen ekspresyon analizi 

Kantitatif gen ekspresyonunun belirlenmesi maksadıyla Real-Time PCR analizi 

yapıldı. Bu nedenle dokulardan izole edilmiş total RNA’dan revers transkriptaz enzimiyle 

hazırlanan cDNA’lar kullanıldı. Real-Time PCR reaksiyon karışımı ve Real-Time PCR 

reaksiyon şartları Tablo 13 ve Tablo 14’te verildi. 

SYBR Green kullanılarak genlerin (Cox2, Alox5, Inos, IL-6, Tnf-α, Casp3, Bax Sod, 

Cat, Gpx, β-actin) ekspresyon miktarları ölçüldü. 

Tablo 13. Real-Time PCR Reaksiyon Karışımı 

PCR reaksiyon karışım içeriği Miktar 

Master Mix 12,5 µl 

Forward Primer 0,25 µl 

Reverse Primer 0,25 µl 

Su 9,5 µl 

Cdna 2,5 µl 

Toplam 25 µl 

 

Tablo 14. Real-Time PCR Reaksiyon Şartları 

Sıcaklık Süre  Döngü Sayısı 

50 °C 2 dk    1 döngü 

95 °C 10 dk    1 döngü 

95 °C 10 sn    45 döngü 

60 °C         1 dk                   45 döngü 

Sonuçlar ΔCt metodu (Livak and Schmittgen 2001) kullanılarak değerlendirildi 

İstatistiksel Analiz 

Tüm deneyler 3 tekerrür olacak şekilde gerçekleştirildi Elde edilmiş olan verilere tek 

yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi uygulandı. Veri değerlendirmesi için 

GraphPad Prism version 5.00 paket programı (GraphPad Software, San Diego, USA) 

kullanıldı (nsp>0,05, *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p≤ 0,001, ****p≤ 0,0001). 
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ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

Dalak Dokusundan Saflaştırılan RNA’nın Nicel ve Nitel Analiz Sonuçları  

Total RNA jelde yürütüldüğünde 28S (veya 23S) ve 18S (veya 16S) rRNA bantları 

görülmektedir ve 18S rRNA bandı 28S rRNA bandının neredese yarısı kadar bir parlaklık 

oluşturması, 2:1 oranında toplam RNA’nın parçalanmadan elde edildiğinin en büyük 

kanıtıdır. 

Sıçan dalak dokusundan izole edilen RNA’nın jel görüntüsü ve konsantrasyon 

sonuçları Şekil 21 ve Tablo 15’te verilmiştir. 

 

Şekil 21. Sıçan dalak dokusundan izole edilen RNA’ya ait agaroz jel elektroforez görüntüsü 

Tablo 15. Sıçan Dalak Dokusundan İzole Edilen RNA’nın Konsantrasyonu 

          

Örnekler 

   Konsantrasyonlar    

            (ng/µl) 

       Saflık ( A260/280)  

K1       452 1,95  

K2       668 2,10  

K3       407 2,05  

T1       414 1,97  

T2       350 1,98  

T3       307 2,80  

D1       134 2,00  

D2       252 1,96  

D3       245 2,12  

DT1       201 1,95  

DT2       409 2,60  

DT3       299 1,95  

 (K: Kontrol,  TA: Tannik Asit, D: Doksorubisin DT: Doksorubisin + Tannik Asit) 
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Dalak Dokusunda Antioksidan Sistem Kantitatif Gen Ekspresyon Seviyeleri 

Sonuçlar göz önüne alındığında DOX uygulanan grupta Glutatyon peroksidaz (Gpx) 

mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede azalma 

olmuştur. DOX+TA (kombine grup)  uygulanan grupta da azalma meydana gelmiştir ancak 

bu azalma kontrol grubuna yakındır. TA uygulanan gruba bakıldığına ise oluşan azalma 

istatistiksel olarak anlamlı değildir. Gpx ekspresyon seviyeleri Şekil 22’de verilmiştir. 

 
Şekil 22. Kontrol ve sıçan uygulama gruplarına ait dalak dokularındaki Gpx mRNA 
ekspresyon seviyesi 

 

Elde edilen sonuçlara bakıldığında kontrol grubuna kıyasla, Süperoksit dismutaz (Sod) 

göreceli mRNA ifadesinde DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlı derecede 

azalma gözlenirken, TA ve DOX+TA uygulanan gruplarda anlamlı bir artış gözlemlenmedi. 

