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Onsoz

Alkolizm, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, hala insan saghg ve iilke
ekonomisi lizerinde negatif etkilere sahip olan ciddi bir problemdir. Bu nedenle, etanoliin
biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini, bu etkilere karsi gelistirilen potansiyel korunma
stratejilerini ve terapotik metodlart konu edinen birgok arastirma gergeklestirilmektedir. Bu ve
benzeri ¢alismalarin etil alkol alimina ve alkol yoksunluguna bagli beyindeki molekiiler
degisimler hakkinda daha detayl1 bilgilerin elde edilmesine ve alkol bagimliligina kars1 daha
basarili farmakolojik tedavilerin gelistirilmesine katki saglayabilecegine inaniyoruz. Kendi
calismamiz dahil (ELIBOL-CAN, 2011) simdiye kadar yapilan bircok calisma alkoliin
beyinde olusturdugu hasarlarin 6nemli Olciide alkoliin yarattig1 oksidatif stresin sonucunda
meydana geldigini gostermektedir. Mevcut ¢alismanin likit diyetle kronik alkol aliminin ve
ayrica bunu takip eden alkol yoksunlugunun hipokampusta olusturdugu molekiiler degisimleri
inceleyip antioksidant 6zelliklere sahip vitamin A takviyesinin hipokampus protein, lipit ve
niikleik asit yapisinda alkoliin yarattig1 degisiklikleri ne derece azaltacagi yoniinde ek bilgiler
sagladig1 ve bu konuda ¢ok sinirli sayida olan literatiire katkida bulundugu diistiniilmektedir.
Mevcut calismada hipokampus dokusundaki makromolekiil profilleri, biyolojik sistem
uygulamalarinda olduk¢a yeni, ortami1 bozmadan hassas ve siiratli bilgi verebilen FT-IR
teknigi ile incelendi. Bu ¢alismanin biitiin agamalarinin yapilabilmesi ve sonuglarinin elde
edilebilmesi i¢in gerekli maddi destegi saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma
Kurumu‘na (TUBITAK) ve her tiirlii destegi icin Saglik Bilimleri Arastirma Grubu’na bilim
diinyasina katkilar1 adina tesekkiir ederiz.
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Ozet
Etanolun davranig, beyin morfolojisi ve beyin fizyolojisi tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok

sayida sonu¢ olmasina ragmen, kronik alkol kullaniminin ve alkol yoksunlugunun sinir
sistemi lizerindeki zararl etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar hala tam olarak
acik degildir. Bu ¢alismamizda likit diyetle uzun siire alinan etanol tiiketiminin ve ayrica daha
sonra etanolun yoksunlugunun hipokampusun lipit, protein ve niikleik asit yapisinda
tetikledigi degisiklikler FT-IR spektroskopisi ile incelendi ve bu degisikliklere kars1 vitamin
A takviyesinin koruyucu etkileri aragtirildi. Sonug olarak 3 aylik likit diyetle verilen ancak
diisiik kan seviyelerine ulasan alkol ve alkol yoksunlugu, kisa siireli ancak yiiksek kan alkol
seviyeleri saglayan gavaj ile alkol alimina Kiyasla hipokampus molekiiler yapisinda oksidatif
strese baglanabilecek ciddi degisikliklere (6rnegin olefinik bant alaninin artmasina) yol
acmamaktadir. Mevcut ¢alismada, etanol alimi ve etanol yoksunlugu lipitleri etkilemezken,
proteinlerde ve Ozellikle niikleik asit yapisinda bir takim degisimlere yol agti. Tek basina
vitamin A takviyesinin hipokampus dokusunun molekiiler yapisin1 kuvvetli bir sekilde
etkiledigine dair sonuclar alindi. Bunlar arasinda vitamin A takviyesi, protein bantlarinda
frekans kaymalarmna, ikincil yapida degisikliklere ve bant genisliginde artmalara yol
actigindan, protein yapisi iizerinde etkili oldu. Bu etkiler arasinda protein denaturasyonun
isaretlerinden biri olarak kabul edilen “aggregated B-sheet” yapisinin artmasi olumsuz etki
olarak goriilebilir. Bunun yani sira vitamin A takviyesinin lipitler {izerinde olumlu veya
olumsuz olabilecek lipit diizensizliginin, hiicre zar1 akigkanliginin doymus/doymamis yag
oraninin ve olefinik bant miktarinin artmasi gibi.yapisal ve kantitatif etkileri vardi. Vitamin A
ile etanol etkilesimi ve yoksunluk déneminde vitamin A takviyesi lipitler tizerinde olumlu bir
etki gostermezken, “alpha helix” ve “beta sheet” yapisimi arttirip “aggregated beta sheet”
yapisini azaltarak protein stabilizesini arttirmaktadir. Ayrica, etanol niikleik asit yapisinda
degisime neden olurken, vitamin A varliginda bu degisim goriilmemekte ve niikleik asit
yapist korunmaktadir. Bu sonuglar gosteriyor ki, A vitamini etanol toksisitesine karsi bazi

koruyucu etkilere sahiptir.

Anahtar Kelimeler: akut/kronik etanol alimi, etanol yoksunlugu, vitamin A, sigan,
hipokampus, FT-IR spektroskopisi,



Abstract

The numerous adverse effects of ethanol abuse and ethanol withdrawal on behaviour, brain
morphology and physiology are well documented and commonly accepted. In contrast to this,
the understanding of the molecular mechanisms underlying these pathological effects is still
incomplete. The aim of the present study was to examine the effects of prolonged ethanol
intake by liquid diet and subsequent ethanol withdrawal on the molecular profiles of lipids,
proteins and nucleic acids of rat hippocampus using FT-IR spectroscopy. A potential
protective effect of the concomitant vitamin A administration was also investigated. As a
result, compared to “binge-like-drinking”, ethanol exposure through a liquid diet resulting,
however, in much lower BACs did not produce molecular changes (i.e. increase in the area of
olefinic band) that could be related to ethanol and/or ethanol withdrawal-induced oxidative
stress in the hippocampus. In the present study, ethanol consumption and withdrawal
produced some changes in proteins’ and especially nucleic acids’ structure having little effect
on the lipids. On the other hand, dietary supplementation of vitamin A per se had a strong
effect on the molecular structure of the hippocampus. Vitamin A when administered alone
caused frequency shifts in protein bands, produced increase in bandwidths, and apparently
triggered some changes in the protein’s secondary structure including an increase in the
“aggregated beta sheet” content. The latter change is accepted as one of the indices of protein
denaturation and thus can be considered as a negative side-effect of vitamin A
supplementation. Vitamin A per se showed both negative and positive effects on lipid content
and structure such as an increase in olefinic acids content, an increase in lipid disordering and
fluidity, and decrease of the ratio of saturated-to-unsaturated lipids. An interaction of vitamin
A with ethanol, and its supplementation during the withdrawal period had little effect on
lipids however, increased protein stability by increasing alpha helix and beta sheet and
decreasing aggregated beta sheet content. Moreover, concomitant administration of vitamin A
removed ethanol effects on nucleic acid structure, and thus manifested some protection

against ethanol toxicity.

Keywords: acute/chronic ethanol abuse, ethanol withdrawal, vitamin A, rat, hippocampus,
FT-IR spectroscopy.



BILIMSEL SONUC RAPORU

1. GIRIS

Etil alkol binlerce yildir en yaygin sekilde kullanilan ve bagimlilik yaratan bir maddedir.
Ayrica etil alkol kan-beyin bariyerini asan ve beyin dokusuna serbest¢e difiize olan nadir
molekiillerden biridir. Bu nedenle etanol genis kullanimi ile birlikte en yaygin
ndrotoksinlerden biri sayilmaktadir. insanlarda ve ayrica deney hayvanlarinda etanol aliminin
duyu uyarilarina kars1 motor tepkilerin yavaslamasina, motor koordinasyonunun bozulmasina,
agresif davraniglarin tetiklenmesine, hafizanin zayiflamasina ve o6grenme kapasitesinin
azalmasina yol agtig1 bilinmektedir (FADDA, 1998; MATTHEWS, 2004; MELCHIOR,
1993; SANTIN, 2000; SILVERS, 2003; WALKER, 1981). Kronik alkol kullaniminin
beyinde, néron kaybinda artis ve bellek bozuklar1 gibi olumsuz morfolojik ve fonksiyonel
etkilere neden oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan tespit edilmistir (DOUGHERTY, 2000;
PERIS, 1997; THINSCHMIDT, 2003). Hem akut hem de kronik alkol aliminda meydana
gelen hafiza zayiflamasi, 6grenme ve bellek i¢in 6nemli olan beynin hipokampiis bolgesi
tizerindeki etanolun olumsuz etkilerine baglanmaktadir (ARENDT, 1988; GIVENS, 2000;
MATTHEWS, 2000; SHIMIZU, 1998; SINCLAIR, 1986;WEINER, 1994; WHITE, 2004).
Kronik alkol aliminin beyin {izerinde yarattig1 zararl etkilerin yoksunluk déneminde daha da
arttig1 gézlemlenmistir (CADETE-LEITE, 2003, FINN, 1997; GLUE, 1990; GONZALES,
1996; PAULA-BARBOSA, 1993, PHILLIPS, 1983). Etil alkoliin davranis, beyin morfolojisi
ve fonksiyonlari iizerindeki etkileri ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma olmasina ragmen bunlara eslik
eden beyin dokusundaki molekiiler degisimler yeterli derecede bilinmemektedir. Etanolun,
dokularda, molekiiler seviyedeki etkilerini arastiran ¢alismalarin cogu f6tal alkol sendromu ile
ilgilidir (GOODLETT, 2005 derleme makalesi ve i¢indeki referanslar). Yetiskin bireylerin
dokularinda alkoliin kronik kullaniminin yarattigini molekiiler degisimler hakkinda daha az
bilgi vardir ve yapilan ¢alismalarin bir ¢gogu in vitro olup karaciger ve kan hiicrelerinin doku
kiiltiiri  tizerinde yapilmistir (CHIN, 1977; ELLINGSON, 1991;GOLDSTEIN, 1984,
HARRIS, 1987; HRELIA, 1986; SUN, 1985; WING, 1982; WOOD, 1987). Beyin dokusu
tizerinde yapilan bu tiir calismalar az olup (NIXON, 2006; STEVENSON, 2005) bu konuda
yeni ve daha kapsamli arastirmalarin yapilmasina 6nemli ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle,
tarafimizca yapilan bir ¢calismada (ELIBOL-CAN, 2011) siganlara, 15 giin siireyle giinliik
yiiksek etanol dozlar1 gavajla verilmistir. Son alkoliin verilisinden 4 saat sonra bellek olusumu

