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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SICANLARDA DOKSORUBISIN iLE INDUKLENEN DALAK HASARI UZERINE
TANNIK ASIDIN OLASI KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

Duygu KiZiR
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Melike KARAMAN

Amag: Tasarlanan mevcut ¢alisma; Doksorubusin (DOX) muamelesi ile olusabilen dalak
toksisitesi karsisinda Tannik asitin (TA) protektif potansiyelinin olup olmadigini agiklamay1
hedeflemektedir. Ek olarak, inflamatuar sitokinleri ve antioksidan sistem elemanlarin
inceleyerek TA’in protektif etkilerinin potansiyel mekanizmasinin aydinlatilmasini da
amaglamaktadir.

Yontem: iki hafta boyunca kiimiilatif olarak uygulanan DOX maruziyetinin yaninda TA ve
DOX+TA kombinasyonunun uygulandig1 dalak dokularinda antioksidan sistem bilesenlerinin
degisimi ile oksidatif hasar belirteclerinin miktarlari ve aktiviteleri incelendi. Ek olarak DOX
ile iligkili dalak toksisitesine neden olan molekiiler belirteclerin kullanilmasi ile apoptozis ve
inflamasyonda kritik 6neme sahip olan genlerin ekspresyon seviyeleri Real- Time PCR ile
arastirildi.

Bulgular: Sigan dalak dokularinda DOX’un glutatyon (GSH) seviyesinde azalmaya ve
malondialdehit (MDA) seviyesinde ise artisa sebep oldugu gozlenmistir. Antioksidan sistem
bilesenlerinden katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPX) mRNA seviyelerinde ve enzim aktivitelerinde ise DOX’un
baskilayict etksinin oldugu tespit edilmistir. Ayrica proinflamator sitokin markerlerinin (/L-6
ve Tnf-a), apoptotik genlerin (Casp3 ve Bax), hiicre metabolizmasinda gorev alan diger
faktorlerin (Cox, Alox ve Inos) mRNA ekspresyon seviyeleri DOX uygulamasi sonucu
kontrole gore degisim gostermistir. Ancak TA’nin DOX ile muamelesi sonucunda bu
degisimlerin kontrol grubuna ait degerlere yaklastig1 bulunmustur.

Sonu¢: Bulgular, TA’nin DOX ile birlikte uygulanmasi sonucunda DOX’un dalaktaki
oksidatif stres ve inflamasyon sisteminde meydana getirdigi lizerine diizenleyici etkiye sahip
oldugunu gostermistir.

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 KiZiR
Advisor: Dr. Ogr. Uyesi 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
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GIRIS

Kanser, organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz bir sekilde boliinmesi ve
cogalmasiyla olugmasidir. Kanserlesme sonucu olusan hasarin giderilmesinde ¢esitli kanser
tedavi yontemleri uygulanmaktadir (Baykara, O. 2016). Bu tedavi yontemleri; radyoterapi,
kok hiicre tedavisi, hormon tedavisi, cerrahi yontemler, biyolojik tedavi, immiinoterapi, hiicre
bazli tedavi (kanser asilar1), gen terapi ve kemoterapidir (Baykara, O. 2016; Wang et al.
2018).

Kemoterapi (KT), kemoterapotik ajanlarin yardimiyla kanser hiicrelerini oldiirmeyi
amaclamaktadir ve antineoplastik ajanlar bu tedavi yonteminde en Onemli role sahiptir
(Amara-Mokrane et al. 1996; Ludke et al. 2012). Antineoplastik ajanlardan olan
Hidroksidaunorubisin olarak da bilinen Doksorubisin (DOX) hem yetiskin hem de cocuk
kanserlerinin tedavisinde kullanilan en gii¢lii ve genis spektrumlu bir ilactir (Dudka et al.
2005). DOX, akut lenfoblastik 16semi, metastatik meme kanseri, hodgkin lenfoma,
nonhodgkin lenfoma, over kanseri, akciger kanseri ve sarkomalarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan antrasiklin antibiyotik grubunda olup hiicresel onarim siirecini bozar (Lu, 2005).

Boylece reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) iiretiminde artisa sebep olur.

ROS ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik oksidatif strese sebep olmakta (Handy et
al. 2009) ve diyabet, inflamasyon, gastrointestinal bozuklukla da iligskisi bulunmaktadir.
DOX’un klinik kullanimi, hastalarda miyokard toksisitesinin gelismesi ve normal hiicrelere
sitotoksik etki gostermesi nedeniyle sinirhidir. Ayrica DOX kullaniminin dalak kasilmasina da
yol actig1 bildirilmistir. Tim bunlar hasta sagligin1 ve yasam kalitesini Onemli Ol¢iide
etkileyebilecek istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle olumsuz etkilerin

azaltilmasi icin DOX ile birlikte koruyucu ajanlar kullanilmalidir (Aung et al. 2017).

DOX toksisitesine karsi en ¢ok kullanilan ve arastirilan antioksidan bilesikler arasinda
vitaminler, koenzim Q, flavonoidler, polifenoller ve bitkisel antioksidanlar vardir (Ahmed et
al. 2013). Antioksidan bilesiklerden olan Tannik asit (TA) bir¢ok bitkide ikincil metabolizma

sonucu tretilirken gilinliik diyetle alinim1 da s6z konusudur (Xu et al. 2007).

TA, DOX maruziyetine bagli olarak bobrek dokusunda olusan oksidatif hasarin
giderilebilmesine yardimci olup oksijen tiirevi radikallerin olusumuna da engel olabilmektedir

(Aung et al. 2017).Bunun yani sira TA’nin anti-oksidatif (Gulcin et al. 2010), anti-



inflamatuar (Soyocak et al. 2019), anti-apoptotik (Nie ef al. 2016) ve anti-kanserojenik (Ren
et al. 2019) ozelliklerinin bulunmasit kemoterapiye bagli olusabilecek toksisiteye karsi
koruyucu bir potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak DOX’un sebep oldugu

dalak hasar1 tizerine TA’ nin koruyucu 6zelligine literatiirde rastlanilmamuistir.

Hipotez ve Amac¢
Yapacagimiz ¢aligma sonucunda elde edilmesi dngoriilen bulgular;

» Kemoterapik ila¢ olan DOX’a bagl dalak hasar1 iizerinde etkili olan noktalarin
belirlenmesi, 1ilgili faktorlerin saptanip ve yonlendirilmesi i¢in terapotik
gelistirilmesine yardimci olacaktir. Bu dogrultuda endemik bitkilerden elde
edilecek dogal {iriinlerin arastirilan mekanizmalar iizerindeki etkilerinin ortaya
¢ikarilmasina yardim edilecek,

« Onemli konu basliklarindan olan “kemoterapi”, “beslenme” ve “dogal madde”

caligma alanlarina agiklik getirebilecektir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda anti-oksidatif, anti-mutajenik, anti-kanserojen, anti-
mikrobiyal, anti-enflamatuar ve anti-apoptotik aktiviteler dahil olmak iizere birgok biyolojik
aktiviteye sahip olan TA’nin DOX kaynakli dalaktaki hasara karsi potansiyel koruyucu
etkisinin belirlenmesi ve bu dogrultuda, DOX tarafindan antioksidan savunma sistem
unsurlarinin seviyelerinde olusabilecek degisimler {izerine tannik asit etkisinin arastirilmasi

amagclanmustir.



KURAMSAL TEMELLER

Kanser
Kanser tanim ve tedavi yontemleri

Kanser, organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz bir sekilde boliinmesi ve
cogalmastyla olusmakta ve tek bir organi etkileyebildigi gibi uzaktaki organlara da yayilarak
etki gosterebilen genellikle Oliimciil yaygin hastaliklarin basinda gelmektedir (Mcguire,

2016). 3 6nemli gen grubu kanserin olusumunda ¢ok biiyiik role sahiptir. Bunlar;

Tiimor baskilayici genler: Hiicrelerin bdliinmesini, ¢cogalmasini kontrol eden, hasar
sirasinda DNA tamirini baglatan ve tamir girisiminin basarisiz olmast durumunda apoptozu

tetikleyen genlerdir. En ¢ok bilinen ve ¢alisilan 6rnegi TP53 genidir.

DNA tamir genleri: Hasarl1 olan DNA’y1 tamir etmek i¢in gerekli olan proteinleri o
bolgeye cekerek genin islevini yeniden kazandirir. Tamir mekanizmasinin basarisiz olmast

durumunda ise hiicrenin nekrotik veya apoptotik olarak yok olmasina yardimec1 olmaktadir.

Onkogenler: Kanserlerin bagslangicinda rol oynayan ve kontroliinii kaybetmis
proteinleri kodlayan genlerdir. RAS ve MYC en ¢ok bilinen onkogenlere 6rnek gosterilebilir

(Baykara, 2016).

Kanserin sebepleri heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Ancak kanser i¢in ¢esitli risk
faktorleri mevcuttur. Bunlar; yasam sekillerine, yasa, cinsiyete, aile dykiilerine ve ¢evresel
faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir (Reuter ef al. 2020). Kanserlerin meydana
gelmesine iyonizan 1sinlara maruziyet, tiitlin ve tiitiin Urlinlerinin kullanimi, alkol, obezite,
yeteri kadar 1yi beslenememe, viriisler ve mesleki hastaliklar sebep olabilmektedir (Sankpal et
al. 2012). Baslica kanser tedavi yontemleri radyoterapi, kok hiicre tedavisi, hormon tedavisi,
cerrahi yontemler, biyolojik tedavi, immiinoterapi, hiicre bazli tedavi (kanser asilari), gen
terapi ve kemoterapidir. En ¢ok kullanilan yontemler arasinda; radyoterapi, cerrahi yontemler

ve kemoterapi bulunmaktadir (Wang et al. 2018).

Radyoterapi: Kanserli hiicreleri iyonizan isinlar kullanarak yok etme prensibine
dayanmaktadir. Viicudun sadece belli bir bdlgesini hedef aldig1 gibi, tiim viicudu da hedef
alabilen radyoterapi hastanin ve hastaligin 6zelliklerine bagli olarak Konformal Proton Isin
Radyasyon Terapi (Conformal Proton Beam Radiation Therapy), Goriintii Rehberliginde
Radyoterapi (Image Guided Radiotherapy-IGRT) (Langen et al. 2001), 3 Boyutlu Konformal
Radyoterapi (Three Dimensional Conformal Radiotherapy-3D-CRT) (Landberg et al. 1999)



ve Yogunluk Aracili Radyoterapi (Intensity Modulated Radiotherapy-IMRT) gibi ¢esitleri
uygulanmaktadir (Baskar, et al. 2012). Yukarida verilen yontemlerin temel amaci, 6ldiiriilmek
istenen kanser hiicreleri ilizerinde maksimum etki gosterip, saglikli hiicrelere de minimum
hasar saglayan sistemlerin ortaya konmasidir. Ancak radyoterapinin dezavantajlarindan birisi

zararl hiicreleri yok ederken saglikli hiicrelere de zarar verebilmesidir (Albain et al. 2019).

Cerrahi Yontemler: Biyopsiden sonra tant konmasinda, gelisen kanserlerin
engellenmesinde, metastaz veya yayilim olmayan durumlarda kanserli dokularin viicuttan
atilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan bir yontem olup cesitli teknikleri bulunmaktadir. Bu
teknikler; laparoskopik cerrahi, kriyo cerrahi, robotik cerrahi, lazer cerrahi ve elektro

cerrahidir.