DOX ve DOX+TA uygulanan gruplar kendi aralarında kıyaslandığında ise anlamlı bir artış 

gözlemlendi Sod ekspresyon seviyeleri Şekil 23’te verilmiştir. 
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Şekil 23. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Sod mRNA 
ekspresyon seviyesi 

 

Katalaz (Cat) göreceli mRNA ifadesine bakıldığında kontrol grubuna kıyasla, DOX 

uygulanan grupta anlamlı derecede azalma meydana gelirken, TA ve DOX+TA uygulanan 

gruplarda istatistiksel olarak anlamlı bir değişim meydana gelmedi. DOX ve DOX+TA 

uygulanan gruplar kendi içinde karşılaştırıldığında ise kombine grupta görülen artış 

anlamlıdır. Cat mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 24’te verilmiştir. 

 
Şekil 24. Kontrol ve sıçan uygulama gruplarına ait dalak dokularındaki Cat mRNA 
ekspresyon seviyesi 
  

Glutatyon S-transferaz (Gst) mRNA ekspresyonu göz önüne alındığında kontrol 

grubuna kıyasla, DOX ve DOX+TA uygulanan gruplarda anlamlı derecede azalma 

gözlemlendi. TA uygulanan grupta ise anlamlı bir artış meydana gelmedi. DOX ve DOX+TA 

uygulanan gruplar kendi içlerinde kıyaslandığında kombine grupta meydana gelen artışın 
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istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür. Gst mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 25’de 

verilmiştir.       

 
Şekil 25. Kontrol ve sıçan uygulama gruplarına ait dalak dokularındaki Gst mRNA 
ekspresyon seviyesi 

Dalak Dokusunda Antioksidan Sistem Enzim Aktivite Sonuçları 

Elde edilen sonuçlardan yola çıkılarak kontrol grubuna kıyasla, Glutatyon peroksidaz 

(GPx) enzim aktivitesinde DOX uygulanan grupta anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. 

DOX+TA uygulanan grupta da anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir ancak DOX’a kıyasla 

daha az azalma meydana gelmiştir. TA uygulanan grupta ise oluşan azalma istatistiksel olarak 

anlamsızdır. GPx enzim aktivitelerine Şekil 26’da yer verilmiştir. 

 
Şekil 26. Kontrol ve sıçan uygulama gruplarına ait dalak dokularındaki GPx enzim spesifik 
aktivitesi 
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Süperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi sonuçlarına bakıldığında kontrol grubuna 

kıyasla, DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlı bir azalma meydana gelirken, TA 

uygulanan grupta anlamlı bir artış meydana gelmiştir. DOX+TA uygulan gruptaki değişim ise 

anlamsızdır. DOX ve DOX+TA uygulanan gruplar kendi aralarında karşılaştırıldığında 

kombine grupta anlamlı bir artış gözlemlenmiştir. SOD enzim aktivitelerine Şekil 27’de yer 

verilmiştir. 

 
Şekil 27. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki SOD enzim spesifik 
aktivitesi 

 

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinde kontrol grubuna kıyasla, DOX ve DOX+TA 

(kombine grup) uygulanan gruplarda anlamlı bir azalma görülmüştür. DOX+TA ve DOX 

uygulanan gruplar karşılaştırıldığında DOX’a kıyasla kombine grupta meydana gelen artış 

anlamlıdır. TA uygulanan grupta ise anlamlı bir değişim gözlemlenmemiştir. CAT enzim 

aktivitelerine Şekil 28’de yer verilmiştir. 

 
Şekil 28. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki CAT enzim spesifik 
aktivitesi 
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Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinde kontrol grubuna kıyasla, DOX 

uygulanan grupta meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamlıyken, DOX+TA 

uygulanan grupta meydana gelen azalma ve TA uygulanan grupta meydana gelen artış 

önemsizdir. Ancak DOX+TA ve DOX uygulanan gruplar karşılaştırıldığında DOX’a kıyasla 

kombine grupta meydana gelen artış anlamlıdır. GST enzim aktivitelerine Şekil 29’da yer 

verilmiştir. 