icin 6nemli ve ayn1 zamanda etanolun etkilerine duyarlt bir beyin bolgesi olan hipokampusda
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protein, lipit ve niikleik asit profillerinde ciddi degisikliklerin olustugu Fourier doniistimlii
kizil-6tesi (FT-IR) spektroskopisi ile gozlemlenmistir. Alkolin kesilmesinden 24 saat sonra
molekiiler oranlarda ve lipit yapisindaki degisikliklerin 6nemli 6l¢iide azaldigi, ancak 72 saat
sonra tekrar ve daha siddetli olarak meydana geldigi goriilmiistiir. Bu sonuglar gostermektedir
ki 15 giin siiren ve araliklarla yiiksek dozda alkol alim1 uzun vadeli molekiiler degisimlere yol
acmamaktadir, buna karsin giiglii fiziksel bagimliligin olusmasi i¢in yeterlidir. Bu ¢alismada
alkol yoksunlugu ile hipokampuste molekiiler seviyede anlamli lipit peroksidasyonu, protein
ve niikleik asitlerin yapisinda konformasyonel degisimler, lipitlerin diizen-diizensizlik ve
dinamik parametrelerinde degisiklikler ve ayrica protein ve niikleik asitlerin toplam
miktarinda artis gézlenmistir. Bir dnceki ¢alismamizin devami olarak diisiiniilen bu projenin
amaci, etanolun daha uzun siire (3 ay) ve insan alkolizminin daha dogal modeli olan likit diyet
yolu ile verilmesi (UZBAY, 1995) ve alkoliin kesilmesini takiben hemen, 24 ve 72 saat sonra
hipokampus molekiiler yapisindaki degisimlerin incelenmesidir. Kendi ¢alismamiz dabhil,
simdiye kadar yapilan, dokularda ve oOzellikle beyinde alkoliin molekiiler etkilesimlerini
arastiran calismalar alkol alimimin ve yoksunlugun olusturdugu olumsuz etkilerin kismen
oksidatif strese bagl oldugunu gostermektedir (BILLER,2009; CHEN, 2008; CREWS, 2009;
ELIBOL-CAN, 2011; JUNG, 2008; SALAZAR, 2008; SHIPOOR, 2009). Etanol ya da onun
metabolitleri (alkol dehidrogenaz veya katalaz enzimi ile etanol oksidasyonu sonucu olusan
asetaldehit); CYP450 ve 6zellikle CYP2E1 enziminin aktivasyonu, hidroksil radikalleri ile bu
radikallerin direk reaksiyonu sonucu olusan hidroksietil radikalleri veya iNOS ve sPLA2
indiiklemesi ile sitokin sinyal yolaginin uyarilmasi ve PLA2/COX yolaklarindan
prostanoidlerin {iretilmesi gibi molekiiler mekanizmalar sonucunda serbest radikaller
olustururlar (GOODLET, 2005; MONTOLIU, 1994; SUN, 2001; YATIN, 2000). Bunlara ek
olarak, alkoliin, askorbik asit ve alfa-tokoferol gibi endojen antioksidanlarin ve serbest
radikallerin yikimini saglayan siiperoksid dismutaz (SOD) enzim diizeyini diisiirdiigli de 6ne
stiriilmektedir(DEITRICH, 1989; GUERRI, 1998). Alkol yoksunlugunun beyinde olusturdugu
oksidatif stres ise yoksunlugun yarattigi sinir sistemi hiperaktivitesine baglanmaktadir
(HENDRIKSON, 2007; TSAI, 1998, UZBAY, 2001). Beyin, diger organlarla kiyaslandiginda
oksidatif strese kars1 daha hassastir. Bu hassasiyet, beynin yiliksek oranlarda oksijen
kullanimi, kolayca oksidasyona ugrayan ¢oklu doymamis yag asitlerin hiicre zarinda ytiksek
oranlarda bulunmasi, katalaz veya SOD gibi antioksidan enzimlerin ve ayn1 zamanda alfa-
tokoferol, glutatyon gibi antioksidanlarin oranlarinin daha az olmasi ve yiiksek oranlarda

demir barindirmasindan kaynaklanmaktadir (COHEN, 1980; SINET, 1988). Diger taraftan
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vitamin A’nin (retinol) antioksidan etkisi gosterdigi bilinmektedir (PAIVA, 1999;
WOODALL, 1997; ZAIDI, 2004). Karotenoidlerin antioksidan etkisi, kararsiz oksijen
molekiillerinin séniimlenmesi ve peroksil radikallerinin temizlenmesine dayanmaktadir.
Uyarilmis karotenoid, solventle bir dizi donme ve titresim etkilesimleri yaparak yeni
kazanilan enerjiyi giderme yetenegine sahiptir. BOylece orijinal uyarilmamis karotenoid
yeniden olusturulur ve bu dongii oksijen molekiillerinin séniimlenmesi icin tekrar ve tekrar
kullanilir. Lipit peroksidasyonunun onlenmesi ise karotenoidlerin antioksidan gibi davranip
peroksil radikallerle doymamus asit zincirlerinden daha hizli bir sekilde etkilesime girmesi ile
olmaktadir. Vitamin A uygun dozda kullanildiginda antioksidan gibi davranip beyinde
etanolun zararl etkilerine karsi koruyucu etkiler saglayabilir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
A vitamininin etanole kars1 koruyucu etkileri karaciger ve testis gibi organlarda gosterilmistir
(RAMIREZ-FARIAS, 2008, ROSENBLUM, 1987). Diger taraftan, dogumdan 6nceki beyin
gelisimini (ROSS, 2000) ve dogumdan sonra normal beyin fonksiyonlarint etkiledigi i¢in
vitamin A (retinol) ve onun metabolitlerinin (retinal ve all-trans retinoik asit (atRA)) gerekli
oldugu daha once literatiirde gosterilmistir (CHIANG, 1998; CHEN, 2008; LANE, 2005).
Dogum Oncesi ve sonrast etanol aliminin ve vitamin A yoksunlugunun ve/veya anormal
metabolizmasinin sinir sisteminde ve davranis {izerinde yaptigt bozukluklar birbirine
benzediginden dolayi, etanolun organizma iizerindeki olumsuz etkilerinin retinoid
fonksiyonlariin bozulmasindan kaynaklanabilecegi bazi arastirmacilar tarafindan One
strilmiistir (DELTOUR, 1996; DUESTER, 1991, FRANK, 1976; GRUMMER, 1993,
MOLOTKOV, 2002). Bu hipoteze gore, dokularda yiiksek seviyelere ulasan etanol, retinoliin
sinyal 6zelliklerini tasiyan retinoik asite doniistiiriilmesini saglayan dehidrojenaz enzimlerinin
aktivitesini kompetitif inhibitorgibi davranarak azaltmaktadir. Bu hipoteze karsin son yillarda
yaymlanmis olan c¢aligmalar, hem fetiis hem de eriskin organizmalarin bazi dokularinda
(6zellikle testisler ve ayrica hippocampus ve neokorteks gibi bazi beyin bolgelerinde) toksik
seviyelere ulasan etanolun, A vitamininin aktif formu olan atRA konsantrasyonunu diisiirmek
yerine arttirdigimi gostermektedir (KANE, 2010). Aslinda daha 6nceki ¢alismalarda alkoliin
etkisi ile karacigerde retinol esterler olarak depolanmis A vitamini rezervlerinin hizli hidrolize
ugradigl, bunun sonucu retinol ve onun metaboliti olan atRA seviyelerinin yiikseltildigi ve
bunu takiben karacigerden atRA ihracinin arttigi tespit edilmistir (FRIEDMAN, 1989; SATO,
1981). Bu son ¢alismalar hipokampus ve kortekste etanoliin yarattigi normaliistii atRA
seviyelerinin, bazi FAS semptomlarint ve eriskin bireylerde kognitif bozukluklar1 ortaya

cikarttigimi One siirmektedir. Eger bu dogru ise etanol intoksikasyonu sirasinda almman A
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vitamini takviyesi olumlu sonuglar dogurma yerine etanolun yarattigi olumsuz kosullarin
derinlesmesine yol ag¢maktadir (WOLF, 2010). Bu ¢eligkili sonu¢ ve hipotezler
dogrultusunda, beyin dokularinda etanol ve Vitamin A arasindaki etkilesimin daha fazla
incelenmesine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, mevcut ¢alismada, geng eriskin siganlarda 3 ay
stiresince likit diyetle verilen alkoliin ve 24-72 saat siiren alkol yoksunlugunun hipokampusun
molekiiler yapisini tek basina ve A vitamini esliginde ne derece degistirdiginin FT-IR teknigi

kullanilarak tespit edilmesi hedeflendi.
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2.GEREC VE YONTEMLER
2.1. Deney Hayvanlari

Aragtirmalar 3-4 aylik erkek Wistar sicanlar iizerinde yapildi. Siganlar rasgele 5 gruba ayrildi:
izokalorik kontrol grubu (IK, n=7), etanol grubu (E, n=24), diyetinde vitamin A bulunan
izokalorik kontrol grubu (IKA, n=9), etanol art1 vitamin A grubu (EA, n=24) ve ayrica higbir

isleme maruz kalmayan kontrol (K, n=9) grubu.