Kemoterapi

Kemoterapi: Kemoterapik ajanlarin yardimiyla kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi veya
yok etmeyi amaclayan anti-kanser tedavi ilaglarinin uygulanmasiyla gergeklestirilir. (Amara-
Mokrane et al. 1996; Ludke et al. 2012). Kemoterapik ajanlar ve etki mekanizmalar Sekil
1’de gosterilmistir. Kemoterapinin amaci; timor hiicrelerinin biiylimesini ve gelismesini
engelleyerek kanser hiicrelerinin yok olmasina yardimei olmaktir (Skeel and Khleif, 2011).
Kemoterapi, kanser tedavisinde etkili bir yontem olmasma ragmen saglikli hiicrelere,
dokulara veya organlara da zarar verebildikleri icin c¢esitli yan etkiler gosterebilirler
(Schirrmacher, 2019). Bu yan etkiler kanser hastalarinin yasam kalitesinde diisiislere ve

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

Antimetabolitler
5-florourasil, sitozin / Antrasiklinler
arabinosid, gemsitabin, #/ N\ doksorubisin, daunorubisin,

/ iopeizomerazl-i 7 Cekirdek

DNA pofmeraz

w

; DNA Topo I-ll inhibitorleri
W\ kamptotesin, irinotekan,
N\ etoposid, topotekan

Alkilleyici ajanlar
azotlu hardal, klormetity;

klorambusil, mekloretamin, \
siklofosfamid, melfalan

Sekil 1. Baz1 kemoterapik ajanlar ve etki mekanizmalar1 (Kurreck, 2022°den diizenlenmistir)



Kemoterapide kullanilan antineoplastik ajanlar olduk¢a 6nemli role sahiptir (Tikoo et
al. 2011) ancak kemoterapdtik ilaglarin toksisitesi kanser tedavisinde 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak icin cesitli bitki ve bilesenleri arastirilip
kullanilmaktadir. Bitki ve bilesenleri tek basina veya diger ajanlarla kombinasyon halinde
uygulandiklarinda kemoterapinin neden oldugu olumsuzluklar1 giderici veya hafifletici etki

gosterebilir veya biyokimyasal siiregleri diizenleyebilir (Ahmed et al. 2013).

Antrasiklinler

Antrasiklinler sitotoksik antibiyotiklerdir ancak yiiksek toksisiteye sahip olduklar1 i¢in
antibiyotik olarak kullamlmamaktadir (Rahman et al. 2007). Ilaca kirmizi rengini veren
tetrasiklik cekirdek ile ona glikosidik bir bag ile bagli bir amino sekerden (daunosamin)
olusan antrasiklin molekiilii, tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplarina

sahiptir. Bunlarin islevleri elektron alma ve elektron vermedir.
Antrasiklinler; kemoterapik ajan sinifi olup;

e DNA baz ciftleri arasina girerek,
e Serbest oksijen radikallerini arttirarak,

e Topoizomeraz II'yi (Topll) inhibe ederek,
kanser hiicrelerinin cogalmasini engellemektedirler.

Antrasiklinlerin ¢esitli yan etkileri gézlemlenmektedir. Goriilen bu yan etkiler Sekil

2’de verilmistir;
— Bulanti-kusma

— Mukozit

— Kemik iligi baskilanmasi

—  Saglarda dokiilme

Antrasiklin yaygin yan etkileri

| Deri pigmentasyonunda
artma

Sekil 2. Antrasiklinlerin yaygin yan etkileri

Siklikla kullanilan 4 cesit antrasiklin mevcuttur (McGowan et al. 2017). Bunlar;
Doksorubisin (Wallace, 2003) (Sekil 3), Daunorobisin (Sekil 4), Epirubisin (McEvoy GK,
2000) (Sekil 5) ve Idarubisin’dir (Hardman et al. 2001) (Sekil 6).



Kimyasal yap1 3D yap1

Sekil 3. Doksorubusin’ in yapisi

Kimyasal yap1 3D yap1

Sekil 4. Daunorubisin’ in yapis1

Kimyasal yap1 3D yap1

Sekil 5. Epirubisin’ in yapist (Epirubisin doksorubisinin 4 epimeridir)



Kimyasal yap1 3D yap1

Sekil 6. Idarubisin’in yapisi

[k antrasiklin drnegi Streptomyces peucetius bakterisinden tiiretilen Daunorubisindir.
DOX daunorubisinden daha etkili olup daunorubisinden daha sonra iiretilmistir. DOX’un
meydana gelmesi Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasiyla
gerceklesmektedir (Hardman et a/.2001). DOX; en ¢ok kullanilan antrasiklin grubu {iyesi olup

daunorubisin ve epirubisine kimyasal yapisi bakimindan benzerlik gostermektedir.

Doksorubisin
Doksorubisin tanimi ve yan etkileri

Antineoplastik ajanlardan biri olan ve Hidroksidaunorubisin olarak bilinen DOX,
Streptomyces peucetius tarafindan iretilen ikinci metabolit olup lipofilik 6zellige sahiptir
(Cullu et al. 2003; Warpe et al. 2015). Bu bilesigin tarihi, Farmitalia adindaki italyan
aragtirma sirketinin toprak mikroplarindan iiretilen antikanser bilesikleri bulma girisimiyle

yaklasik 1950’1i yillara dayanmaktadir (Dudka et al. 2005).

Doksorubusin, C27H29NO1; kimyasal formiiliine sahiptir. Bu bilesik, siddetli 16semiler,
lenfomalar ve solid organ tiimdrleri dahil olmak iizere gesitli kanser tiirlerinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan gii¢lii ve genis spektrumlu bir ilag olup hiicresel onarim siirecini
bozmaktadir (Shabalala et al. 2017; Gewitz, 1999; Minotti et al. 2004; Mross, 1991; Sayed-
Ahmed et al. 2010). Boylece reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde artigsa sebep olarak
oksidatif stresi tetikler ve DNA hasarma yol acar (McGowan et al. 2017). Ayrica DOX
kullaniminin dalak kasilmasina da yol agtig1 bildirilmistir. Tiim bunlar hasta sagligini ve
yasam kalitesini 6nemli Olgiide etkileyebilecek istenmeyen yan etkilere sebep oldugu ve
kusurlu immiinometabolizmay1 ve geri doniisii olmayan makrofaj toksisitesini tetikleyerek

enflamasyon-rezoliisyon sistemini bozdugu da tespit edilmistir (Jadapalli et al. 2018).

Kemoteropoétik ilaglarin kullaniminda karsilagilan en biiylik sorun toksisitedir. Bu
yiizden verilen ilaglarin toksistesi hakkinda bilgi sahibi olunmali ve izlenim yapilmalidir

(Hilmer et al. 2004). Ancak DOX oliimciil sonuglara sebep olan kanser hastalarina faydali



olmas1 nedeniyle karsilagilan toksisitenin ve diger sorunlarin 6nemini azaltmaktadir (Kayaalp,
2002). DOX’un sebep oldugu yan etkilerin bazilar1 Sekil 7°de gosterilmistir ve DOX’a en
fazla maruz kalan organlar bobrekler ve karaciger oldugu i¢in DOX kaynakli en yaygin yan
etkiler hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir (Park et al. 2012). DOX uygulamasi sonucunda
hastalarin ¢ogunda alopesiye (sackiran), flushinge (kizariklik) ve tirnak {izerinde
hiperpigmentasyona veya bantlasmaya sebebiyet verebilir (Tacar ef al. 2013). Doz ayarlamasi
kemik iligi supresyonu i¢in olduk¢a oneme sahiptir (Bhinge et al. 2012). Ayrica anemi ve
trombositopeni de meydana gelebilir (Hilmer et al. 2004). Gastrointestinal mukozit ve
stomatit (aftoz iilser) geri doniistimii olan yan etkiler arasinda yer almaktadir (Jayakaran,
2014). DOX tedavisinin ardindan gonadlarda baskilanma, oligospermi, azospermi, amenore
(adet diizensizligi), bulanti, diyare (ishal) ve anoreksiya (yeme bozuklugu) goriilmektedir.
Ayrica kolonda da iilser veya nekroz meydana gelebilecegi gozlemlenmistir (Kesik ve ark.

2010; Gangadharan et al. 2017).

Azosprem
“V" Oligosperm

Kemik iligi

j = % supresyonu
u Kilo

Fotosensitive

Gastrointestinal kayb1
mukozit

Sekil 7. Doksorubisin’in ¢esitli yan etkileri (Goodman and JG 2001; Hajra et al. 2018)
Doksorubisin etki mekanizmasi

DNA baz ciftleriyle interkalasyon yaptigi, DNA ile iliskili enzimlere baglandig1 ve bir
dizi sitotoksik etki olusturmak i¢in ¢oklu molekiiler yolaklar1 hedefledigi bilinen DOX’un etki
mekanizmasi (Sekil 8) oldukca karmasiktir ve tam olarak ¢oziime kavusmamistir (Tacar et al.

2013).



Doksorubisin

Formaldehit

ROS

Topo |l
interkalasyon ehirlenmesi A

!.'.l'opo.\ll."l kinimalari
L° S

_ DNA
Sitoplazma eklentisi
Hlcre
ranskripsiyo o
baslangic)
—

Transkripsiyon
yonu
A DNA maruziyeti
¥

Nukleozom dongusu A
DNA hasar.

Hicre
oluma

Sekil 8. Doksorubisin’in etki mekanizmasi (Yang et al. 2014°ten diizenlenmistir)



Dalak

Insan viicudundaki en biiyiik lenfoid organ dalaktir. Kirmizi, beyaz pulpalardan ve
marjinal bolgeden meydana gelmektedir. Kirmizi pulpa ise dalak siniisii ve dalak siniislerinin
arasinda bulunan dalak kordonundan olusur (Schmidt et al. 1988). Insan dalag1 viicudun sol
tarafinda, mide ile diyafram arasinda uzanan sekizinci ila on birinci kaburgalarin altinda yer
alir ve kabaca liggen seklinde uzun bir organdir. Yetiskinlerde bir ¢ocugun yumrugu
bliytikliigline ve 80-120 g agirligina sahiptir. Kadinlarda erkeklere oranla biraz daha biiyiikliik
gosterir. Ortalama 13 ila 15 cm (5 ila 6 in¢) uzunlugunda, 8 ila 10 cm (3 ila 4 ing) genisliginde
ve 4 cm (1,5 ing) kalinhigmna sahiptir (Gray, 1977). Sicanlarda bulunan dalagin agirlig
yaklasik olarak %0,2 olup dalagin en 6nemli iglevi, kan1 viicutta zarar gormiis olan eski ve
yabanc1 parcaciklardan temizlemektir ve insanlarda bulunan dalagin isleviyle benzer 6zellik

gostermektedir.

Dalak anatomisine ve bir yetiskinin dalaginin kaba goriintiisiine ait gorsellere Sekil 9
ve Sekil 10°da yer verilmistir. Elastik liflere, yogun fibr6z dokuya ve diiz kasa sahip olan
dalak kapsiil ile gevrili bir halde bulunarak dolagimdaki ve kan havuzunda bulunan yabanci
cisimleri ve kirmizi kan hiicresi atiklarmi igleyen bir filtrasyon aparati gdrevini istlenir.
Ayrica dalaga viicuttaki lenfositlerinin neredeyse dortte birini i¢ine alan en biiyiik ikincil

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

© 2005 Encyclopadia Britannica, Inc.