 
Şekil 29. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki GST enzim spesifik 
aktivitesi 

 

Dalak Dokusunda Glutatyon (GSH) ve Malondialdehit (MDA) Seviyeleri 

Elde edilen sonuçlara bakıldığında kontrol grubuna kıyasla, Glutatyon (GSH) 

seviyesinde DOX uygulanan grupta anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. TA uygulanan grupta 

meydana gelen artış ve DOX+TA uygulanan grupta oluşan azalış ise istatistiksel olarak 

önemsizdir. GSH seviyeleri Şekil 30’da gösterilmiştir. 
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Şekil 30. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki GSH seviyesi  
 

MDA konsantrasyonuna bakıldığında kontrol grubuna kıyasla, MDA seviyesinde DOX 

uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlı bir artış gözlemlenmiştir. TA uygulanan grupta 

meydana gelen artış ve DOX+TA uygulanan grupta ise önemli olmayan bir artış görülmüştür. 

DOX uygulanan gruba kıyasla kombine grupta meydana gelen azalma anlamlıdır. MDA 

konsantrasyonlarına Şekil 31'de yer verilmiştir. 

 
Şekil 31. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki MDA 
Konsantrasyonu 

Dalak Dokusunda Proinflamatuar Sitokinlerin Kantitatif Gen Ekspresyon Seviyeleri 

Elde edilen sonuçlardan yola çıkılarak kontrol grubuna kıyasla, İnterlökin-6 (Il-6) 

göreceli mRNA ekspresyon seviyesinde DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak meydana 

gelen artış anlamlıdır. Ancak TA ve DOX+TA uygulanan gruplarda meydana gelen azalma 

önemsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan gruplara kendi içinde kıyaslandığında ise 
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DOX+TA uygulanan grupta meydana gelen azalma anlamlıdır. IL-6 mRNA ekspresyon 

seviyeleri Şekil 32’de verilmiştir. 

 
Şekil 32. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki IL-6 ekspresyon 
seviyesi 

 

Sonuçlara bakıldığında kontrol grubuna kıyasla, Tümör nekroz faktör alfa (Tnfα) 

mRNA ekspresyon seviyesinde DOX ve DOX+TA uygulama yapılan gruplarda görülen artış 

anlamlıdır. Ancak DOX+TA uygulama yapılan grupta meydana gelen artış DOX kıyasla daha 

az olup kontrole daha yakındır. TA uygulama yapılan gruba bakıldığında ise görülen 

istatistiksel artma önemsizdir. Tnf-α mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 33’te gösterilmiştir. 

 
Şekil 33. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Tnfa ekspresyon 
seviyesi 
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Dalak Dokusunda Inos, Alox5 ve Cox2 Genlerinin Kantitatif Ekspresyon 

Seviyeleri 

Nitrit oksit sentetaz (Inos) mRNA ekspresyonu göz önüne alındığında kontrol grubuna 

kıyasla, DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamlı derecede artış görülmüştür. TA ve 

DOX+TA uygulanan gruplarda oluşan artış ise anlamlı değildir. DOX ve DOX+TA 

uygulanan gruplar kendi içlerinde kıyaslandığında kombine grupta görülen azalış anlamlı 

değildir. Inos mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 34’te gösterilmiştir. 

 
Şekil 34. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Inos mRNA 
ekspresyon seviyesi 

 

Araşidonat 5-lipoksijenaz (Alox5) göreceli mRNA ekspresyon seviyesinin sonuçlarına 

göre kontrol grubuna kıyasla, DOX, TA ve DOX+TA uygulama yapılan gruplarda anlamlı bir 

artış görülmüştür. DOX ve DOX+TA uygulama yapılan gruplar kendi aralarında 

karşılaştırıldığında ise DOX’ la uygulama yapılan gruba kıyasla kombine grupta anlamlı bir 

azalma meydana geldiği görülmüştür. Alox5 mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 35’de 

gösterilmiştir. 
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Şekil 35. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Alox5 ekspresyon 
seviyesi 

 

Kontrol grubuna kıyasla, Siklooksijenaz-2 (Cox2) mRNA ifadesinde DOX uygulanan 

grupta meydana gelen artış anlamlıdır. Ancak TA uygulanan grupta meydana gelen azalma ve 

DOX+TA uygulanan grupta meydana gelen artış önemsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan 

gruplara bakıldığında ise DOX uygulanan gruba göre kombine grupta meydana gelen 

azalmanın anlamlı olduğu görülmüştür. Cox2 mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 36’da 

gösterilmiştir. 