2.2. Hayvan bakim

Deneyler sirasinda, hayvan bakimi hayvan iinitesinde 6zel olarak egitilmis bir kisi tarafindan
yapilmaktadir. Her hayvan seffaf polimerden yapilan ayr1 kafeslerde tutulmaktadir. Hayvan
tinitesinde bulunan Mitsubishi havalandirma sistemi siirekli hava degisimi ve ayrica sabit 1s1
(21-22 °C) saglamaktadir. Saat 7.00’de baslamak tizere 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik

dongii uygulanmaktadir. Hayvan tinitesi ve hayvan kafesleri diizenli olarak temizlenmektedir.

2.3. Alkol Diyetinin Uygulanmasi

Sicanlara modifiye edilmis likit diyet uyguland1 (Uzbay ve Kayaalp, 1995).Bu diyette % 2,4
(v/v) etanol igeren soliisyon ilk 3 giin, % 4,8 (v/v) etanol igeren soliisyon daha sonraki 4 giin
ve % 7,4 (v/v) etanol igeren soliisyon takip eden 85 giin boyunca siganlara verildi. IK grubu
ise etanol yerine ayni kaloride siikroz iceren izokalorik likit diyet aldi. EA ve IKA gruplarina
verilecek sollisyona vitamin A (5000 IU/L) eklendi. Alkol gruplarindaki her hayvan igin
hazirlanan likit diyet karisim1 agagidaki gibiydi.

Stit (ml) Siikroz (g) Etanol (ml)
3 giin 97,6 8,15 2,4
4 giin 951 4,85 4,9
Diger giinler 92,6 1,65 7,4

Buna karsin K grubuna pelet seklinde standart laboratuvar yemi ve su verildi. Likit diyet
uygulanan hayvanlara yem ve su verilmedi. Likit diyet giinlik olarak hazirland1 ve her
hayvana hazirlanan soliisyondan 100 ml verildi. Her sabah bir 6nceki giinden kalan likit diyet

miktar1 ve hayvanin agirligi 6l¢iildii ve boylece her hayvanin giinliik alkol tiiketimi belirlendi.

2.4. Kandaki Alkol Konsantrasyonunun Olgiilmesi
Kandaki alkol konsantrasyonu ayn1 alkol uygulamasina maruz birakilan ayr1 bir grup sicanda

(n=3) yapildi. Kan 6rnekleri eter anestezisi altindaki sicanlarin kalbinde 3-4 ml olacak sekilde
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EDTA’L tiiplere alkol uygulamasinin 84. giiniinde alindi. Kan 6rnekleri 1000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi ve elde edilen serumdan alkol konsantrasyonu Biolabo alkol kiti ile

mg/dl olarak belirlendi.

2.5. Dekapitasyon

Etanol gruplarinda bulunan siganlarin bir kismi1 (E/EAO grubu) alkol verilmesi kesildikten
hemen sonra dekapitasyon yolu ile feda edildi ve etanolun akut/kronik etkilerini arastirmak
i¢cin kullanildi. Diger sican alt grubu (E/EA24 grubu) 24 saat sonra yoksunlugun erken
sathasinda feda edildi.Son alt grup (E/EA72 grubu) ise 72 saat sonra yoksunlugun geg
sathasinda feda edildi. Kontrol gruplari E/EA72 grubunun feda edildigi giinde feda edildi.

2.6. FT-IR Spektroskopik Ol¢iimler

2.6.1. FT-IR Spektroskopisi icin Ornek Hazirlanmasi

Hayvanlar dekapitasyonla feda edildikten hemen sonra beyinleri ¢ikarildi ve hizli bir sekilde
kuru buz ve izotonik soliisyon yardimiyla hipokampusleri ayrildi. Hipokampusler siv1 azotla
ani dondurmadan sonra FT-IR ¢alismalar1 yapilana kadar —80 derecede muhafaza edildi. FT-
IR spektroskopisi yapmak amaciyla dondurucudan alinan dokular LABCONCO marka
(Labconco FreeZone®, 6 liter Benchtop Freeze Dry System Model 77520) kurutucuda suyu

ortamdan uzaklastirmak amaciyla gece boyunca kurutuldu.

Sekil 2.1. Freeze Dry Sistem cihazi

Kurutulan dokular 2 dakika boyunca sivi azotla pargalandi ve toz haline getirildi. Daha sonra
kiigiik miktardaki doku ornekleri (1 mg) potasyum bromit (KBr, Merck) ile 1/150 oraninda
homojen bir karisim elde edecek sekilde karistirildi. Hazirlanan bu karisimdan daha sonra

birkag tonluk basing altinda ince seffaf diskler hazirlandi.
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Sekil 2.2. Disk yapma aparatlari
Hazirlanan bu disklerden MIR TGS detektor ile desteklenmis Perkin-Elmer Spectrum-One
FTIR spektrometre (Perkin-Elmer Inc., Norwalk, CT, USA) kullanilarakkizil6tesi spektralar
elde edildi.

Sekil 2.3. Perkin-Elmer Spectrum-One FTIR spektrometre
2.6.2. FT-IR Spektroskopisi Ol¢iimlerin Alinmasi

Spektralarin toplanmasi ve bant alani, bant frekansi1 gibi bazi1 veri hesaplamalar1 Spectrum-
One yazilimi ile yapildi. Bu programin arayiizi ve aliman 6rnek bir spektrum asagidaki

gibidir,
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Sekil 2.4. “Spectrum-One” yazilimi arayiizii
FT-IR spektralar1 gerekli optimizasyon calismalar1 yapildiktan sonra oda 1sisinda 4000-400
cm™ bélgesinden elde edildi. Her bir interferogram, her érnek icin 4 cm™ ¢oziiniirlikteki 100

tarama sonucunda toplanan spektralardan olusturuldu.

Ik olarak %100 KBr iceren disklerin c¢ekimleri yapildi ve bu cekimler arka plan olarak
kullanildi. Bu ¢ekimler sonucunda elde elden spektrum otomatik olarak SpectrumOne
programinda ¢ikartildi ve asil 6rneklerde havadan ve KBr’den kaynakli bantlar elimine edildi.
Asagidaki grafikte saf KBr ¢ekimi sonucunda elde edilen bir arka plan spektrumu

goriilmektedir.
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Her 6rnekten 3’er tane replikasyonu yapilip bunlarin ortalamalari alindi. Data analizlerinde bu
tic replikasyonunun ortalamasi kullanildi. Biitlin 6rneklerin ¢ekimleri bittikten sonra ilk olarak
her ornekten elde edilen 3 replikasyonun ortalamasi programin “spectral calculator”
fonksiyonu kullanilarak hesaplandi. Daha sonra giirtiltiiden kaynakli bantlar1 yok etmek
amaciyla her bir spektrum programin “smooth” opsiyonu kullanilarak Savitsky-Golay 9-point
oraninda diizeltildi.

Band frekans ve genislik Ol¢iimleri her bandin %80’i baz alinarak yapildi. Daha sonra

spektrumlarin ayni seviyede goriinmeleri amaciyla “baseline” diizeltilmesi yapildi.

Sekil 2.6.“Baseline” alinmasi
“Baseline” diizeltilmesi yapilan spektrumlar SpectrumOne yazilimi ile alan hesaplamalarinda

kullanildi ve bdylece molekiillerin konsantrasyonlari belirlendi.

Daha sonra genel bir bakis yapmak amaciyla gruplarin ortalama spektrumlar1 alindi ve
normalize edildi. Normalizasyon islemi 1. Bolgeye gore yani Amide A bolgesine gore yapildi.
Normalizasyon islemi bant yiiksekliklerini dengeleyerek gorsel amagclar i¢in kullanilmaktadir.
Boylece spektrumlar arasinda noktasal karsilastirmalar yapilabilmektedir (SMITH, 1999).
Asil analizler, bant frekans degisimleri veya genislik degisimleri gibi hicbir islem goérmemis

yani “baseline” ve normalize islemlerine ugramamis spektrumlar iizerinde yapildi

2.7. Veri Analizi

Biitiin Olclimlerde grup ortalamalar1 + standart hatalar1 hesaplandi. Veri hesaplamalarinda
gruplar bagimsiz faktér olarak ve her giinkii alkol tiiketimi ve agirlik 6l¢timleri tekrarlanan
Olciim olarak hesaplandi. Bu verilerin istatistiksel degerlendirme igin tekrarlanan 6l¢iim
varyans analizi kullanildi. Ortalama tiiketim ve FT-IR analizleri i¢in ise tek faktorlii varyans

analizi (ANOVA) kullanildi.Verilerin Post Hoc analizi i¢in Tukey testi, LSD ve Bonferroni
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yapildi. SPSS istatistik programlar1 kullanildi. p<0.05 olan degerler anlamli olarak farkli
kabul edildi.