Sekil 9. Dalak anatomisi (Encyolopedia Britanica, 2005 )
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Sekil 10. Bir yetiskinin dalaginin kaba goriintiisii (Zhang et al. 2020)
Tannik Asit

Arastirilan bitki bilesenlerinden olan Tannik asit (TA); alkaloitlere, amino asitlere,
proteinlere ve cesitli organik bilesiklere baglanma ve c¢oktiirme Ozelliklerine sahip olup
ozellikle yesil cayda yaygin olarak bulunmaktadir (Kris-Etherton et al. 2002). Bu bilesik,
suda ¢oziiniir hidrolize edilebilir tanenler grubunun bir formudur ve toksik olmayan c¢apraz
baglayici bir ajan olup antioksidan 6zellige sahiptir (Salminen and Karonen 2011). Ayrica
proliferasyonu inhibe etme, daha yiiksek bir apoptotik hizi indiikleme ve farkli kanserlerin
metastazini yavaslatma gibi ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Tanenler polifenol tiiriine ait

ornek olup gidalarda katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. (Lopes et al. 1999).

Hurma, fasulye, kahve, ¢ilek, c¢ikolata, kirmizi sarap, kuru {izim, 1spanak, iiziim, ¢ay
ve muz dahil olmak {izere cesitli baklagiller, tahillar, otlar, bitkisel iceceklerde ve meyvelerde
bulunur (Chung et al. 1998b; Wu et al. 2004). Aslinda tanenler temelde fiziksel olarak
bitkilerin yiizey mumlarinda veya vakuollerinde bulunur. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda TA’ nin
giiclii 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)
ozelliklere sahip oldugu ortaya ¢ikmistir (Hussain et al. 2016). Ayrica yapilan ¢aligmalarda
TA'min DOX’un anti-kanser aktivitesinde arttirici, MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin
canliliklarinda azaltici ve meme tiimorlerinde p53 ekspresyonunda arttirict  etkileri
gozlemlenmistir (Naus et al. 2007; Tikoo et al. 2011). Farelerde TA nin, polisiklik aromatik
hidrokarbon karsinojenler tarafindan indiiklenen akciger, deri ve 6n mide tiimorlerini inhibe

ettigi goriilmiistiir (Khan ez al. 1998; Vance et al. 1989).

TA’nin kimyasal yapis1 Sekil 11°de gosterildigi gibi iki gallik asit molekiilii ile bes
hidroksil parcasinin hepsinde esterlenmis olan bir merkez, ve glikoz molekiiliinden olusan bir

deka-galloil glikozdur.
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Sekil 11. Tannik asitin kimyasal yapis1 (Zhang et al. 2017)

Tarihsel siirecine bakildiginda zehirleri emmek amaciyla panzehir olarak kullanilmis
olup gliniimiizde ise dokiintiileri tedavi etmek, serum lipit seviyesini diisiirmek, meydana
gelen kanamay1 durdurmak, herhangi bir agr1 olustugunda agriyr hafifletmek, kan basincin
diistirmek, kan pihtilasmasini hizlandirmak veya karaciger nekrozu iiretmek amagclariyla

kullanilmaktadir (Chung et al. 1998).

Ayrica hidrojen bagi olusturma, hidrofobik etkilesim ve elektrostatik etkilesim kurma
Ozelliklerine de sahip olan TA; albiimin, kolajen, jelatin gibi biyomakromolekiiller ile
dogrudan etkilesimde olup cesitli hayvan hiicreleriyle yapilan deneylerde kanser oOnleyici

olarak kullanildig1 goriilmiistiir (Nepka ez al. 1999; Sahiner et al. 2017).

Farelerde, koyunlarda, sicanlarda ve tavuklarda TA’nin etkisi arastirilmis olup % 60"
imndan fazlasmin oral alimdan sonra bozulmadigini, fakat bir kisminin bagirsakta bulunan
bakteriyel tannaz enzimiyle gallik aside hidroliz edildigi goriilmiistiir (Potter et al. 1968; Zhu
et al. 1992; Terrill et al. 1994; Bravo et al. 1994; Nakamura et al. 2003). Bunun yaninda
TA’nin lipid oksidasyonunu baskiladigini bunu da radikalleri temizleyerek yaptigi

gorilmiistiir (Magsood et al. 2011).

Inflamasyon ve Kaynaklari

Inflamasyon, viicudun tahris edici maddeler, hasarl1 hiicreler, patojenler gibi zarar
veren uyaranlara kars1t meydana getirdigi kompleks bir biyolojik yanittir (Anonymous 2016).

Cesitli inflamasyon kaynaklar1 bulunmaktadir.
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Bunlardan bazilar1 (Reuter ef al. 2010);

e Mikrobiyal ve viral enfeksiyonlar,

e Radyasyona ve toksik kimyasallara maruz kalma,
e Otoimmiin ve kronik hastaliklar;

o Obezite,

e Alkol tiikketimi,

e  Tiitiin kullanimi1

e Yiiksek kalori diyet faktorleridir.

Inflamasyon endojen ve eksojen uyaranlara karsi viicudun gosterdigi tepkidir

(Anonymous 2016). inflamasyon kaynaklar1 Sekil 12°de gdsterilmistir.

Inflamasyon
Kaynaklan
| Eksojen I Endojen
B = -.\'ﬁn- Hiicre Doku Plazma l s T
[ Mikrobiyal [ mikrobiyal tiirevhi tisrevhi tiirevs ECM tirevl

4§ 34 1 ¥ 1 31

Patajenlere "l:ah.ri.; edici maddeie /" Stres 5l hiicre veya hasarl: dokulardan tretilen .
spesifik Yabanct maddeler sinyaller, endojen knstaller, ekstraseliler
molekiler | | Toksik bilesikler | | matriks (ECM) bozuklugu tirinlen
__ yapular

Sekil 12. inflamasyon kaynaklar1 (Medzhitov, 2008)

Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere iki evreden meydana gelmektedir. Akut
inflamasyon; inflamasyonun baglangi¢ evresi olup ayni zamanda immiin sistemin aktivasyonu
ile baglantilidir. Ayrica akut inflamasyon kisa siirelidir ve konake¢1 i¢in de yararhidir. Eger
inflamasyon uzun siireli olarak devam ederse kronik inflamasyon meydana gelir ve sonugta
diyabet, kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara olan yatkinlig1 artirir (Reuter

et al. 2010).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) organizmalarin fizyolojisinde gesitli rollere sahip serbest
radikallerdir (Wojtovich et al. 2012). Bunlar; Siiperoksit (O2), Hidroksil (OH"), Peroksil
(ROO) ve Hidrojen peroksit (H>O») gibi radikallerdir.
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Serbest radikaller ikincil sinyal molekiilleri olup iyon kanallar1 ve tastyicilari,
aktivasyon protein-1 (Amstad et al. 1992), guanil siklaz (Palmer et al. 1987), NF-kB (Schreck
et al. 1991), kinaz, proteaz metabolik enzimler, G protein reseptorleri, GTPaz, fosfataz,
translasyon regiilatorleri, hiicre dongiisii kontrol faktorleri, histon deasetilaz ve DNA
metilaz’in kontrolii i¢in sinyal iletirler (Reth, 2002). Reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi
mitokondri olup, mitokondriyal solunum esnasinda oksijenin eksik indirgenmesiyle

stiperoksit radikali meydana gelir (Turrens, 2003).

Stiperoksit radikali; nitrik oksit sentetaz, NADPH oksidazlar ve ksantin oksidaz
tarafindan da meydana getirilir (Nathan and Ding 2010) ve siiperoksit dismutaz enzimi
katalizorliigiinde reaktifligi daha az olan hidrojen peroksit’e doniistiiriilir. Meydana gelen
hidrojen peroksit ise metal iyonlarinin varliginda fenton/haber-weiss reaksiyonlari araciligi ile

reaktifligi daha fazla olan hidroksil radikaline doniisiir (Imai and Nakagawa 2003).

Fazla miktarlarda iiretilen ROS’lar sahip olduklar1 yiiksek aktivitelerden dolay1
organizmalarda mutajenik, karsinojenik, toksik etkilere ve oksidatif strese neden olabilir
(Adwas et al. 2019). Reaktif oksijen tiirleri proteinler, genetik materyal ve lipitler gibi makro
molekiilleri hedef almaktadir. Hedef olarak alinan lipitlerin peroksidasyona ugramasi sonucu
meydana gelen MDA, oksidatif stresin yani lipitlerin biyobelirtecidir (Tsikas, 2017). Serbest
radikal zincir reaksiyonu makro molekiiller ile ¢iftlenmemis elektronlarin reaksiyona
girmesiyle gerceklesir. Organizmalar oksidatif stresin sebep oldugu zararli etkileri ortadan
kaldirmak i¢in yapilarinda antioksidan savunma sistemi bulundurlar (Birben ef al. 2012) ve
bunlarin zararli etkilerine karsi organizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
sistemlerine sahiptirler (Nathan and Cunningham-Bussel 2013; Rahal et al. 2014). Bu

savunma sistemlerine Sekil 13’te yer verilmistir.
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Enzimatik Olmayan

temi Olmayan Savunma
i Sistemi
Glutatyon
peroksidaz Glutatyon
| Glutatyon | . .
redoksidaz Tridoksin
| Glutatyon s 1 gee—
transferaz
| | Siiperoksit ) _—“
dismutaz Selenyum
| [ Tridoksin | | [ vitamin |
rediikdaz (Eve Q)
— Katalaz
R ———
|| Peroksi
redoksin
| [Glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz

Sekil 13. Enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri

Ayrica ROS’larin iiretiminin cesitli aktivatorleri ve inhibitorleri vardir. Bu aktivatorler

ve inhibitdrler Sekil 14°te verilmstir.

Sitokinler \ J

UV/Radyasyon
YIRS

SOD

CAT

"
N

. GSH
Kemoterapi

Hipoksi Peroksidaz

Sekil 14. Reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin ¢esitli aktivatorleri ve inhibitorleri

Glutatyon (GSH)

Glisin, glutamin ve sistein amino asitlerinden meydana gelen diisiik molekiil kiitleli
tiyol bilesigine glutatyon denir (Meister and Anderson 1984). GSH; glutatyon sentetaz ve a-

glutamil-sistein sentetaz enzimlerinin katalizorliiglinde iki asamada elde edilir (Griffith,
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1999). GSH yapisinda bulunan tiyol gruplar1 sayesinde detoksifikasyon, eksojen ve endojen
bilesiklerin antioksidasyonunda Onemli role sahiptir (Luberda, 2005). Ayrica biyolojik
membranlart lipid peroksidasyonuna kars1 enzimatik olarak korumaktadir (Di Mascio et al.
1991). Okside glutatyonun meydana gelmesi y-glutamilsistein ile glisin arasinda bulunana
peptit baginin katalizlenmesiyle gerceklesir (Oestreicher & Morgan, 2019). Okside

glutatyonun molekiil yapisina Sekil 15°de yer verilmistir.