 
Şekil 36. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Cox2 ekspresyon 
seviyesi  

Dalak Dokusunda Apoptoz Kantitatif Gen Ekspresyon Seviyeleri 

Sonuçlara bakıldığında Kaspaz 3 (Casp3) göreceli mRNA ekspresyon seviyesinde 

kontrol grubuna kıyasla, DOX uygulanan grupta meydana gelen artış ve TA uygulanan grupta 
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gözlemlenen azalış anlamlıdır. Ancak DOX+TA uygulanan grupta meydana gelen azalma 

önemsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan gruplar kendi içlerinde incelendiğinde DOX 

uygulanan gruba kıyasla DOX+TA (kombine grup) uygulanan grupta anlamlı bir artış 

meydana gelmiştir.Casp3 mRNA ekspresyon seviyeleri Şekil 37’de gösterilmiştir. 

 
Şekil 37. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Casp3 ekspresyon 
seviyesi  
     

Kontrol grubuna kıyasla, Bax mRNA ekspresyon seviyesinde DOX ve TA uygulan 

gruplarda oluşan artış anlamlıdır. Ancak DOX uygulanan gruba kıyasla DOX+TA uygulanan 

grupta anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. TA uygulanan grupta da gözlemlenen azalma 

önemsizdir. Bax mRNA ekspresyon seviyelerine Şekil 38’de yer verilmiştir. 

                        

 
Şekil 38. Kontrol ve uygulama gruplarına ait sıçan dalak dokularındaki Bax ekspresyon 
seviyesi                         



 

44 

Antikanser tedavisi hızlı büyüme gösteren kanser hücrelerine yönelik olsa da 

kullanılan kemoterapötik ilaçlar diğer hızla büyüyen sağlıklı ve normal hücrelerde de hasar 

oluşturabilmektedir (Gao et al. 2019). Oluşan bu hasar, hemostazda bozukluğa neden olduğu 

için istenmeyen fizyolojik sonuçlar meydana getirebilmekte ve birçok organda olumsuz 

etkiler oluşturabilmektedir (Van Cutsem and Arends 2005; Demaria et al. 2017). Dolayısıyla 

tedavi sürecinde veya ilerisinde meydana gelebilecek yan etkiler canlıların fizyolojisinde 

daima kötü sonuçlara sebebiyet vermese bile kanser tedavisinde endişelere yol açmaktadır. Bu 

yüzden sadece hedef odaklı terapötiklerin geliştirilmesi veya tedavi etkinliğini değiştirmeden 

kullanılan ilacın oluşturduğu yıkıcı toksisiteyi azaltabilecek yardımcı ajanların belirlenerek 

koruyucu mekanizmalarının açıklanmasına ihtiyaç duyulmaktadır (Li and Liu 2018). DOX 

bağlantılı dalak hasarını daha iyi anlayabilmek için yapılan mevcut tez çalışmasında; DOX 

uygulamasıyla oluşturulan deneysel modellerde maruziyet sonucunda meydana gelen toksisite 

antioksidan sistem bileşenlerinin, majör inflamatuar ve apoptotik sistem üyelerinin 

incelenmesi ile değerlendirildi. Ayrıca, incelenen parametreler aracılığı ile TA’nın protektif 

mekanizması aydınlatılmaya çalışıldı. 

Alox5 (Araşidonat 5-lipoksijenaz); inflamasyon ve immün cevap gibi önemli 

fizyolojik süreçlerde görev alan bir moleküldür. Temelde oksidatif stres tepkisi ve kanser gibi 

çeşitli fizyolojik ve patolojik süreçlerde rol oynamaktadır (Zhou et al. 2015). Alox5 hücre 

ölümünü, inflamasyon ve lipid peroksidasyonu olmak üzere 2 şekilde düzenleyebilir. Yapılan 

çalışmalarda Alox5'in protein fosforilasyonu aracılığıyla inflamasyonu tetiklediği ve apoptoza 

yol açtığı ortaya çıkarılmıştır (Sun et al. 2015). Ek olarak Alox5’in ifadesinde meydana gelen 

artışın karsinogenezise sebebiyet verdiği görülmüştür (Sarveswaran et al. 2015). Bu bilgilere 

bakıldığında DOX’un inflamatuvar sistem uyarımı üzerinden sağlıklı hücrelerde de apoptoz 

yolağında aktifleştirme yaparak doku hasarına neden olabileceği hipotezinin oluşturulmasına 

neden olmaktadır. Mevcut çalışmadan elde edilen sonuçlar incelendiğinde DOX maruziyeti 

sonucunda Alox5 ifadesinde meydana gelen artışın inflamasyon ve lipit peroksidasyon 

belirteçlerinin fazlaca ifade edilmesiyle karsinogenezise sebebiyet verdiği görülmektedir. 