Bu ¢alismada uygulanan tiim prosediirler hayvanlarin 1stiraplarint minimum seviyede tutmak
icin tasarlanmistir. Tiim deneyler bilimsel amaclar i¢in kullanilan deney hayvanlarmin
korunmast ile ilgili ve 16.05.2004 tarihinde Tarim ve Koy Isleri Bakanlig1 tarafindan Resmi
Gazetede (Say.: 25464) yayinlanan yonetmenliklere gore yapilmistir ve mevcut ¢alisma igin

ODTU HDYEK 2009/15n0’lu izin belgesi alinmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Analiz I¢in Kullanmilan Ornek Sayilar

Likit diyet uygulamasi siiresince alkol yiiziinden olusan semptomlar nedeniyle 6len hayvanlar
deneyden ¢ikarildi. Deneyler siiresince 8 hayvan 6ldi. Bu nedenle FT-IR spektroskopisinde
kullanilan hayvan sayilarinda bazi degisiklikler oldu. Ayrica 6rnek hazirlama veya saklama
kosullar1 sirasinda olusan hatalardan kaynaklandigini diisiindiiglimiiz baz1 orneklerin kotii
spektralar vermesi nedeniyle bazi hayvanlarin spektrumlari analiz digi birakildi. Bu
degisikliklere gore gruplardaki 6rnek sayilari; E0=6, E24=6, E72=6, IK=7, EA0=7, EA24=7,
EA72=8, IKA=9, ve K=7 olarak belirlendi.

3.2. Hayvanlarin Agirhk Degisimleri

Ortalama Agirlik

1 11 21 31 41 51 61 71 81 —
Glinler

Sekil 3.1. Deney siiresince kaydedilen gruplarin ortalama agirligi

Yukaridaki grafikte gruplarin alkol alimi siiresince ortalama viicut agirliklarindaki degisim
goriilmektedir. Sekilde gorildiigii gibi hayvanlarin baslangig viicut agirligit 200-250 g
arasinda degisiyordu. Likit diyet uygulanmasina baslandiktan sonra tiim hayvanlarin viicut

agirliginda gecici bir disiis oldu ancak zaman iginde tim hayvanlar tekrar kilo almaya
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basladilar ve baslangictaki viicut agirligina tekrar ulastilar. Tiim grafiklerde yiikselis trendi
hakimdir. Tekrarlanan varyans analizi (repeated measure ANOVA) sonucuna gore giinler
arasinda anlamli bir fark bulundu (F(17:969)=173,236 p<0,000). Bu analize gore gruplar
arasinda da anlamli bir fark bulundu (F(8:57)=5,781 p<0,000). Post Hoc Tukey testi ile
gruplar karsilastirildiginda vitamin A verilen gruplarda kilo aliminda yavaslama goriildi
ancak vitaminli grup (IKA, EAO, EA24, EA72) ve vitaminsiz gruplar (IK, EO, E24, E72)
kendi i¢inde karsilastirildiginda gruplar arasinda fark yoktu.

3.3. Alkol ve Vitamin A Tiiketimi

Asagida egilim cizgisiyle ¢izilen grafikte gruplarin giinliik siv1 tiiketimleri goriilmektedir.
Istatistiksel analiz sonucunda tiim etanol gruplarinda giinliik siv1 tiiketiminde zaman i¢inde
anlamli bir artis izlenmektedir (F(84:2856)=21,472 p<0,000) ancak gruplar aras1 anlamli bir
fark bulunmamaktadir (F(5:34)=0,897 p=0,494). Siganlarin giinliik etanol ve vitamin alimlar1
giinliik s1v1 alimlart ile dogru orantilidir. Bu nedenle alinan etanol veya vitamin miktarlarinda
da anlamli bir fark olmadig1 diistiniilmektedir (Sekil 3.3 ve 3.4). Gruplarin deney siiresince
ortalama alkol tiiketime tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile bakildiginda yine
gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (F(5:40)=0,310 p=0,940).

Gunluk Sivi Alimi

100 -

Sivi Tiiketimi [ml)

20 -

1 11 21 31 41 51 81 71 81

Ginler

Sekil 3.2. Deney stiresince alkol grubu tarafindan tiiketilen s1vi miktarlari
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Sekil 3.3. Deney siiresince alkol grubu tarafindan tiiketilen giinlik ve ortalama alkol

miktarlar

Gunlik Vitamin A Alimi
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Sekil 3.4. Deney siiresince alkol grubundaki hayvanlar tarafindan alinan vitamin A miktarlar

3.4. Kandaki Alkol Konsantrasyonu

Alkol aliminin 84. giiniinde alinan kan Orneklerinde ortalama alkol yogunlugu 92.27+61.18

mg/dl olarak bulundu.

3.5. FT-IR Spektroskopisi Sonuclari

Ik olarak bantlarin genel bir taramasi ve gozden gecirilmesi yapilip incelenecek bantlar
belirlenmistir (Sekil 3.5). Bu belirleme daha once tarafimizdan gergeklestirilen diger bir
calisma (ELIBOL-CAN, 2011) baz alinarak yapilmigtir. Bu amagla tabloda ve grafikte verilen
bantlar bu ¢alismaninda analizlerinde kullanilacak olan bantlardir (BANYAY, 2003,
CAKMAK, 2006; JACKSON, 1998; JAMIN, 1998; LYMAN, 1999; MELIN, 2000; RIGAS,
1990; TAKAHASHI, 1991; TOYRAN, 2004; WONG, 1991).
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Sekil 3.5. Kontrol grubuna ait 6rnek 4000-400 cm-1 bdliimiinden elde edilmis ve Amid A’ya

gore normalizasyonu yapilmis FT-IR spektrumu
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Tablo 1. Hipokampus dokusuna ait banlar ve spektral tanimlari

Bant
Dalga Si‘ym Spektral Tanim
No (cm™)

1 3304 O-H gerilme (Amide A), protein ve glikojenden kaynakli
hidrojen-bagli intermolekiiler OH gruplari

2 3066 C-H ve N-H gerilmesi (Amide B) (protein kaynakli)

3 3014 Olefinik=CHgerilmesi: unsature lipidler, ~kolesterol
esterleri
CH; asimetrik gerilme: ¢ogunlukla lipid kaynakli ama

4 2961 az miktarlarda protein karbohidrat ve niikleik asit
kaynakli
CH; asimetrik gerilme: ¢ogunlukla lipid kaynakli ama

5 2921 az miktarlarda protein karbohidrat ve niikleik asit
kaynakl1

6 2872 CHj; simetrik gerilme: ¢ogunlukla protein kaynakli ama
az miktarlarda lipid, karbohidrat ve niikleik asit kaynakli

7 2851 CH; simetrik gerilme: ¢cogunlukla lipid kaynakli ama az
miktarlarda protein karbohidrat ve niikleik asit kaynakli

8 1745 (ester) Carbonil C=0 gerilme: lipidler

1658 Amide | (protein C=0 gerilme)

10 1549 Amide Il (protein N-H biikiilmesi, C-N gerilmesi)

11 1468 CH; biikiilmesi: g¢ogunlukla lipid kaynakli ama az
miktarlarda protein kaynakli

12 1402 COO  simetrik gerilme: fat asitleri

13 1344 Amide 111 :kollajen

14 1311 CH,, biikiilmesi (protein, lipid), niiklei asit
PO, asimetrik gerilme, hidrojen bag bulunmayan:

15 1262 cogunlukla niikleik asit kaynakli ama az miktarda
fosfolipid kaynakli
PO’ asimetrik gerilme, tamamen hidrojen bagl:

16 1236 cogunlukla niikleik asit kaynakli ama az miktarda
fosfolipid kaynakli

17 1172 CO-0O-C asimetrik gerilme: glikojen ve niikleik asit

18 1083 PO, simetrik gerilme: niikleik asit ve fosfolipid kaynakl
C-O gerilme: glikojen, polisakkaritler ve glikolipidler

19 970-995 (;-N -C gerilme: niikleik asit, RNA’nin ana zincirindeki
riboz-pentoz kaynakli

20 925 z-tip DNA
Niikleik asitlerin ana yapisinda bulunan N-tip seker

21 876 . .
titremesi

99 801 Niikleik asitlerin ana yapisinda bulunan N-tip seker

titremesi
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Grup ortalamalar1 alinan, baseline diizeltilmesi ve normalizasyonu yapilan spektrumlar

asagida verilmistir.

1.55,

14
1.2

1.0

0.8 ) _ . <EA72

Absorbans

0.6

0.4

0.2

0.0 — - T - T \
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Dalga sayisi (cm™)

Sekil 3.6. Her gruba ait 6rnek 4000-400 cm™ bolimiinden elde edilmis ve Amide A’ya gore

normalizasyonu yapilmis FT-IR spektrum ortalamalari

Sekil 3.6 ve Tablo 1°de goriildiigii iizere, FT-IR ¢ekimleri sonucunda lipitlere, proteinlere ve
niikleik asitlere ait bantlar1 iceren kompleks bir spektrum elde edilmistir. Bu nedenle detayli
analizlere 3 farkli bolgede deginilmistir. Ilk bolge 3800-3030 cm™, ikinci bdlge 3030-2800

Cm'l,ve son olarak ii¢lincii bolge 1800-400 cm™ olarak belirlenmistir.