SH
O O H O
NH: O

Sekil 15. indirgenmis glutatyonun (GSH) molekiil yapisi

Oksidatif stres boyunca reaktif oksijen tiirlerine elektron vererek hiicreyi oksidatif
strese kars1 koruyan GSH, rubuloz-5-fosfat sentezi i¢in gerekli olan NADP’nin olusmasina
katki saglayarak DNA sentezine (Thelander and Reichard 1979) ve hiicre apoptozis sirasinda
seviyesini diislirerek hiicrenin apoptosiz olmasina yardim eder (Franco et al. 2007). Ayrica
GSH hiicre igerisinde bir¢ok zararl oksidanlarla reaksiyona girebilmektedir (Larson, 1988).
GSH’1in DNA sentezindeki ve antioksidan savunma sistemindeki reaksiyonlarina Sekil 16’da

yer verilmistir.

RSH RSk
Glutaredoksin i i
MADPH+H® GSSG sT Rediide RIbUHUKCI?I?stE Eredtlktaz
NADP* 2GSH #Ep; Glutaredoksin Ribonlkleotid redikiaz
Okside Redikte
HzOz 2H:0
rNDP dNDP

Sekil 16. Glutatyon’un DNA sentezindeki ve antioksidan savunma sistemindeki reaksiyonlari
(Pallard¢ et al. 2009).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Okaryotik organizmalarda hiicre solunumunda elde edilen siiperoksit radikalinin
toksik etkilerine karsi hiicreyi koruyabilen antioksidan savunma sisteminin ilk hatt1 olan

stiperoksit dismutaz enzimi (SOD); siiperoksiti detoksifiye etme 6zelligine sahip tek ve ¢ok
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etkili enzimdir (Fridovich, 1978). SOD koruyucu 6zellige sahiptir ve bu 6zelligi radikallerin
temizlenmesinde sitokrom sisteminin yetersiz kalmasi sonucu ortaya g¢ikmasiyla kendini
gostermektedir (Colak, 2011). Okaryotik hiicrelerde {i¢ tip siiperoksit dismutaz bulunur ve her
biri farkli genler tarafindan kodlanir (Choi et al. 2012). Bunlar;

e Mn koenzimine sahip olan Mitokondriyal siiperoksit dismutaz; tetramer yapida ve
80 kDa molekiil kiitlesindedir.

e Cu/Zn koenzimlerine sahip olan sitozolik siiperoksit dismutaz; dimer yapida ve 32
kDa molekiil kiitlesindedir.

o Cu/Zn koenzimlerine sahip olan Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz; tetramer

yapidadir (Yost and Fridovich 1973; Huang ef al. 2012).

Okaryotik  hiicrelerde SOD; siiperoksiti, glutatyon, katalaz, peroksidaz ve
peroksiredoksin tarafindan suya detoksifiye edilen hidrojen peroksit’e doniistiiren reaksiyonu

katalizleyerek (Sekil 17) radikallerin etkilerini azaltir (Mates, 2000).

SOD
0, + 02._4‘ 2H — HEDQ +DQ

Sekil 17. Siiperoksit dismutaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013;
Che et al. 2016)

Katalaz (CAT)

Ik kez 1818°de hidrojen peroksitin kesfedilmesiyle fark edilen katalaz (CAT), 4 alt
gruba sahip olup, her alt gruplarinda ise NADPH ve hem grubu bulundurur. Bulundurdugu
hem grubundan dolay1 hemoprotein olarak da adlandirilir (Smith, 1983). Ayrica CAT tetramer
yapida olup (Areekul and Boonme 1986) hayvan ve bitkiler dahil olmak {izere oksijeni
kullanan biitlin canlilarin hiicrelerinde yer alir ve hidrojen peroksitin su ve oksijene
dontigiimiinii katalizler (Sekil 18) ve boylece hiicreyi oksidatif strese karst korur (Chelikani et
al. 2004). Ayrica CAT c¢esitli norodejeneratif hastaliklarda olusan oksidatif stresin

engellenmesinde 6nemli role sahiptir (Goh et al. 2011).

2H,0, —= O, + 2H,0

Sekil 18. Katalaz enziminin katalizledigi 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 karsi savunma mekanizmasinda onemli rol oynamaktadir ve proteinleri 5

sinifa ayrilir (Chu, 1994). Bunlar;

GPx1; Ilk olarak Mills tarafindan 1957 yilinda tammlanmistir ve kirmuzi kan
hiicrelerinin sitoplazmasinda yiiksek miktarda tretilir. Ayrica GPx1 hiicreleri oksidasyona

bagli meydana gelen hemolize kars1 korur (Imai and Nakagawa 2003; Drevet 2006).
GPx2; gastrointestinal hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur.

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

(Takahashi et al. 1990).

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

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

GPxS5; yalnizca memelilerin kauda epididimisinde ifade edilir ve Epididimal GPx
olarak da adlandirilir ve GSH’1 GSSG’ye oksitleyerek hidrojen peroksidin suya doniistimiinii
katalizlemektedir (Ghyselinck ef al. 1993).

Hidrojen peroksitin, GSH yardimiyla indirgenmesi sonucu su ve glutatyon distilfid

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

Sekil 19. Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon (Cunha-Oliveira et al. 2013)
Glutatyon S-Transferaz (GST)

Yaklasik 25 kDa molekiil kiitlesine sahip alt birimlerden olusan GST; sentetik
ksanobiyotikleri, oksidatif stres sonucu elde edilen hidroksialkenleri, endojen lipitleri ve DNA
hiperoksitlerini substrat olarak kullanabilmekte ve hiicrede biyomolekiillere zarar
verebilmektedir (Berhane et al. 1994). GST nin lipid peroksitlerini hedef alabilme 6zelligi
sayesinde antioksidan sistemde rolii oldugu goriilmiistiir (Josephy, 2010). Mitokondriyel
GST, membran-bagimli mikrozomal GST ve sitozolik GST adinda ii¢ temel GST ailesi
mevcuttur (Birben vd. 2012).
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Malondialdehit (MDA)

Lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, serbest oksijen radikal tepkimeleri
sonucu meydana gelir ve oldukca reaktif {iriin Ozelligi gosterir (Otteneder et al. 2003).
Hiicrelerdeki membranlar ve ¢esitli organeller yapilarinda doymamis yag asitleri
bulundururlar. Yag asitlerinin yapilarinda yer alan ¢ift baglara oksijen baglanir ve ROS’larin
iiretimi gergeklesir. Uretilen ROS’lar hiicre membraninda yer alan doymamis yag asitlerinin
cesitli tirtinlere (MDA, Nitrit oksit, etan, alkol gibi) yikilmasina sebep olarak oksidatif hasari

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

Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Tez Dahilinde Kullanilan Cihazlar

Blotlama (Semidry Blotter) Cihazi Bio-Rad
Buzdolab1 (+4°C) Ugur
Ceker Ocak

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-86°C)

Space Series Fume Cupboard
Vestel FT 280, Siemens

New Brunwick Premium U410

Distile Su (dH20) Uretme Cihaz mp MINI Pure
Elektroforez (Dikey) Cihazi Bio-Rad
Elektroforez (Yatay) Cihazi Bio-Rad

Fusion FX Goriintiilleme Cihazi Vilber Lourmat

Gii¢ Kaynagi
Hassas Terazi
Homojenizator
Isitict Blogu

Kesim Aletleri

Thermo EC 135-90
Denver Instrument
Benchmark Scientific
Lab Line

Fine Science Tools

Kar Uretme Cihazi Scotsman

Magnetik Karistirici Wisd WiseStir MSH-20A
Mikrodalga Firin Beko MD 1500

Mikropipet Takimi Eppendorf

Mini Santrifiij Aosheng 40

Nanodrop Thermo Scientific Multiscan GO
Otoklav HMC Hiirayama

PCR Bio-Rad C1000 Thermal Cycler
pH Metre Mettler Toledo

Real-Time PCR Qiagen

Sogutmali Santrifiijler Hettich Mikro 220R

UV-VIS Spektrofotometre Beckman Coulter

Vorteks Wisd WiseMix VM-10

Calkalamali su banyosu Memmert

Kullanilan Kimayasal Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 2°de verilmistir.
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Tablo 2. Tez Dahilinde Kullanilan Kimyasal Mazlemeler

Agaroz Sigma

Etanol Sigma
Etidyum bromiir Sigma
Hidrojen peroksit Sigma
Hidroklorik asit E. Merck AG
Indirgenmis 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
S1g1r serum alblimin Sigma

Sodyum hidroksit Riedel de Haen
5X iScript Reaksiyon karigimi Bio-Rad
iScript Ters transkriptaz Bio-Rad
Niikleaz 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 siilfat 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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Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

1X TAE soliisyonu: 245 mL saf su icerisine 5 mL 50X TAE eklendi.

0,3 mmol/L Ksantin: 9,31 mg ksantin 200 mL saf suda karistirildi ve 0,1 N
NaOH’den iki damla damlatilarak ¢6ziinmesi saglandi.

150 umol/L nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi: 12,30 mg NBT alind1 ve toplam
hacim 100 mL olacak sekilde saf su alinarak ¢oziinmesi saglandi.

400 mmol/L sodyum karbonat (Na>xCO3) ¢ozeltisi: 4,00 g NaxCOs3 alind1 ve toplam
hacim 100 mL olacak sekilde saf su alinarak ¢6ziinmesi saglandi.

Ig/L Sigir Serum Albiimin (BSA): 25 mg BSA alindi ve toplam hacim 25 mL
olacak sekilde saf su alinarak ¢oziinmesi saglandi.

0,167 U/mL ksantin oksidaz: stok ksantik oksidaz ¢ozeltisi i¢erisinden alinarak 2
M (NH4),SO4 ¢ozeltisi ile seyreltme yapildi.

2M Amonyum siilfat ¢ozeltisi: 2,64 g (NH4)2SOs) alindi ve toplam hacim 10 mL
olacak sekilde saf su alinarak ¢oziinmesi saglandi.

0,8 mM Bakir kloriir (CuCl2.2H>0) ¢ozeltisi: 13,64 mg CuCl..2H,O alind1 ve
toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf su alinarak ¢oziinmesi saglandi.

50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 7,4): 6,81 g KH>PO4 alinarak suda
cozlinmesi saglandiktan sonra 1N NaOH ile pH’s1 7,4’e ayarlanarak toplam hacim
saf suile 1 L’ye tamamlandi.

30 mM Hidrojen peroksit (H202): %30’luk H>0O2 den 0,34 mL alind1 ve fosfat
tamponu yardimiyla 100 mL’ye tamamlandi.

100 mM Potasyum fosfat tamponu (pH: 7,5): 13,62 g KH>PO4 alinarak suda
¢Oziinmesi saglandiktan sonra 1N NaOH ile pH’s1 7,5 olarak ayarlanarak toplam
hacim saf su ile 1 L’ye tamamland.

50 mM Tris-HCI (pH: 8,0): 0,60 g tris tartilarak yaklasitk 80 mL saf suda
cozlinmesi saglandi. 1 M HCl ile pH’s1 8,0°e ayarlandi. Ardindan toplam hacim saf
su ile 100 mL'ye tamamlanda.

2 mM NADP" : 7,63 mg NADP" tartilarak bir miktar saf suda ¢dziinmesi saglandh.
Sonra toplam hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandu.