Ayrıca DOX ile birlikte TA uygulamasının belirtilen gen ifadelerinde önemli ölçüde azalma 

meydana getirerek kontrol grubuna yaklaştırdığı ve dolayısıyla hasar sonucu bozulan hücresel 

dengenin yeniden düzelebileceğini kanıtlanmıştır. 

Mitokondri, hücresel ROS’un başlıca kaynağıdır (Cadenas and Davies 2000). 

ROS'ların hem mitokondriyal hem de tüm hücre fonksiyonunda fizyolojik ve patolojik etkiler 

gösterdiği görülmüştür (Zorov et al. 2014). Redoks dengesi ilk olarak CAT, SOD ve GPx 

enzimleri yardımıyla gerçekleşmektedir. Böylece enzimlerin gen ifadelerinde ve biyolojik 
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aktivitelerinde gerçekleşen azalma hücreyi oksidatif hasara karşı dirençsiz yapmaktadır (Apel 

and Hirt 2004). Hayvan modellerinde bu faktörler fonksiyonel işlevlerini tam anlamıyla 

yerine getiremediklerinde inflamasyon, yaşlanma, nörodejenerasyon ve kanser gibi çeşitli 

sorunları ortaya çıkarmıştır (Liguori et al. 2018; Ceylan ve ark. 2019). GST enziminin aracılık 

ettiği reaksiyonlarla hücrelerde oluşan bu oksidant moleküllerinin detoksifikasyonu 

giderilmektedir. GST, indirgenmiş GSH’ı bir substrat olarak kullanıp toksik bileşikleri ve 

serbest radikalleri detoksifiye etmektedir (Francis and Haubruge 2005). Böylelikle azalma 

gösteren GSH bu metabolitle doğrudan etkileşime girer ve hücrenin toksisitesini giderici esas 

bileşenlerden olan GST ve GPx’in etkinliğini kısıtlar. Yapılan çalışmaların sonuçları GSH 

miktarı ile oksidatif hasar arasındaki karşıt ilişkiyi ortaya koymaktadır (RG, 2005). Artan 

lipid peroksidasyonu oksidatif hasarın bir diğer belirteci olup hücre ve dokularda hasar 

meydana getirmektedir (Bartsch and Nair 2006). Mevcut çalışmada DOX’a maruz bırakılan 

sıçanların dalak dokularında GSH seviyelerinde ve CAT, SOD, GPx ve GST enzimlerinin 

biyolojik aktivitelerinde önemli derecede azalış gözlemlenmiştir. MDA seviyelerinde ise 

DOX uygulanan grupta artma meydana gelmiştir. TA uygulamasının yukarıda belirtilen 

bileşenlerin DOX maruziyeti sonucunda oluşan tepkileri tamamıyla zıt yönde etkileyerek 

antioksidan savunma sistemini yeniden güçlendirmiştir. Elde edilen bu veriler TA’nın DOX 

ile hasar gören hücresel antioksidan sistemini onarılabileceğini göstermektedir. 

Sitokrom c oksidaz 2 (COX2) hücrelerin tümümde ifade edilen bir gendir 

(Shoubridge, 2001; Xu et al. 2021). COX, mitokondriyal solunum zincirinin son enzimidir 

(Ross, 2011) ve elektronların indirgenmiş sitokrom c'den oksijene transferini katalize eder 

Sinkler et al. 2017). COX aktivitesinde meydana gelen hasarlar, genellikle yüksek düzeyde 

metabolik dokuları etkileyen önemli patolojilerle ilişkilidir. Hücrelere zarar verici herhangi 

bir uyaran olmadığında Cox2 sınırlı bir şekilde ifade edilir (Matsumura, 2009). Ancak 

inflamasyon ve apoptoz sürecinde söz konusu olan genin ifadesinde önemli derecede artış 

meydana gelmektedir (Shelton et al. 2011). Son yapılan çalışmalarda, insan hematopoietik 

hücrelerinde Cox'un aşırı ifade edilmesiyle TNF-α'nın sitotoksisitesinin engellendiği 

görülmüştür (Li et al. 2015). Çalışmamızın sonuçlarıyla verilen bilgiler doğrulanmıştır. 

Bulgular, DOX muamelesinin ardından Cox2’nin ifadesinde kontrol grubuna oranla önemli 

oranda artış olduğu görülmektedir. Ancak TA kullanımından sonra meydana gelen artmada 

azalma görülmüştür. Bu da DOX ile oluşan hasarın TA yardımıyla giderilebileceğini 

göstermiştir. 