Amid A

Absorbans

3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 3030
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 3.7. 3800-3030 cm™ bolgesinde bulunan Amid A (3360 cm™) bandima gore normalize
edilmis her bir gruba ait FT-IR spektrumu.
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CH, asimetrik
gerilme

CH, simetrik

gerilme
. -—- EA0

CH; asimetrik

gerilme

\. CH; simetrik
N gerilme

Absorbans

Olefinik
HC=CH

2880 2840 2800

3030 3000 2960

2920

Dalga sayisi (cm?)

Sekil 3.8. 3030-2800 cm™ bélgesinde bulunan CH, asimetrik gerilme (2920 cm™) bandina

gore normalize edilmis her bir gruba ait FT-IR spektrumu.

Amid. |

PO, simetrik ... EA24

i gerilme
PO, asimetrik

gerilme

Absorbans

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 soo T00 600 500 400

Dalga sayisi (cm™?)

Sekil 3.9. 1800-400 cm™ bolgesinde bulunan Amid | (1658 cm™) bandina gére normalize
edilmis her bir gruba ait FT-IR spektrumu.
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Sayisal analizleri yapilan spektrum sonuglari tablolarda gosterilmektedir (Tablo2-6). Etil
alkoliin hipokampus molekiiler yapisi tlizerindeki etkilerini incelemek igin ilk once alkol
gruplar1 kendi kontrol gruplar ile karsilastirildi (E gruplar1 IK grubu ile ve EA gruplar IKA
grubu ile). A vitamininin tek basina gosterdigi etkileri degerlendirmek igin ii¢ kontrol grubu
(K, IK ve IKA) birbirleriyle karsilagtirildi.

3304 cm™ (Amid A) ve 3066 cm™ (Amid B) merkezli bantlar1 OH ya da NH gerilmesi ve NH
ya da CH vibrasyonuna karsilik gelmektedir. Amid A banti protein ve polisakkaritlerin OH
gerilmelerinden kaynakli giiglii absorpsiyonlar1 icermektedir (CAKMAK, 2004; MELIN,
2000). Amid A bant frekans degisiminde anlamli fark sadece IK ve K arasinda goriiliirken,
Amid B bantinda EO0, E24, E72 gruplarinda IK grubuna kiyasla ve IKA grubu IK ve K
grubuna kiyasla anlamli frekans kaymalar1 (frekans artigi) goriilmektedir (Sekil 3.10, Tablo
3).

Amid B (3070 cm™)

3080 1

* %k

3075 1 323 v .

3070 A

3065 A

Frekans (cm™)

3060 +

3055 A

3050 A

K EAO0 EA24 EA72 IKA EO E24 E72 IK

Sekil 3.10 Protein Amid B bant frekansindaki degisimler. Hata gubuklar1 standart sapmay1
(SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi alkol gruplarimin kendi kontrol grubuna kiyasla
p<0.001*** ile, IKA grubunun K kontrol grubuna kiyasla p<0.001### ile ve IK ve IKA
gruplart arasindaki fark ise p<0.001§§§ ile simgelenmistir.
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Tablo 2. Band alan degisimleri. Degerler her bir grup ortalamalarini ve standart sapmalarini

gostermektedir. Farklilik derecesi alkol ve kendi kontrol gruplarina kiyasla p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarinin K kontrol grubuna kiyasla p<0.05#,
p<0.01##, p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplar arasindaki fark ise p<0.05§, p<0.01§$,

p<0.001§§3§ ile simgelenmistir.

BAND ALANI (+) Vitamin A (-) Vitamin A

Band Adi K(n=7) IKA (n=9) | EAO0(n=7) | EA24 (n=7) | EA72 (n=8) | IK (n=7) EO (n=6) E24 (n=6) | ET72 (n=6)

Amid A 68,50+ 6,37 | 72,17+3,76 | 69,98 £2,24 | 87,91 +4,97 | 64,77 +4,39 | 68,62 +2,53 | 56,80+ 1,60 | 63,18 +4,81 [58,81 +0,80

Amid B 7,52+0,13 7,70 £ 0,38 6,96 £ 0,21 8,35+0,33 6,54 +0,45 6,22 +0,19 5,65+0,13 5,76 £ 0,39 5,83 +£0,08

Olefinik 2,68 £0,23 2,74 +£0,13 2,45 +0,07 2,90+0,11 2,32+0,16 2,10+ 0,06 1,96 + 0,04 1,95+£0,13 2,03 +£0,03
§

CH3 6,58 £0,56 6,83 £ 0,35 6,20+ 0,20 7,43 £0,29 6,03 £0,40 5,41+£0,17 5,10+ 0,12 5,01 £0,37 5,34 + 0,06

asimetrik

CH2 11,25+0,96 | 11,71 +0,63 | 10,82 +0,37 | 13,01 +0,52 | 10,74+ 0,68 | 9,81 +0,37 9,25+0,23 9,10+0,74 9,82 +0,09

asimetrik

CH3 1,54+0,13 1,57+£0,08 1,41 £0,04 1,67 0,06 1,37 +0,09 1,20 £ 0,04 1,14+£0,03 1,12+ 0,08 1,20+ 0,01

simetrik §

CH2 3,41+0,29 3,54+0,18 3,22+0,10 3,80+£0,14 3,16 0,20 2,82+0,10 2,62+ 0,06 2,61 £0,19 2 84 +0,02

simetrik

Ester 3,39+0,32 3,45+0,19 3,03 +0,09 3,62+0,18 2,79 +£0,20 2,58 £0,04 2,40 £0,05 2,43 +£0,13 2,46 £ 0,04
§

Amid | 20,72 +1,94 | 23,01 +1,41 |21,73+0,94 |26,93+1,56 |21,09+1,56 |21,90+0,78 | 19,65+0,56 | 19,81 1,72 | 20,30 +0,42

Amid 11 13,92+ 1,27 | 15,20+0,89 | 14,20+0,61 | 17,34+0,94 | 13,71 +£1,03 | 13,86 0,45 | 12,51 +£0,34 | 12,57+1,04 | 12,88 +0,25

CH2 445+0,39 4,63 £0,26 429 +0,14 5,17+£0,23 4,12+0,26 3,83+£0,13 3,55+ 0,08 3,54+£0,26 3,67 +£0,04

Biikiilme

COO 5,69 +0,48 5,95+0,32 545+0,17 6,57 +0,30 5,16+0,3 481 +0,15 443+0,11 445+0,32 454 +0,06

simetrik

Amid 111 1,00 = 0,09 1,04 £ 0,06 0,94 + 0,03 1,13+£0,05 0,87 = 0,06 0,81 +0,03 0,75+ 0,02 0,76 = 0,05 0,77 +£0,01

CH2 2,91+0,26 3,03+0,18 2,77+ 0,09 3,32+0,15 2,58 +£0,18 2,45+£0,07 2,25 +£0,05 2,27+0,16 2,32+£0,03

Biikiilme

PO2 6,77 £ 0,64 7,17+£0,42 6,73 +0,23 7,91 +£0,38 6,29 +£0,43 5,90+0,17 5,48 +0,13 5,51 +0,38 5,69 £ 0,07

asimetrik

CcoocC 1,97 £0,19 2,04+0,11 1,99 + 0,06 2,27+0,10 1,78 +0,11 1,60 + 0,05 1,50 +£0,03 1,50+0,10 1,54 +0,01

asimetrik

PO2 11,54+ 1,13 | 11,87+0,74 | 11,60 +0,39 | 13,50 +0,50 | 10,58 £0,53 | 9,44 + 0,35 8,78 £0,26 8,74 £0,58 9,16 + 0,09

simetrik

CNC 1,62+0,19 1,48 +0,12 1,38 +£0,07 1,66 = 0,08 1,23 +£0,05 1,04 £ 0,06 0,98 + 0,06 0,97 + 0,06 1,01 +£0,02

gerilme ##

Z-DNA 0,34 £ 0,05 0,29 £ 0,03 0,25 +0,02 0,30+ 0,02 0,22 +£0,02 0,19+£0,02 0,18 £0,03 0,16 £0,02 0,19+£0,01
#it

N-seker 0,012+0,006 | 0,015+0,004 | 0,024+0,007 | 0,054+0,008 | 0,036+0,004 | 0,066+0,004 | 0,039+0,004 | 0,044+0,009 [0,046+0,003

Fhx #H, §§§
N-seker 0,28 £ 0,04 0,32+0,03 0,35+0,03 0,45 +0,03 0,32+0,02 0,38 £0,01 0,29 +£0,01 0,33+£0,02 0,31+£0,01
*
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Tablo 3. Band frekans degisimleri. Degerler her bir grup ortalamalarii ve standart

sapmalarmni gostermektedir. Farklilik derecesi alkol ve kendi kontrol gruplarina kiyasla

p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarinin K kontrol grubuna kiyasla
p<0.05#, p<0.01##, p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplari arasindaki fark ise p<0.05§,
p<0.018§§, p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