2 mM NADPH: 8,33 mg NADPH tartilarak bir miktar saf suda ¢oziinmesi
saglandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

100 mM potasyum fosfat tamponu (pH: 6,5): 1,36 g KHoPOg4 alinarak yaklasik 80
mL saf suda ¢oziinmesi saglandi. pH’s1 6,5 olarak ayarlandi ve toplam hacim saf

su ile 100 mL’ye tamamlanda.
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16. 20 mM indirgenmis glutatyon (GSH): 30,73 mg GSH alinarak saf suda ¢oziinmesi
saglandi ve toplam hacmi saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

17. 25 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB): 50,65 mg CDNB alinarak yaklagik 8
mL etil alkolde ¢6ziinmesi sagland1 ve sonrasinda toplam hacmi etil alkol ile 10
mL’ye tamamlandi.

18. 1 M Tris-HCI (pH: 8,0): 12,11 g tris alinarak yaklagik 80 mL saf suda ¢oziinmesi
saglandi. HCl ile pH’s1 8,0 olarak ayarlandi. Ardindan toplam hacmi saf su ile 100
mL’ye tamamlandi.

19. 7 mM t-biitil hidroperoksit: 5 M’lik Stok t-biitil hidroperoksit ¢ozeltisinden 0,14
mL alinarak toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

20. Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: 100 mg Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifi 50 mL %95’lik etanolde ¢ozdiiriilerek ¢ozeltiye %95°lik 100 mL fosforik
asit eklendi. Saf su ile ¢dzeltinin toplam hacmi 1000 mL’ye tamamladi ve elde

edilen ¢ozelti karanlik ortamda saklandi.

Sicanlarin bakimi ve calisma plani

Calismada kullanilacak olacak olan canlilarin (Rattus norvegicus, n=20, 180+20 g,
erkek) bakimi ve deneysel uygulamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (AUHADYEK)’ndan alinan Etik Kurul Onay Belgesi’ne (2019-16/252) uygun olarak
Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM)’ nde
gerceklestirilecektir. Sicanlar standart ortam kosullarinda (nem; %40-60, 1s1k; 12 saat
karanlik/12 saat 151k, 1s1; 20-22°C) muhafaza edilecektir.

DOX uygulamasi yapilacak olan 180+£20 g agirligindaki sicanlar (n=20, 9-10 haftalik,
erkek Sprague Dawley) 12 saat 151k-12 saat karanlik dongiide, %40-60 nem ve oda
sicakhiginda tutuldu. Ug¢ uygulama grubu ve bir uygulama yapilmayan kontrol grubu olmak
tizere toplam dort grup olusturuldu. Caligmada canlilara uygulanacak olan kiimiilatif DOX
dozu literatiirde belirtilen ¢aligmalar referans alinarak belirlendi (Desai ve ark., 2013; Ali ve
ark., 2020; To ve ark., 2003; Indu ve ark., 2014) ve Sekil 20°de belirtilen uygulama protokolii
gergeklestirildi.

23



Grup Giinler
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Sekil 20. DOX ve TA uygulama protokoli (DOX veya TA belirteci olmayan giinlerde
canlilara sadece su ve yem verildi)

Kontrol grubundaki (n=5); canlilar deney boyunca normal diizeninde beslendi ve bu
stire zarfinda her giin serum fizyolojik enjekte (i.p) edildi. Enjeksiyondan kaynaklanan stres
faktoriinii biitiin gruplarda esitlemek amaciyla DOX grubuna DOX uygulanmayan giinlerde
serum fizyolojik (i.p) enjekte edildi. Son uygulamadan 24 saat sonra servikal dislokasyon
yontemi ile kesim yapildi ve siganlarin tiim gruplarindan alinan dalak dokularinda antioksidan
sistem unsurlarindaki (SOD, CAT, GST ve GPx) degisimler gen ve enzim diizeyinde
incelendi. Ayrica MDA ve GSH 6l¢giimleri yapildi. Ek olarak dalak dokularinda Cox2, Alox5,
Inos, IL-6, Tnf-a, Casp3 ve Bax genlerine ait mRNA ekspresyon seviyeleri gPCR yontemi ile
tespit edildi. Bu dogrultuda yapilan islemler asagida belirtilmistir.

Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
Doku homojenizasyonu

e Dalak ornekleri 0,25 mg/ml olacak sekilde fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0) igine
alind1.

e Homojenizator kullanilarak 20000 rpm hizda 30 sn siireyle homojenize edildi.

e Elde edilen homojenatlar 4 °C’de 15000 rpm’de 45 dk santrifiij edildi.

e Siipernatantlar enzim aktivitelerinin dl¢timiinde kullanildi (Gorézen, 2010).
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Bradford yontemiyle protein tayini

Hazirladigimiz homojenatin protein miktar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi.
Bradford Yontemi, Comassie Brilliant Blue G-250 boyasmin protein ile olusturdugu
kompleksin 595 nm dalga boyundaki absorbansinin 6lgiilmesi temeline dayanan yontemdir.
Sigir serum albiimin ile farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi vortekslendi
ve 10 dk karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra standart ¢ozeltilerin optik dansiteleri 595 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak o6lctildii. Elde edilen sonugclar ile standart egri grafigi
ve denklemi olusturuldu. Homojenatlardaki protein miktar1 Tablo 3’teki kiivet icerigi ile

belirlendi ve 6l¢iimler her numune i¢in 3 kez tekrarlandi.

Tablo 3. Protein Tayini Deney Protokolii

Stok cozeltiler Kontrol kiivet (ul) Standart kiivet (ul)
Commassie Brillant
4900 4900
Blue G-250
Saf Su 100 -
Homojenat - 100

SOD aktivite ol¢timii

Sun et al. (1988) tarafindan belirtilen protokole (Tablo 4) gore SOD aktivite tayini
yapildi. Siiperoksit dismutaz enzimi solunum sirasinda olusan siiperoksit radikalinin H202’e
ve Oe donilistimiinii katalizlemektedir. Absorbans degerleri kullanilarak enzim aktiviteleri

asagida yer alan formiil kullanilarak hesaplandi.

u ODkdr — ODnumune
50D aktivitesi (—) = x25
mlL ODkb6r

Tablo 4. SOD Aktivite Deney Ptotokolii

Kor tiipii Numune Tiipii
Reaktif Karisimi 2450 ul o 2450 ul
Numune 500 pl -
Distile su - - 500 pl
Ksantin Oksidaz 50 ul 50 ul

20 °C’de 25 dk inkiibasyon
CuClL.2H,0 50 pl 50 pl
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CAT aktivite ol¢iimii

CAT aktivite tayini, Aebi (1984) tarafindan belirtilen yonteme gore yapildi. Olgiimler
icin Tablo 5°de verilen protokol takip edildi ve 240 nm’de 15’er sn araliklarla 1 dk boyunca
absorbans 6l¢iimii yapildi. Absorbans degerleri kullanilarak enzim aktiviteleri asagida verilen

formiile gore hesaplandi.

u )_ AVt
e t. Vo

CAT aktivitesi (—
mlL

A =240 nm’deki absorbans degeri

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)

V6 = Ornek hacmi (mL)

& = H2O2’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0.0396 cm?/pmol)

t = Reaksiyon zamani (dakika)

Tablo 5. CAT Aktivite Deney Ptotokolii

Kor tiipii Numune Tiipii
Fosfat tamponu 1500 pl o 1490 pl
Hidrojen peroksit 1500 ul 1500 ul
Numune - - 10 pl

GPx aktivite olciimii

GPx aktivite tayini, Beutler (1984) tarafindan belirtilen yonteme goére yapildi.
Olgiimler icin Tablo 6°da verilen protokol takip edildi. Kor olarak da saf su kullanildi. 340
nm’de 10 dakika siireyle her 5 dakikadaki absorbans degisiminin Sl¢iimii yapildi. Absorbans

degerleri kullanilarak enzim aktiviteleri asagida verilen formiile gore hesaplandi.

u AA 't
GPX aktivitesi (—) = —x
mi t 6,22.Vd

AA= 340 nm’deki zamana bagl absorbans farki
Vt= Toplam hacim

t= Zaman

V6= Ornek hacim

6.22=1 cm’lik 151k yolunda 1 nmol NADPH’1n verdigi absorbans degeri
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Tablo 6. Gpx Aktivite Deney Ptotokolii

Numune tiipii

Saf su

Tris tamponu
GSH

GR

NADPH
Numune

t-butil hidroperoksit

660 pul
100 pul
20 ul
100 pul
100 pul
10 pl
10 pl

GST aktivite ol¢timii

GST enzim aktivitesi oda sicakliginda Habig et al. (1974) metoduna gore yapildi. GST

aktivite Ol¢limii Tablo 7°de belirtilen miktarlardaki ¢ozeltiler kullanilarak gerceklestirildi.

Orneklere ait spektrofotomerik dlgiimler 3 dk siireyle 340 nm’de kuvarz kiivetler kullanilarak

yapildi. Elde edilen bu degerler protein tayini sonuglar1 yardimi ile bir araya getirilerek

spesifik aktivite (EU/mg) hesaplandi.

Enzim Unitesi/ml = (AOD/ ext) x (V1/ Vg ) x Sf

AOD: 340 nm dalga boyundaki optik dansite degisimi

€: CDNB’nin molar ekstinksiyon katsayisi

Vrt: Toplam kiivet hacmi
VEe: Homojenat ya da enzim hacmi
Sr: Seyreltme faktorii

t = Zaman

Tablo 7. GST Aktivitesi Deney Protokolii

Bilesenler Kor (ul) Numune (ul)
Potasyum fosfat tamponu (1M) 200 200
dH,O 730 729
Homojenat - 1
CDNB 20 20

GSH 50 50
Toplam 1000 1000
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GSH aktivite ol¢iimii

Sican dalak dokusunda GSH miktar1 Ellman (1959) metodu ile hesaplandi. Bu
metodun temelinde, bir ekivalent 5,5'- dityobis (2-nitrobenzoat)’un bir ekivalent tiyol grubu
ile reaksiyonu sonucunda olusan 2-nitro-5-tyobenzoat’in 410 nm dalga boyundaki
absorbansinin ol¢iilmesi yer almaktadir. GSH aktivite Ol¢limii Tablo 8’de belirtilen
miktarlardaki ¢ozeltiler vortekslendi ve 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra 410 nm’de absorbans
dl¢iimii yapildi. Olgiimler her numune igin 3 kez tekrarlandi. Sonuglar standarda ait veriler

kullanilarak hesaplandi.

Tablo 8. GSH Aktivitesi Deney Protokolii

Stok cozeltiler Kontrol (ul) Numune (ul)

200mM KH,PO+/50mM EDTA 270 240

6 mM DTNB 30 30

Stipernatant (std. GSH) - 30
MDA olciimii

MDA 6l¢iimii i¢in Placer et al. (1966) tarafindan modifiye edilen yontem kullanildi.
Olgiimler i¢in Tablo 9°da verilen protokol takip edildi. Kiivet igerigi 100°C’de 20 dk inkiibe
edilip sogutulmasini takiben 3.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve elde edilen {ist faz
absorbanslart 532 nm’de Olgiildii (Renk ayiraci; 3:1 TCA-TBA soliisyonu, Standart;

Tetraetoxipropan). Sonuglar standarda ait veriler kullanilarak hesaplandi.