DOX’a bağlı oksidatif stres mekanizmasındaki Nitrik oksit (NO) önemli bir 

inflamatuar belirteci olup L-Arg aracılığıyla iNOS tarafından üretilir (Ghigo et al. 2016). 
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iNOS düzenlemesinin merkezinde inflamasyon belirteci olan NF-κB yer alır (Vannini et al. 

2015). iNOS enziminin aktifleşmesi lipopolisakkaritler (LPS) ve çeşitli sitokinlerin (IL, TNF-

α gibi) uyarılmasıyla sağlanır (Aktan, 2004). NO reaksiyon ürünü olan reaktif nitrojen türleri, 

DOX’un ortaya çıkardığı kardiyak disfonksiyonun patogenezinde bulunmaktadır (Pacher et 

al. 2003). Yapılan çalışmalarda, indüklenebilir NOS formunun (iNOS) artmış regülasyon 

yoluyla NO oluşumunun, DOX ile indüklenen sitotoksisitenin temel mekanizmalarından 

olduğu düşünülmektedir (Andreadou et al. 2007; Abo‐Salem, 2012). DOX ile indüklenen 

inflamatuar belirteçler, Tnf-α ifadesinde ve NF-κB'nin regülasyonunda ve ayrıca proapoptotik 

protein olan Bax’ın ekspresyonunun hem karaciğerde hem de böbrekte artış meydana getirdiği 

görülmüştür (El-Moselhy and El-Sheikh 2014). Bax’ın, çok hücreli organizmalarda tümör 

baskılayıcı gen olarak bilinen p53 mekanizması üzerinden Casp3 ifadesini aşırı arttırarak 

apoptoz mekanizmasını tetiklediği bildirilmiştir (Tsang et al. 2005; Sengupta et al. 2017). 

Mevcut çalışmadan elde edilen bulgular DOX uygulanan sıçanlarda Tnf-α mRNA ekspresyon 

seviyesinde ve buna paralel olarak Inos, Casp3 ve Bax’ın ifadelerinde de önemli derecede 

artma meydana geldiğini göstermektedir. Ancak DOX ve TA’nın kombine uygulamasının 

ardından Tnfα, Bax, Casp3 ve Inos seviyelerinde azalma meydana geldiği görülmektedir. Bu 

sonuçlar DOX ile hasara uğrayan hücrenin TA ile normalleşebileceğini göstermektedir. 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 

Hücrenin metabolizmasında gerçekleşen biyolojik olayların temelinde proteinler 

yatmaktadır. Hücrelerin işleyişini, hastalıkların ve ilaçların etki mekanizmalarını ortaya 

koymak için ilgili proteinler bir arada değerlendirilmelidir (Kann, 2007). Çünkü proteinler ya 

birbirleriyle ya da hücredeki diğer moleküllerle etkileşim halindedir (Barabasi and Oltvai 

2004). Proteinlerin etkileşimleri ve mekanizmaları Protein-protein etkileşimi (PPI) ağları 

yardımıyla anlaşılmaktadır (Safari-Alighiarloo et al. 2014). Bu yüzden STRING online 

veritabanı (Jensen et al. 2009) yardımıyla mevcut tez çalışmasında hedeflenen genler için bir 

PPI ağı oluşturulmuştur. Yapılan analiz sonucunda incelenen genlerin etkileşim halinde 

olduğu Şekil 39’da gösterilmiştir. PPI ağına bakıldığında DOX’un sebep olduğu toksisiteye 

karşı TA’nın koruyucu etkisi olduğunu göstermiştir. 

 

Şekil 39. STRING veritabanın da oluşturulan ve çalışmada incelenen hedeflerin ilişkisini 
gösteren PPI ağı (PPI; protein-protein interaction). 

Sonuç olarak çalışmada, DOX ‘un kümülatif uygulamasının ardından sıçanların dalak 

dokularında inflamatuvar, antioksidan ve apoptotik sistem üzerinde hasar meydana getirdiği 

görülmektedir. Ayrıca, TA ve DOX’un kombine kullanımının DOX maruziyet sonucu oluşan 

dalak hasarını koruduğu görülmüştür. 

DOX'un meydana getirdiği patolojik olayların altında yatan mekanizmaların tam 

anlamıyla anlaşılmasını sağlayacak çalışmalara devam edilse de, TA muamelesinin kullanılan 
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ilacın terapötik aktivitesinde herhangi bir değişikliğe sebebiyet vermeden kemoterapi kaynaklı 

dalak toksistesini azaltmaya yönelik etkili bir yaklaşım olduğu düşünülmektedir. 
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