BAND FREKANSI (+) Vitamin A (-) Vitamin A

Band K(n=7) IKA (n=9) EAQ (n=7) EA24 (n=7) | EA72 (n=8) | IK (n=7) EO (n=6) E24 (n=6) E72 (n=6)

Ad1

Amid A 3335,37+3,76 | 3348,58+3,30 | 3351,08+2,69 | 3350,93+4,02 3342,62+1,98 | 3338,83+1,79 | 3324,84+1,15 3342,92+4,33 3326,28+1,17
#

Amid B 3060,60+1,13 3070,71£1,02 | 3072,48+0,08 | 3070,07<1,78 | 3073,21+0,49 | 3061,66+0,06 | 3070,11x1,63 3074,06+0,06 | 3071,88+0,08

Olefinik | 3014,30+0,13 3014,24+0,17 | 3014,12+0,11 3014,18+0,13 3013,98+0,08 | 3013,85+0,06 | 3013,61+0,08 | 3013,74+0,03 3013,47+0,08

CH3 2960,82+0,09 | 2960,77+0,05 2960,67+0,09 | 2960,77+0,06 | 2960,68+0,03 2959,62+0,05 2959,65+0,02 | 2959,72+0,15 | 2959,67+0,03

asimetrik iz NN

CH2 2924,16+0,08 | 2924,42+0,07 | 2924,32+0,10 | 2924,484+0,07 | 2924,35+0,06 | 2923,42+0,03 2923,50+0,03 | 2923,30+0,05 | 2923,50+0,04

asimetrik i, §§§

CH3 2871,94+0,05 2871,83+0,04 | 2872,01+0,02 | 2872,23+0,03 2872,19+0,04 | 2871,65+0,03 2871,61+0,02 | 2871,84+0,06 | 2871,62+0,03

simetrik * bl bl HH#, § *

CH2 2852,10+0,04 | 2852,28+0,04 | 2852,31+0,04 | 2852,43+0,05 2852,29+0,04 | 2851,63+£0,02 | 2851,65+0,02 | 2851,5540,01 2851,63+0,03

simetrik # i, §§§

Ester 1745,58+0,33 1744,89+0,30 1744,71+0,34 1744,84+0,20 1744,69+0,26 1744,08+0,06 1743,86+0,34 1744,31+0,34 1744,05+0,06
#

Amid | 1655,06+0,18 1655,04+0,17 1654,11+0,16 1654,22+0,14 1654,52+0,07 1654,06+0,04 1654,73+0,08 1654,00+0,06 1654,83+0,05

Amid 11 1543,99+0,13 1544,01+0,07 1544,22+0,08 1544,36+0,15 1544,02+0,06 1545,27+0,10 1544,50+0,06 1544,94+0,10 1544,59+0,08
###y §§§ *hk *kk

CH2 1459,04+0,23 1459,42+0,26 1458,97+0,30 1458,96+0,31 1459,62+0,27 1459,69+0,11 1460,01+0,26 1459,68+0,13 1460,42+0,14

Biikiilme

COO 1394,48+0,48 1394,38+0,28 1394,79+0,34 1394,86+0,32 1394,30+0,18 1395.,83+0,14 1394,60+0,18 1395,73+0,16 1394,51+0,18

simetrik §

Amid Il | 1343,49+0,49 1343,68+0,68 1345,69+0,29 1342,90+0,55 1343,86+0,12 1342,13+0,09 1343,26+0,47 1341,89+0,17 1342,92+0,55

CH2 1305,36+0,64 1305,04+0,43 1304,28+0,25 1304,32+0,75 1304,08+0,22 1303,92+0,09 1303,59+0,51 1304,11+0,27 1303,25+0,50

Biikiilme

PO2 1262,18+0,25 1262,32+0,71 1263,74+0,36 1262,74+0,68 1262,29+0,21 1263,41+0,08 1262,50+0,61 1260,47+0,38 1260,01+0,07

asimetrik e .

PO2 1237,48+0,11 | 1237,6840,21 | 1236,45£0,27 | 1237,17£0,07 | 1237,44+0,14 | 1236,81+0,08 | 1237,3120,06 | 1236,5420,11 | 1237,21 +0,08

asimetrik Fokk §§

CO0C 1170,91+0.,46 1172,43+0,31 1171,34+0,30 1171,34+0,34 1171,62+0,18 1170,32+0,07 1171,12+0,28 1173,48+0,15 1171,28 + 0,32

asimetrik #H §§§ e

PO2 1065,18+0,61 1066,58+0,64 1067,09+0,55 1067,05+0,44 1067,32+0,74 1070,01+0,52 1069,43+0,78 1069,91+0,42 1068,96+0,31

simetrik i, §§

CNC 992,2140,58 | 995,10 £0,23 | 996,74+ 0,40 | 995,66+ 1,08 | 995,56 +0,55 | 989,77 + 0,08 | 995,32 + 0,63 | 995,31 = 0,95 | 990,81 + 1,43

gerilme §§§ ke .

Z-DNA 926,68 £ 0,36 | 926,06 + 0,20 | 925,40 = 0,15 | 925,99 +0,13 |925,69+0,08 |927,04+0,07 | 925,56 = 0,47 | 926,16 + 0,41 925,86 = 0,23

*k *x
N-seker | 874,91 +043 |87428+024 |874,96+015 |873,11+£0,72 |872,18+0,63 | 873,08+0,06 |87431+0,89 | 874,48+034 | 873,20 +0,61
N-seker | 802,41 +0,69 |802,52+025 |802,44+0,22 |802,50+0,42 |801,96=0,39 |802,46+0,12 |801,61+0,18 |801,76+0,16 | 801,48+ 0,42
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ikinci olarak belirlenen 3030-2800 cm™ frekans araligi C-H bolgesi olarak bilinmektedir. Bu
alanda bulunan ve 3014 cm™ merkezlenen olefinik bant H-C=C-H vibrasyonundan
kaynaklanan gerilmeyi simgelemektedir ve bu bant fosfolipitlerin asit zincirlerinin
doymamigliginin bir 6l¢iitii olarak kullanilmaktadir (LIU, 2002; MELIN, 2000; SEVERCAN,
2005; TAKAHASKI, 1991). Bu alanda bulunan diger bantlar ise sirasiyla lipidlerden
kaynaklanan CHs; asimetrik gerilme (2961 cm™) ve CH, asimetrik gerilme (2921 cm™),
proteinlerden kaynaklanan CHs simetrik gerilme (2972 cm™) ve yine lipidlerden kaynaklanan
CH, simetrik gerilme (2851 cm™) bantlaridir (CAKMAK, 2004; MELIN, 2000; SEVERCAN,
2000). Bu bolgede anlamli alan artisi, IKA grubunda IK grubuna kiyasla doymamis yag
asitlerinden kaynaklanan olefinik ve proteinlerden kaynaklanan CHs; simetrik gerilme
bantlarinda goriilmistiir (Tablo 2). Alkol gruplarmin frekans degisimindeki tek anlamli fark
ise CH; simetrik gerilme bantinda elde edilmistir. CHs; simetrik gerilme bantinda E24
grubunda IK’ye gore ve EAO, EA24, ve EA72 gruplarinda ise IKA grubuna gore anlamli bir
frekans artig1 kaydedilmistir (Sekil 3.11). IKA ve IK kontrol gruplart kiyaslaninca da IKA
grubunda bant frekasinda anlamli bir artis gozlendi. K ve IKA kontrol gruplar arasinda fark

izlenmedi.

CH; simetrik gerilme
(2871 cm™)

2873 -

*kk kK

2872 4 §
#iH

2871 1

Frekans (cm™)

2870 A
K EA0 EA24 EA72 KA EO E24 E72 IK

Sekil 3.11. Protein kaynakli CH3 simetrik gerilme bant frekansindaki degisimler. Hata
cubuklar standart sapmayi (SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi E ve EA alkol
gruplarinin kendi kontrol gruplarina kiyasla p<0.05* ve p<0.001*** ile, IK ve IKA
gruplarinin K kontrol grubuna kiyasla p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplar arasindaki fark

ise p<0.05§ ile simgelenmistir.
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CH; asimetrik gerilme bant genisliginde EAO, EA24 ve EA72 gruplarinda IKA grubuna gore

anlamli bir diisiis ve IKA grubunda IK kontrol grubuna karsi anlamli bir artis kaydedildi. K ve
IKA kontrol gruplari arasinda fark izlenmedi (Sekil 3.12, Tablo 4).