Tablo 9. MDA Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler ve Miktarlart

Bilesenler Kor (ul) Standart (ul) Ornek
Ornek - - 0.25
Standart - 0.25 -
Serum fizyolojik 0.25 - -
Ayirag 0.25 0.25 0.25

Primer Dizaym

Gen ekspresyon Ol¢iimii  yapilacak olan hedef genlere ait sekanslar

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ veritaban1 kullanilarak elde edildi. Ardindan bu genlere ait

primerler http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ yardimiyla tasarlandi. Tasarlanan primerlere

Tablo 10°da yer verilmistir.
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Tablo 10. Primerler

Gen 5'-3’ primer dizisi Tm (°C) Erisim Numarasi
Cox2  F: AACACACACAAGCACAATAGACG 60.15
R: GGAGGGAAGGGCGATTAG 59.61 M64496.1
Alox5  F: TGGCATCTAGGTGCAGTGTG 59.89
R: CCTCCAGGTTCTTGCGGAAT 60.10 (Jones er al. 2013)
IL-6  F: AGTTGCCTTCTTGGGACTGA 59.84
R: TACTGGTCTGTTGTGGGTGG 60.33 NM_012675.3
Tnf-a  F: AGGAGGGAGAACAGCAACTC 59.45
R: TGTATGAGAGGGACGGAACC 59.93 NM_012675.3
Casp3  F: AGGAGCAGTTTTGTGTGTGTG 59.79
R: AGTTTCGGCTTTCCAGTCAG 59.47 NM_012922.2
Bax F: AGGGTGGCTGGGAAGGC 59.92 (Behroozaghdam et
R: TGAGCGAGGCGGTGAGG 59.50 al 2015)
Sod  F: GGTCCACGAGAAACAAGATGA 60.10
R: CAATCACACCACAAGCCAAG 60.15 NM_017050.1
Cat  F: ACATGGTCTGGGACTTCTGG 59.96
R: CCATTCGCATTAACCAGCTT 60.10 NM_012520.2
Gpx  F: TCGGACATCAGGAGAATGG 59.57 NM_030826.4
R: AGGTAAAGAGCGGGTGAGC 59.44
F: GGATATCTTCGGTGCGGTCTT 59.40 (Sartoretto et al.
S R CTGTAACTCTTCTGGGTGTCAGA 60.20 2019)
B-actin  F: TGTGGATTGGTGGCTCTATC 60.17 (Kelm-Nelson et
R: AGAAAGGGTGTAAAACGCAG 60.20 al. 2016)

Real Time PCR Uygulamalan
Dalak dokusundan total RNA izolasyonu

Canlilardan alinan doku 6rneklerinden total RNA izole etmek i¢in ticari kit (EcoPURE
total RNA kit, EcoTech) kullanild: ve iiretici firmanmn 6nerdigi protokol takip edildi. izole
edilen genetik materyale ait konsantrasyon ve saflik derecesi Nanodrop cihazi ile 6lgiildii.

RNA izolasyonu i¢in asagidaki protokol takip edildi:

1. 1.Dalak dokusundan 30 mg 6rnek alinip iizerine 5 adet beats ve 400 ul Lizis Buffer
eklendi.

2. Homojenizatorde parcalama yapildi.
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3. Hiicre kalintisin1 peletlemek i¢in oda sicakliginda maksimum hizda 2 dakika
santrijif yapildi.

Siipernatant mikrosantrifiij tiipiine alind1.

Siipernatantla ayni1 hacimde etanol eklendi ve 10 saniye vorteks yapildi.
Toplama tiiplerine kolon yerlestirildi.

5. adimdaki karigim (siipernatant — etanol ) kolona eklenildi.

Oda sicakliginda maksimum hizda 30 saniye santrifiij yapildu.

A e AN

Stiziintii dokiildi, iizerine 400 pul Wash Buffer 1 eklendi ve 30 saniye santrifiij

yapildi.

10. Siizlintii dokiildi, tizerine 500 ul Wash Buffer 2 eklendi ve 30 saniye santrifiij
yapildu.

11. Kolon santrifiij tlipiine yerlestirildi.

12. Kolonun tam ortasina 40 pl Elusyon tampon eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika
inkiibe edildi.

13. Maksimum hizda 30 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi.

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

Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezinde incelenmesi

Saflastirilmis proteinlerin ve niikleik asitlerin molekiil agirliklari, miktarlar1 ve alt
tiplerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan jel elektroforezi molekiiler bir yontem
olup poliakrilamid jellerin ve agarozun kullanildig: elektroforez yontemidir. Calisma prensibi
ise ¢oziinmiis molekiillerin elektriksel bir alanda elektrik yiiklerine gore gog¢ etmelerine
dayanir (Kocpinar, 2015). RNA orneklerinin agaroz jel elektroforezinde incelenmesi igin

asagidaki islemler yapildi.

e 1.88 ml 20 x MOPS soliisyonu igerisine 0.3 g agaroz ve 28.5 ml ddH»O eklendi ve
kaynatildi. Daha sonra 37°C’ye kadar sogumasi beklenildi. Ardindan 6.68 pl
formamid ve 5.5 pl Etidyum bromiir eklendi ve jel donmaya birakilda.

e 1 ul RNA ve 3.5 pl ddH>O {izerine 0.5 ul 20x MOPS soliisyonu eklendi. Daha
sonra 5 ul formamid eklenerek 65°C’de 15dk inkiibasyon gerceklestirildi.
Ardindan agaroz jele 5-7’ser ul olacak sekilde yiliklenen RNA oOrnekleri 80V
(Volt)’da 30 dk boyunca yiiriitiildii ve yiiriitme isleminin ardindan jelin goriintiisii

alindi.

Izole edilen niikleik asitlerin miktar tayininde spektrofotometrik yéntemler kullanilir.

Absorbsiyon temeline dayanan bu yontemde biyolojik bir kaynaktan saflastirilan niikleik
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asitlerdeki kontaminasyonu saptayarak miktar tayininin yapilmasi i¢in 260 nm ve 280 nm
dalga boylarinda ol¢iim yapilir. Elde edilen RNA Orneklerinin spektroskopik o6l¢timii

nanodrop ile yapilip, konsantrasyonu ve saflig1 belirlendi.

Komplementer DNA (¢cDNA) sentezi

cDNA sentez islemi ticari kit (Tablo 11) (iScript cDNA sentez kiti; BIO-RAD)
kullanilarak, iiretici firmanin tavsiye ettigi protokole gore yapildi. Sentez islemi bitirildikten

sonra elde edilen iiriinler qQPCR asamasinda kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

Tablo 11. cDNA Sentez Reaksiyonunun Bilesenleri

Bilesenler pL

5X iScript Reaksiyon karigimi 4
iScript Ters transkriptaz 1
Niikleaz free-su Degisken
Kalip RNA Degisken
Toplam hacim 20

cDNA sentezi i¢in asagidaki protokol takip edildi:

1. RNA ornekleri buz lizerine alindi. Sonrasinda 5X iScript Reaksiyon Karisimi,
iScript Ters Transkriptaz ve Nuclease-free su kullanilmadan o©nce vorteks
yardimiyla karistirildi.

2. Steril PCR tiiplerine sirali bir sekilde uygun miktarlarda karisim hazirlanarak
izerlerine uygun miktarda izole edilen RNA’lar eklendi.

3. cDNA sentezi i¢in Tablo 12°de verilen protokol basamaklar1 cihazda ayarlandi ve
tiipler cihaza yerlestirilip reaksiyon baslatildi.

4. Reaksiyon sonlandirilip tiipler cihazdan alindi ve sentezlenen cDNA’lar Real time

PCR islemlerinde kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Tablo 12. cDNA Sentez Reaksiyon Protokolii

Reaksiyon Protokol Zaman- Sicakhik
Baglanma 5 dakika 25°C
Ters transkriptaz 20 dakika 46°C
RT inaktivasyon 1 dakika 95°C
Opsiyonel adim 4°C bekleme
Reaksiyon Protokol S dakika 25°C
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Gen ekspresyon analizi

Kantitatif gen ekspresyonunun belirlenmesi maksadiyla Real-Time PCR analizi
yapildi. Bu nedenle dokulardan izole edilmis total RNA’dan revers transkriptaz enzimiyle
hazirlanan cDNA’lar kullanildi. Real-Time PCR reaksiyon karisimi ve Real-Time PCR
reaksiyon sartlar1 Tablo 13 ve Tablo 14°te verildi.

SYBR Green kullanilarak genlerin (Cox2, Alox5, Inos, IL-6, Tnf-0, Casp3, Bax Sod,
Cat, Gpx, B-actin) ekspresyon miktarlar1 6l¢iildii.

Tablo 13. Real-Time PCR Reaksiyon Karigimi

PCR reaksiyon karisim icerigi Miktar
Master Mix 12,5 pl
Forward Primer 0,25 pl
Reverse Primer 0,25 ul
Su 9,5 ul
Cdna 2,5 ul
Toplam 25 ul

Tablo 14. Real-Time PCR Reaksiyon Sartlari

Sicakhk Siire Dongii Sayis1
50 °C 2 dk 1 dongii
95°C 10 dk 1 dongii
95°C 10 sn 45 dongii
60 °C 1 dk 45 dongii

Sonuglar ACt metodu (Livak and Schmittgen 2001) kullanilarak degerlendirildi

istatistiksel Analiz

Tiim deneyler 3 tekerriir olacak sekilde gerceklestirildi Elde edilmis olan verilere tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi uygulandi. Veri degerlendirmesi ig¢in
GraphPad Prism version 5.00 paket programi (GraphPad Software, San Diego, USA)
kullanild1 ("p>0,05, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001).
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Dalak Dokusundan Saflastirillan RNA’nin Nicel ve Nitel Analiz Sonuclari

Total RNA jelde yiiriitiildiiglinde 28S (veya 23S) ve 18S (veya 16S) rRNA bantlart
goriilmektedir ve 18S rRNA bandi 28S rRNA bandinin neredese yaris1 kadar bir parlaklik
olusturmasi, 2:1 oraninda toplam RNA’nin par¢alanmadan elde edildiginin en biiyiik

kanitidir.

Sican dalak dokusundan izole edilen RNA’nin jel goriintiisii ve konsantrasyon

sonuclar1 Sekil 21 ve Tablo 15°te verilmistir.

Sekil 21. Sican dalak dokusundan izole edilen RNA’ya ait agaroz jel elektroforez goriintiisii

Tablo 15. Sigan Dalak Dokusundan Izole Edilen RNA nin Konsantrasyonu

Konsantrasyonlar Saflik ( a260280)
Ornekler (ng/pl)
K1 452 1,95
K2 668 2,10
K3 407 2,05
T1 414 1,97
T2 350 1,98
T3 307 2,80
Dl 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

Sonuglar g6z 6niine alindiginda DOX uygulanan grupta Glutatyon peroksidaz (Gpx)
mRNA ekspresyon seviyesinde kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
olmustur. DOX+TA (kombine grup) uygulanan grupta da azalma meydana gelmistir ancak
bu azalma kontrol grubuna yakindir. TA uygulanan gruba bakildigina ise olusan azalma

istatistiksel olarak anlamli degildir. Gpx ekspresyon seviyeleri Sekil 22°de verilmistir.