Bant Genigligi (cm™)

12,5 1

12,0

11,5

11.0 4

CH, asimetrik gerilme
(2921 cm™)

K EAD

EA24 EA72

IKA EO

E24 E72

585

1K

Sekil 3.12 CH; asimetrik gerilme bant genisligindeki degisimler. Hata cubuklar1 standart

sapmay1 (SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi alkol gruplariin kendi kontrol gruplarina

kiyasla p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarinin K Kkontrol grubuna kiyasla

p<0.001### ile ve ayricalK ve IKA gruplari arasindaki fark p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

Tablo 4. Band genislik degisimleri. Degerler her bir grup ortalamalarin1 ve standart

sapmalarini gostermektedir. Farklilik derecesi alkol ve kendi kontrol gruplarina kiyasla
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarnin K kontrol grubuna kiyasla
p<0.05#, p<0.01##, p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplarn arasindaki fark ise p<0.05§,
p<0.01§§, p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

Band Genigligi (+) Vitamin A (-) Vitamin A

Band Ad1 | K(n=7) IKA(n=9) |EAO0(n=7) |EA24(n=7) |EAT72(n=8) | IK (n=7) EO (n=6) E24 (n=6) | E72 (n=6)

CH2 12,47 0,05 | 12,44 £0,05 | 12,16£0,03 | 12,10+£0,07 | 12,19+0,03 | 12,08+ 0,03 | 12,15+£0,04 | 12,07+0,07 | 12,04+ 0,02

asimetrik *kk —— >k i, §8§

CH2 5,89 +£0,03 5,90+ 0,02 5,95+ 0,02 5,86 £0,03 5,95 +£0,01 5,74 £0,02 5,77 +0,02 5,76 £ 0,02 5,78 £0,02

simetrik #H, 888

Amid | 35,71 +0,29 | 35,18+0,45 | 34,32+0,19 | 33,67+0,19 | 33,26+0,28 32,84+0,28 |32,39+0,11 |33,35+0,55 | 32,00+£0,14
* *kk ###, §§§

Amid 11 20,94 +0,19 |20,29+0,13 |20,15+0,15 | 19,87 +0,14 | 20,44 +0,10 | 18,66 0,08 | 19,69 = 0,07 [19,68 +0,36 19,63 + 0,10

###, §§§ *% ** *
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1800-400 cm™bant alam farkli dokular igin parmak izi alani olarak degerlendirilir. Bunun
nedeni buradaki bantlarin protein, niikleik asit ve hiicre zarinda bulunan lipitlerin bas
gruplarindaki ve ara yiizlerindeki vibrasyonel hareketlerinden kaynaklanmasindandir.
(MENDELSOHN, 1986). Spektrumda 1745 cm™de merkezlenen bant genellikle
fosfolipidlerin C=0O ester gerilme vibrasyonundan kaynaklanmaktadir (MELIN,2000). Bu
calismada, hig bir alkol grubunda bu bantta frekans ve alan degisimi goriilmemistir (Tablo 2,
Tablo 3).

Yapisal proteinlerden kaynaklanan Amid | ve Amid II vibrasyonlari sirasiyla 1658 and 1549
cm™’de bulunmaktadir. Amid I bant1 cogunlukla polipeptitlerdeki ve protein omurgasindaki
C=0 gerilme ve C-N gerilme (60 %) vibrasyonlarindan ve zayif olarakta N-H biikiilme (40%)
vibrasyonundan kaynaklanmaktadir. Amid II bant1 ise proteinlerdeki N-H biikiilme (60%) ve
C-N gerilme (40%) vibrasyonlarindan kaynaklanmaktadir (HARIS, 1999; MELIN, 2000;
WONG, 1991).

Amid 1(1654 cm?) Amid 11 (1544 cm™)

1656 - 1546 -

=
o
o
a

1545 -

Frekans {cm!)
Frekans [cm'?)

1654 1544

1653 4 1543 4

K EAOQ EA24 EA72 IKA EO E24 E72 IK K EAOD EA24 EA72 IKA EO E24 E72 1K

Sekil 3.13. Amid | ve Amid II bant frekansindaki degisimler. Hata gubuklar1 standart sapmayi
(SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi alkol gruplarinin kendi kontrol gruplaria kiyasla
p<0.01**, p<0.001*** ile, IK grubunun K kontrol grubuna kiyasla p<0.001### ile ve IK ve
IKA gruplari arasindaki fark ise p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

Sekil 3.13’te goriildiigii tizere Amide I bantinda IKA grubunda IK grubuna karsi frekansta
anlamlt artis, EAO, EA24 ve EA72 gruplart IKA grubuyla karsilastirildiginda frekansta
anlamli diisiis, EO ve E72 gruplar1 IK grubuyla karsilastirildiginda ise frekansta anlamli artis,
kaydedilmistir. Diger taraftan, IKA grubunda IK grubuna karsi ve tim EA gruplarinda E
gruplarina karst Amid II bant frekasinda anlamli diisiis gortilmiustir. Ayrnica EO ve E72

gruplar1 IK grubuyla karsilastirildiginda Amid II frekansinda anlamli bir azalma gozlenmistir.
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K ve IKA Kontrol gruplart arasinda fark izlenmemistir. Amid I ikincil yapisi vektor
normalizasyonu ile incelendiginde IKA ile karsilagtirildiginda EAO grubunda “turn” yapisinda
anlamli azalma ve “beta sheet” yapisinda anlamli artma, EA24 grubunda “alfa heliks” ve
“beta sheet” yapisinda anlamli artma ve “aggregated beta sheet” yapisinda anlamli azalma ve
EA72 grubunda “turn” ve “aggregated beta sheet” yapisinda anlamli azalma goriilmiistiir.
Ancak IKA grubu IK grubu ile karsilastirildiginda “aggregated beta sheet” yapisinda anlamli

artmanin oldugu izlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Amid I ikincil yap1 degisimleri. Degerler her bir grup ortalamalarini ve standart
sapmalarmi gostermektedir. Farklilik derecesi alkol ve kendi kontrol gruplarina kiyasla
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarinin K kontrol grubuna kiyasla
p<0.05#, p<0.01##, p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplarn arasindaki fark ise p<0.05§,
p<0.01§§, p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

(+) Vitamin A (-) Vitamin A
Band Adi K (n=7) IKA (n=9) |EAO0(n=7) |EA24(n=7) | EA72 (n=8) | IK (n=7) EO (n=6) E24 (n=6) | E72 (n=6)
Antiparallel B |0,096+0,028 |0,093+£0,016 | 0,098+0,014 | 0,073 0,005 | 0,111 +0,016 | 0,066+0,008 | 0,110+0,009 | 0,112 +0,009 | 0,091 +0,006
sheet (1690 cm™)
Turns 0,038 +0,009 | 0,100+0,023 | 0,044 +£0,006 | 0,058+0,005 [0,051+0,006 | 0,066+0,005 | 0,047 £0,005 | 0,095 +0,012 | 0,048 +0,005
(1680cm™) ## * *
o helix 0,214 +0,008 | 0,216+0,013 | 0,234+0,011 |0,270+0,010 (0,235+0,012 | 0,262+0,013 | 0,271+0,008 | 0,287 +0,006 | 0,277 +0,005
(1656cm™) *
Random coil 0,098 +0,019 | 0,125 +£0,012 | 0,109 £0,010 | 0,118 £0,015 | 0,092 +0,008 | 0,100 +0,008 | 0,110 +0,009 | 0,151 +£0,019 | 0,115 +0,004
(1648 cm™?)
P sheet 0,192 +£0,006 | 0,159 +£0,007 0,202+0,010 0,201+0,006 [0,168+0,008 10,134+0,006 | 0,138 +0,003 | 0,124 +0,009 | 0,129 +0,003
(1638 cm™) # *x *x it
Aggregated B 0,149 +0,006 | 0,165 +0,008 | 0,152 +0,009 | 0,127 +£0,012 0,110+0,005 | 0,119 £0,005 | 0,092 £0,006 | 0,094 +£0,007 | 0,094 +0,008
sheet (1628 cm™) * bl §§

Ayni zamanda Amid I bant genisliginde IKA grubunda IK grubuna kiyasla anlamli artig ve
EA24 ve EA72 gruplarinda IKA grubuna kiyasla anlamli bir daralma goézlenmistir. K ve IKA
kontrol gruplari arasinda fark izlenmemistir. Amid II bant genisliginde de IKA grubunda IK
grubuna kiyasla ve ayrica EO, E24, ve E72 gruplarinda IK grubuna kiyasla anlamli bir artig
kaydedilmistir (Sekil 3.14 ve Tablo 4). K ve IKA kontrol gruplari arasinda fark izlenmemistir.
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Amid 1 (1654 cm1) Amid 11 (1544 cm)

37 1 22 1

Bant Genisligi (cm?)
Bant Genisligi (cm™)

K EA0 EA24 EA72 IKA EO E24 E72 IK K EA0 EA24 EA72 IKA EO E24 E72 1K

Sekil 3.14 Amid | ve Amid II bant genisligindeki degisimler. Hata gubuklari standart sapmay1
(SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi alkol gruplarmin kendi kontrol gruplarina kiyasla
p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarinin K kontrol grubuna kiyasla
p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplari arasindaki fark ise p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

! de bulunmaktadir

(MANOHARAN, 1993). Bu bantta higbir grupta alan degisimi ve frekans kaymasi
kaydedilmemistir (Tablo 2-3). 1344 cm™ de bulunan Amide III bant1 ise kollajenlerin C-N ve
C-C gerilme ve N-H biikiilme vibrasyonlarindan olusmaktadir (CAMACHO,2001; GOUGH,

Protein ve lipitlerden kaynaklanan CH, biikiilme banti 1468 cm’

2003). Bu bantta da anlamli alan ve frekans degisimi goriilmemistir (Tablo 2-3).

1402 cm™ band frekasinda bulunan ve amino asit zincirlerinden ve yag asitlerinden
kaynaklanan COO- simetrik gerilme vibrasyonunda (CAKMAK,2004; JACKSON,1998) ne

alanda ne de frekansta higbir anlaml fark gézlenmemistir (Tablo 2-3).