Gpx
2.5

2.0 ns

1.5+
1.0- *

0.5+
0.0- T T
Kontrol DOX TA  DOX+TA

Goreceli mRNA ekspresyon seviyesi

Gruplar

Sekil 22. Kontrol ve sican uygulama gruplarina ait dalak dokularindaki Gpx mRNA
ekspresyon seviyesi

Elde edilen sonuglara bakildiginda kontrol grubuna kiyasla, Siiperoksit dismutaz (Sod)
goreceli mRNA ifadesinde DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli derecede
azalma gozlenirken, TA ve DOX+TA uygulanan gruplarda anlamli bir artis gézlemlenmedi.
DOX ve DOX+TA uygulanan gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda ise anlamli bir artig

gbzlemlendi Sod ekspresyon seviyeleri Sekil 23’te verilmistir.
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Gruplar

Sekil 23. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan dalak dokularindaki Sod mRNA
ekspresyon seviyesi

Katalaz (Caf) goreceli mRNA ifadesine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla, DOX
uygulanan grupta anlamli derecede azalma meydana gelirken, TA ve DOX+TA uygulanan
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir degisim meydana gelmedi. DOX ve DOX+TA
uygulanan gruplar kendi icinde karsilastirildiginda ise kombine grupta goriilen artis

anlamlidir. Cat mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 24’te verilmistir.

Cat
2.5—' dekk

1.0

0.5+

*kkk

0.0- : | 1
Kontrol DOX TA DOX+TA

Goreceli mRNA ekspresyon seviyesi

Gruplar

Sekil 24. Kontrol ve sican uygulama gruplarina ait dalak dokularindaki Cat mRNA
ekspresyon seviyesi

Glutatyon S-transferaz (Gsf) mRNA ekspresyonu goéz Oniine alindiginda kontrol
grubuna kiyasla, DOX ve DOX+TA uygulanan gruplarda anlamli derecede azalma
gozlemlendi. TA uygulanan grupta ise anlamli bir artis meydana gelmedi. DOX ve DOX+TA

uygulanan gruplar kendi iglerinde kiyaslandiginda kombine grupta meydana gelen artisin
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istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Gst mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 25°de

verilmigtir.
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Gruplar

Sekil 25. Kontrol ve sican uygulama gruplarina ait dalak dokularindaki Gst mRNA
ekspresyon seviyesi

Dalak Dokusunda Antioksidan Sistem Enzim Aktivite Sonuclari

Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak kontrol grubuna kiyasla, Glutatyon peroksidaz
(GPx) enzim aktivitesinde DOX uygulanan grupta anlamli bir azalma goézlemlenmistir.
DOX+TA uygulanan grupta da anlamli bir azalma goézlemlenmistir ancak DOX’a kiyasla
daha az azalma meydana gelmistir. TA uygulanan grupta ise olusan azalma istatistiksel olarak

anlamsizdir. GPx enzim aktivitelerine Sekil 26’da yer verilmistir.
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Sekil 26. Kontrol ve sigan uygulama gruplarina ait dalak dokularindaki GPx enzim spesifik
aktivitesi
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Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda kontrol grubuna
kiyasla, DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelirken, TA
uygulanan grupta anlamli bir artis meydana gelmistir. DOX+TA uygulan gruptaki degisim ise
anlamsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda
kombine grupta anlamli bir artis gozlemlenmistir. SOD enzim aktivitelerine Sekil 27°de yer

verilmigtir.
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Sekil 27. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican dalak dokularindaki SOD enzim spesifik
aktivitesi

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla, DOX ve DOX+TA
(kombine grup) uygulanan gruplarda anlamli bir azalma goriilmiistiir. DOX+TA ve DOX
uygulanan gruplar karsilastirildiginda DOX’a kiyasla kombine grupta meydana gelen artis

anlamhdir. TA uygulanan grupta ise anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. CAT enzim

aktivitelerine Sekil 28°de yer verilmistir.
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Sekil 28. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican dalak dokularindaki CAT enzim spesifik
aktivitesi

37



Glutatyon S-transferaz (GST) enzim aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla, DOX
uygulanan grupta meydana gelen azalma istatistiksel olarak anlamliyken, DOX+TA
uygulanan grupta meydana gelen azalma ve TA uygulanan grupta meydana gelen artis
onemsizdir. Ancak DOX+TA ve DOX uygulanan gruplar karsilastirildiginda DOX’a kiyasla
kombine grupta meydana gelen artis anlamlidir. GST enzim aktivitelerine Sekil 29°da yer
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Sekil 29. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican dalak dokularindaki GST enzim spesifik
aktivitesi

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

Elde edilen sonuglara bakildiginda kontrol grubuna kiyasla, Glutatyon (GSH)
seviyesinde DOX uygulanan grupta anlamli bir azalma gézlemlenmistir. TA uygulanan grupta
meydana gelen artis ve DOX+TA uygulanan grupta olusan azalig ise istatistiksel olarak

onemsizdir. GSH seviyeleri Sekil 30’da gosterilmistir.
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Sekil 30. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican dalak dokularindaki GSH seviyesi

MDA konsantrasyonuna bakildiginda kontrol grubuna kiyasla, MDA seviyesinde DOX
uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmistir. TA uygulanan grupta
meydana gelen artis ve DOX+TA uygulanan grupta ise 6énemli olmayan bir artig gériilmiistiir.
DOX uygulanan gruba kiyasla kombine grupta meydana gelen azalma anlamlidir. MDA

konsantrasyonlarina Sekil 31'de yer verilmistir.
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Sekil 31. Kontrol ve uygulama gruplarima ait sican dalak dokularindaki MDA
Konsantrasyonu

Dalak Dokusunda Proinflamatuar Sitokinlerin Kantitatif Gen Ekspresyon Seviyeleri

Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak kontrol grubuna kiyasla, Interlokin-6 (I/-6)
goreceli mRNA ekspresyon seviyesinde DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak meydana
gelen artis anlamlidir. Ancak TA ve DOX+TA uygulanan gruplarda meydana gelen azalma
onemsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan gruplara kendi i¢inde kiyaslandiginda ise
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DOX+TA uygulanan grupta meydana gelen azalma anlamlidir. /-6 mRNA ekspresyon

seviyeleri Sekil 32°de verilmistir.
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Sekil 32. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sican dalak dokularindaki /L-6 ekspresyon
seviyesi

Sonuglara bakildiginda kontrol grubuna kiyasla, Timor nekroz faktor alfa (7nfo)
mRNA ekspresyon seviyesinde DOX ve DOX+TA uygulama yapilan gruplarda goriilen artis
anlamlidir. Ancak DOX+TA uygulama yapilan grupta meydana gelen artis DOX kiyasla daha
az olup kontrole daha yakindir. TA uygulama yapilan gruba bakildiginda ise goriilen

istatistiksel artma dnemsizdir. 7nf~-a mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 33’te gosterilmistir.
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Sekil 33. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan dalak dokularindaki 7nfa ekspresyon
seviyesi
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Dalak Dokusunda [Inos, Alox5 ve Cox2 Genlerinin Kantitatif Ekspresyon

Seviyeleri

Nitrit oksit sentetaz (/Inos) mRNA ekspresyonu goz Oniine alindiginda kontrol grubuna
kiyasla, DOX uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli derecede artig goriilmiistiir. TA ve
DOX+TA uygulanan gruplarda olusan artis ise anlamli degildir. DOX ve DOX+TA
uygulanan gruplar kendi i¢lerinde kiyaslandiginda kombine grupta goriilen azalis anlamli

degildir. Inos mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 34’te gosterilmistir.
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Sekil 34. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan dalak dokularindaki /nos mRNA
ekspresyon seviyesi

Arasidonat 5-lipoksijenaz (4/lox5) goreceli mRNA ekspresyon seviyesinin sonuglarina
gore kontrol grubuna kiyasla, DOX, TA ve DOX+TA uygulama yapilan gruplarda anlamli bir
artis  gorilmistir. DOX ve DOX+TA uygulama yapilan gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ise DOX’ la uygulama yapilan gruba kiyasla kombine grupta anlamli bir
azalma meydana geldigi gorilmustir. Alox5 mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 35°de

gosterilmistir.
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Sekil 35. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan dalak dokularindaki Alox5 ekspresyon
seviyesi

Kontrol grubuna kiyasla, Siklooksijenaz-2 (Cox2) mRNA ifadesinde DOX uygulanan
grupta meydana gelen artig anlamlidir. Ancak TA uygulanan grupta meydana gelen azalma ve
DOX+TA uygulanan grupta meydana gelen artis dnemsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan
gruplara bakildiginda ise DOX uygulanan gruba gore kombine grupta meydana gelen

azalmanin anlamli oldugu gorilmiistir. Cox2 mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 36’da

gosterilmistir.
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Sekil 36. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan dalak dokularindaki Cox2 ekspresyon
seviyesi

Dalak Dokusunda Apoptoz Kantitatif Gen Ekspresyon Seviyeleri

Sonuglara bakildiginda Kaspaz 3 (Casp3) goreceli mRNA ekspresyon seviyesinde
kontrol grubuna kiyasla, DOX uygulanan grupta meydana gelen artis ve TA uygulanan grupta
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gozlemlenen azalis anlamhidir. Ancak DOX+TA uygulanan grupta meydana gelen azalma
onemsizdir. DOX ve DOX+TA uygulanan gruplar kendi iclerinde incelendiginde DOX
uygulanan gruba kiyasla DOX+TA (kombine grup) uygulanan grupta anlamli bir artis
meydana gelmistir.Casp3 mRNA ekspresyon seviyeleri Sekil 37°de gosterilmistir.

@ Casp3

.2‘ *kkk

5 2.0q **l**

[7;] —_—

S

Py 1.5

o

o ns
£ 1.0 T
[

< *

=

¥ 0.5-

£

©

8 0.0' T T
0 Kontrol DOX TA DOX+TA
O

Gruplar

Sekil 37. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sigan dalak dokularindaki Casp3 ekspresyon
seviyesi

Kontrol grubuna kiyasla, Bax mRNA ekspresyon seviyesinde DOX ve TA uygulan
gruplarda olusan artig anlamlidir. Ancak DOX uygulanan gruba kiyasla DOX+TA uygulanan
grupta anlamli bir azalma gozlemlenmistir. TA uygulanan grupta da goézlemlenen azalma

Oonemsizdir. Bax mRNA ekspresyon seviyelerine Sekil 38’de yer verilmistir.
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Sekil 38. Kontrol ve uygulama gruplarina ait si¢can dalak dokularindaki Bax ekspresyon
seviyesi

43



Antikanser tedavisi hizli biiylime gosteren kanser hiicrelerine yonelik olsa da
kullanilan kemoterapétik ilaclar diger hizla biiyiiyen saglikli ve normal hiicrelerde de hasar
olusturabilmektedir (Gao et al. 2019). Olusan bu hasar, hemostazda bozukluga neden oldugu
icin istenmeyen fizyolojik sonuclar meydana getirebilmekte ve bircok organda olumsuz
etkiler olusturabilmektedir (Van Cutsem and Arends 2005; Demaria et al. 2017). Dolayisiyla
tedavi siirecinde veya ilerisinde meydana gelebilecek yan etkiler canlilarin fizyolojisinde
daima kotii sonuglara sebebiyet vermese bile kanser tedavisinde endigelere yol agmaktadir. Bu
yiizden sadece hedef odakli terapotiklerin gelistirilmesi veya tedavi etkinligini degistirmeden
kullanilan ilacin olusturdugu yikici toksisiteyi azaltabilecek yardimci ajanlarin belirlenerek
koruyucu mekanizmalarinin agiklanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Li and Liu 2018). DOX
baglantili dalak hasarin1 daha iyi anlayabilmek i¢in yapilan mevcut tez ¢alismasinda; DOX
uygulamasiyla olusturulan deneysel modellerde maruziyet sonucunda meydana gelen toksisite
antioksidan sistem bilesenlerinin, major inflamatuar ve apoptotik sistem {iiyelerinin
incelenmesi ile degerlendirildi. Ayrica, incelenen parametreler araciligi ile TA’nin protektif

mekanizmasi aydinlatilmaya calisildi.

Alox5 (Arasidonat 5-lipoksijenaz); inflamasyon ve immiin cevap gibi Onemli
fizyolojik siireclerde gorev alan bir molekiildiir. Temelde oksidatif stres tepkisi ve kanser gibi
cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol oynamaktadir (Zhou et al. 2015). Alox5 hiicre
6limiinti, inflamasyon ve lipid peroksidasyonu olmak iizere 2 sekilde diizenleyebilir. Yapilan
caligmalarda Alox5'in protein fosforilasyonu araciligiyla inflamasyonu tetikledigi ve apoptoza
yol actig1 ortaya ¢ikarilmistir (Sun et al. 2015). Ek olarak Alox5’in ifadesinde meydana gelen
artisin karsinogenezise sebebiyet verdigi goriilmiistiir (Sarveswaran et al. 2015). Bu bilgilere
bakildiginda DOX’un inflamatuvar sistem uyarimi {izerinden saglikli hiicrelerde de apoptoz
yolaginda aktiflestirme yaparak doku hasarina neden olabilecegi hipotezinin olusturulmasina
neden olmaktadir. Mevcut ¢alismadan elde edilen sonuglar incelendiginde DOX maruziyeti
sonucunda Alox5 ifadesinde meydana gelen artisin inflamasyon ve lipit peroksidasyon
belirteclerinin fazlaca ifade edilmesiyle karsinogenezise sebebiyet verdigi goriilmektedir.
Ayrica DOX ile birlikte TA uygulamasinin belirtilen gen ifadelerinde onemli 6lgiide azalma
meydana getirerek kontrol grubuna yaklastirdigi ve dolayisiyla hasar sonucu bozulan hiicresel

dengenin yeniden diizelebilecegini kanitlanmistir.

Mitokondri, hiicresel ROS’un baslica kaynagidir (Cadenas and Davies 2000).
ROS'larin hem mitokondriyal hem de tiim hiicre fonksiyonunda fizyolojik ve patolojik etkiler
gosterdigi goriilmiistiir (Zorov et al. 2014). Redoks dengesi ilk olarak CAT, SOD ve GPx

enzimleri yardimiyla gerceklesmektedir. Boylece enzimlerin gen ifadelerinde ve biyolojik
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aktivitelerinde gerceklesen azalma hiicreyi oksidatif hasara karsi direngsiz yapmaktadir (Apel
and Hirt 2004). Hayvan modellerinde bu faktdrler fonksiyonel islevlerini tam anlamiyla
yerine getiremediklerinde inflamasyon, yaslanma, ndrodejenerasyon ve kanser gibi cesitli
sorunlar1 ortaya ¢ikarmistir (Liguori et al. 2018; Ceylan ve ark. 2019). GST enziminin aracilik
ettigi reaksiyonlarla hiicrelerde olusan bu oksidant molekiillerinin detoksifikasyonu
giderilmektedir. GST, indirgenmis GSH’1 bir substrat olarak kullanip toksik bilesikleri ve
serbest radikalleri detoksifiye etmektedir (Francis and Haubruge 2005). Boylelikle azalma
gosteren GSH bu metabolitle dogrudan etkilesime girer ve hiicrenin toksisitesini giderici esas
bilesenlerden olan GST ve GPx’in etkinligini kisitlar. Yapilan ¢alismalarin sonuglari GSH
miktar1 ile oksidatif hasar arasindaki karsit iligkiyi ortaya koymaktadir (RG, 2005). Artan
lipid peroksidasyonu oksidatif hasarin bir diger belirteci olup hiicre ve dokularda hasar
meydana getirmektedir (Bartsch and Nair 2006). Mevcut ¢calismada DOX’a maruz birakilan
siganlarin dalak dokularinda GSH seviyelerinde ve CAT, SOD, GPx ve GST enzimlerinin
biyolojik aktivitelerinde Onemli derecede azalis gozlemlenmistir. MDA seviyelerinde ise
DOX uygulanan grupta artma meydana gelmistir. TA uygulamasinin yukarida belirtilen
bilesenlerin DOX maruziyeti sonucunda olusan tepkileri tamamiyla zit yonde etkileyerek
antioksidan savunma sistemini yeniden gii¢lendirmistir. Elde edilen bu veriler TA’nin DOX

ile hasar gdren hiicresel antioksidan sistemini onarilabilecegini gostermektedir.

Sitokrom c¢ oksidaz 2 (COX2) hiicrelerin tiimiimde ifade edilen bir gendir
(Shoubridge, 2001; Xu et al. 2021). COX, mitokondriyal solunum zincirinin son enzimidir
(Ross, 2011) ve elektronlarin indirgenmis sitokrom c'den oksijene transferini katalize eder
Sinkler ef al. 2017). COX aktivitesinde meydana gelen hasarlar, genellikle yiiksek diizeyde
metabolik dokular1 etkileyen 6nemli patolojilerle iliskilidir. Hiicrelere zarar verici herhangi
bir uyaran olmadiginda Cox2 smirh bir sekilde ifade edilir (Matsumura, 2009). Ancak
inflamasyon ve apoptoz siirecinde s6z konusu olan genin ifadesinde 6nemli derecede artis
meydana gelmektedir (Shelton er al. 2011). Son yapilan ¢alismalarda, insan hematopoietik
hiicrelerinde Cox'un asir1 ifade edilmesiyle TNF-a'nin sitotoksisitesinin engellendigi
gorilmistir (Li et al. 2015). Calismamizin sonuglariyla verilen bilgiler dogrulanmistir.
Bulgular, DOX muamelesinin ardindan Cox2’nin ifadesinde kontrol grubuna oranla énemli
oranda artig oldugu goriilmektedir. Ancak TA kullanimindan sonra meydana gelen artmada
azalma goriilmiistir. Bu da DOX ile olusan hasarin TA yardimiyla giderilebilecegini

gostermistir.

DOX’a bagh oksidatif stres mekanizmasindaki Nitrik oksit (NO) o6nemli bir

inflamatuar belirteci olup L-Arg araciligiyla iNOS tarafindan {iretilir (Ghigo et al. 2016).
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INOS diizenlemesinin merkezinde inflamasyon belirteci olan NF-xB yer alir (Vannini et al.
2015). iNOS enziminin aktiflesmesi lipopolisakkaritler (LPS) ve ¢esitli sitokinlerin (IL, TNF-
a gibi) uyarilmasiyla saglanir (Aktan, 2004). NO reaksiyon tirlinii olan reaktif nitrojen tiirleri,
DOX’un ortaya cikardig1 kardiyak disfonksiyonun patogenezinde bulunmaktadir (Pacher et
al. 2003). Yapilan caligmalarda, indiiklenebilir NOS formunun (iNOS) artmis regiilasyon
yoluyla NO olusumunun, DOX ile indiiklenen sitotoksisitenin temel mekanizmalarindan
oldugu diisiiniilmektedir (Andreadou et al. 2007; Abo-Salem, 2012). DOX ile indiiklenen
inflamatuar belirtegler, Tnf-o ifadesinde ve NF-xB'nin regiilasyonunda ve ayrica proapoptotik
protein olan Bax’1n ekspresyonunun hem karacigerde hem de bobrekte artis meydana getirdigi
goriilmistiir (El-Moselhy and El-Sheikh 2014). Bax’in, ¢ok hiicreli organizmalarda tiimor
baskilayict gen olarak bilinen p53 mekanizmasi {izerinden Casp3 ifadesini asir1 arttirarak
apoptoz mekanizmasini tetikledigi bildirilmistir (Tsang et al. 2005; Sengupta et al. 2017).
Mevcut ¢alismadan elde edilen bulgular DOX uygulanan siganlarda 7nf-a mRNA ekspresyon
seviyesinde ve buna paralel olarak Inos, Casp3 ve Bax’in ifadelerinde de onemli derecede
artma meydana geldigini gdstermektedir. Ancak DOX ve TA’nin kombine uygulamasinin
ardindan 7nfa, Bax, Casp3 ve Inos seviyelerinde azalma meydana geldigi goriilmektedir. Bu

sonuglar DOX ile hasara ugrayan hiicrenin TA ile normallesebilecegini gostermektedir.
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SONUC VE ONERILER

Hiicrenin metabolizmasinda gerceklesen biyolojik olaylarin temelinde proteinler
yatmaktadir. Hiicrelerin isleyisini, hastaliklarin ve ilaglarin etki mekanizmalarini ortaya
koymak i¢in ilgili proteinler bir arada degerlendirilmelidir (Kann, 2007). Ciinkii proteinler ya
birbirleriyle ya da hiicredeki diger molekiillerle etkilesim halindedir (Barabasi and Oltvai
2004). Proteinlerin etkilesimleri ve mekanizmalari Protein-protein etkilesimi (PPI) aglar
yardimiyla anlasilmaktadir (Safari-Alighiarloo et al. 2014). Bu ylizden STRING online
veritabani (Jensen et al. 2009) yardimiyla mevcut tez ¢alismasinda hedeflenen genler i¢in bir
PPI ag1 olusturulmustur. Yapilan analiz sonucunda incelenen genlerin etkilesim halinde
oldugu Sekil 39°da gosterilmistir. PPI agina bakildiginda DOX’un sebep oldugu toksisiteye

kars1 TA’ nin koruyucu etkisi oldugunu gostermistir.

Sekil 39. STRING veritabanin da olusturulan ve calismada incelenen hedeflerin iliskisini
gosteren PPI ag1 (PPI; protein-protein interaction).

Sonug olarak ¢alismada, DOX ‘un kiimiilatif uygulamasinin ardindan si¢anlarin dalak
dokularinda inflamatuvar, antioksidan ve apoptotik sistem tizerinde hasar meydana getirdigi
goriilmektedir. Ayrica, TA ve DOX’un kombine kullaniminin DOX maruziyet sonucu olusan

dalak hasarini korudugu goriilmiistiir.

DOX'un meydana getirdigi patolojik olaylarin altinda yatan mekanizmalarin tam

anlamiyla anlagilmasini saglayacak ¢aligmalara devam edilse de, TA muamelesinin kullanilan
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ilacin terapdtik aktivitesinde herhangi bir degisiklige sebebiyet vermeden kemoterapi kaynakli

dalak toksistesini azaltmaya yonelik etkili bir yaklasim oldugu diisiiniilmektedir.
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