1280-900 cm™ frekans aralig: fosfolipid ve niikleik asit gibi fosfat tastyan makromolekiilleri
icermektedir (MELIN,2000). Buradaki giiclii bantlar 1262, 1236 and 1083 cm™ frekanslarinda
bulunan fosfodiester gruplarindan ve niikleik asit omurgas: ve fosfolipidlerde bulunan fosfat
gruplarinin P=0O bagindan kaynaklanan asimetrik ve simetrik gerilme modlarii temsil
etmektedir (WONG, 1991). Sekil 3.15, PO, asimetrik gerilme bantlarindaki frekans
degisimlerini gostermektedir. 1262 cm™de bulunan bantta E24 ve E72 gruplarinda IK
grubuna kiyasla frekansta anlamli bir azalma gézlemlenmistir. 1237 cm™’de bulunan bantta
ise IKA grubunda IK gruba kiyasla frekansta artiy ve EAO grubunun IKA grubuna kiyasla
frekansta anlamli bir azalma goriilmistiir (Sekil 3.15). K ve IKA kontrol gruplar1 arasinda
fark izlenmemistir. 1083 cm™ frekansinda bulunan PO, simetrik gerilme vibrasyonunda ise

frekans degerlerinde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 2-3).
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Sekil 3.15. PO, asimetrik gerilme bant frekansindaki degisimler. Hata ¢ubuklari standart
sapmay1 (SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi alkol gruplarinin kendi kontrol gruplarina
kiyasla p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplari arasindaki fark ise p<0.01§§ ile

simgelenmistir.

1172 ecm™ de bulunan zayif bant glikojen ve niikleik asitlerin yapisindaki CO-O-K grubundan
kaynaklanan asimetrik gerilme modundan olusmaktadir (CAKMAK, 2004). Bu bant
frekansinda IKA grubunda hem K hem de IK grubuna kiyasla ve ayrica E24 grubunda IK

grubuna kiyasla anlamli bir frekans artis1 kaydedilmistir (Sekil 3.16).

1174 4

[
[
~
w

Frekans {cm-!)
=
=

1171 4

1170 4

1169 4

K EA0 EA24 EA72

IKA

CO-0-C asimetrik gerilme
(1171 cm?)

EO

%%k

E24 E72 IK

Sekil 3.16. CO-O-C asimetrik gerilme bant frekansindaki degisimler. Hata ¢ubuklar1 standart
sapmay1 (SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi E24 alkol grubunda kendi kontrol grubuna
kiyasla p<0.01** ile, IKA grubunda K kontrol grubuna kiyasla p<0.01## ile ve IK ve IKA
gruplart arasindaki fark ise p<0.001§§§ ile simgelenmistir.
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995-970 cm™“yi igeren spektral alan RNA yapisindaki riboz-fosfat ana zincirinde bulunan C-
N-C gerilme vibrasyonunu i¢ermektedir (BANYAY, 2003). Bu bantta IKA grubunda IK

grubuna kiyasla ve ayrica EO ve E24 gruplarinda IK grubuna kiyasla frekans degerlerinde
anlamli bir artig goriilmiistiir (Sekil 3.17).

C-N*-C gerilme
(990 cm™)

Frekans {cm-?)
8

§8§

8
=]

988 4

K EA0 EA24 EA72 IKA EO E24 E72 IK

Sekil 3.17. C-N-C gerilme bant frekansindaki degisimler. Hata ¢ubuklar1 standart sapmay1
(SEM) gostermektedir. Farklilik derecesi alkol gruplarmin kendi kontrol gruplarina kiyasla
p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplar1 arasindaki fark ise p<0.001§§§ ile simgelenmistir.

925 cm™de bulunan bant genellikle z-tip DNA olarak adlandirimaktadir. Bu bant

frekansinda EO grubunda IK grubuna kiyasla anlamli bir frekans kaymasi kaydedilmistir
(Sekil 3.18).

| 2-tip DNA
(925 cm™)

928 -

o
N
~N

k%

Frekans (cm)
(5]
N
(-]

o
N
ol

924

K EA0O EA24 EA72 IKA EO E24 E72 IK

Sekil 3.18. Z-tip DNA bant frekansindaki degisimler. Hata cubuklar standart sapmay1 (SEM)
gostermektedir. Farklilik derecesi EO alkol grubunun kendi kontrol grubuna kiyasla p<0.01**
ile simgelenmistir.
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874 cm™ ve 802cm™*de bulunan bantlar niikleik asitlerin omurgasinda bulunan seker-fosfatin
N-tip sekerlerinin vibrasyonundan olusmaktadir (BANYAY, 2003; TAILLANDER, 1992).
Anlamli alan degisimleri her iki frekansta bulunan n-tip sekerde EA24 grubunda IKA grubuna
kiyasla goriilmiistiir (Tablo 2).

Hiicre zarinda bulunan protein ve lipitlerin miktarlarindaki degisim zar yapisi ve dinamigi i¢in
onem arz etmektedir (SZALONTAI, 2000). Lipit/protein orani lipid bantlart olan CH; ve CHj3
asimetrik gerilme ve CH; simetrik gerilme bantlarinin alanlarinin protein bandi olan Amid |
bantinin alanina oranindan hesaplanmistir ve bu oranda anlamli azalma sadece IKA grubuna
kiyasla EA24 grubunda goriilmiistiir. Lipit ester/protein oranina bakildiginda ise EAO, EA24
ve EA72 gruplarinda anlamli azalmalarin oldugu goriilmiistiir. Doymus yag/Doymamis yag
oraninda (lipid bantlarinin toplam alanlarinin olefinik bant alanina orani) EA72 grubunda
anlaml1 bir artma ve kolestrol/fosfolipit oranina bakildiginda ise bu grupta anlamli bir azalma
goriilmistiir. Nikleik asit/protein oraninda (925 cm™, 874 cm™ ve 802cm™ bantlarinin
alanlarinin Amid I bant alanina orani) ve CH; simetrik/CH3 asimetrik oraninda hi¢bir grupta

alaml bir degisim goriilmemistir ( Tablo 6).

Tablo 6. Band oran degisimleri. Degerler her bir grup ortalamalarin1 ve standart sapmalarini
gostermektedir. Farklilik derecesi alkol ve kendi kontrol gruplarina kiyasla p<0.05%,
p<0.01**, p<0.001*** ile, IK ve IKA gruplarinin K kontrol grubuna kiyasla p<0.05#,
p<0.01##, p<0.001### ile ve IK ve IKA gruplarn arasindaki fark ise p<0.05§, p<0.018§§,
p<0.001§§3§ ile simgelenmistir.

Oranlar (+) Vitamin A (-) Vitamin A
Band Adi K (n=7) IKA (n=9) EAQ (n=7) EA24 (n=7) | EA72 (n=8) | IK (n=7) EO (n=6) E24 (n=6) E72 (n=6)
Lipid/ 1,030 +0,010 0,966 + 0,020 10,934 £0,016 ,891+£0,017 0,951 +0,015 | 0,824 +0,005 | 0,864+ 0,007 | 0,850 +0,014 | 0,888 +0,012
protein * #HH, 8§88
Lipid ester / 0,163 +0,002 |0,156+0,004 [0,138+0,002* (0,135+0,002 0,132 +0,002 | 0,118 +0,003 | 0,122 0,002 | 0,125 +0,007 | 0,121 +0,002
protein wxx el #itt, §§§
Sature lipid / | 7,922 +0,078 | 8,043 +0,082 [8,269+0,057 8,347 +0,085 [8,619+0,080 | 8,573 +0,074 | 8,668 +0,051 | 8,514 +0,140 | 8,879 +0,042
unsature lipid el #H, §88§
Niikleik asit/ | 0,030 0,001 |0,027+0,001 (0,029 + 0,003 ,030 £ 0,001 10,028 +0,001 | 0,029 +0,001 | 0,026 +0,001 | 0,027 +0,001 | 0,027 +0,000
Protein
Kolesterol / 0,230 +0,003 |0,226+0,003 (0,216 +0,003 ,215+0,004 10,200 & 0,003 | 0,205 + 0,005 | 0,203 +0,002 | 0,211 +0,009 | 0,194 +0,002
fosfolipid il #, §
CH2 simetrik/ | 0,519 +0,002 | 0,517 +0,003 (0,519 + 0,002 ,512 £ 0,005 10,525+ 0,003 | 0,520 +0,002 | 0,515 +0,002 | 0,521 +0,002 | 0,532 +0,003
CH3
asimetrik
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4. SONUCLARIN OZETi VE DEGERLENDiIRMESI

Sonug olarak mevcut ¢alismada, vitamin alan gruplarin vitamin almayan gruplara kiyasla
ortalama viicut agirliginda anlamli bir disiis gorildi. Diger taraftan sivi aliminda ve buna
bagl olarak alkol ve kalori tiiketiminde anlamli farkliliklar bulunmadi. Ancak antioksidant
Ozellikleri tagiyan vitaminlerin viicut dokularinda oksidatif stresin belirtilerini azalttig1 ve
bazal metabolizmay: arttirdig1 6ne siiriilmiistiir. Alkol tiikketimi 13-14 g/kg viicut agirligi /giin
civarindaydi. Bu ¢alismada uygulanan alkol diyeti daha onceki ¢alismamizda (ELIBOL-CAN,
2011) uygulanan “binge-like drinking” protokolii ile kiyaslandiginda bu c¢alismada daha
yiiksek giinliik alkol tiiketimi olmasina ragmen ¢ok daha diisiik kan alkol yogunlugu elde
edildigi goriildi (siras1 ile 606 mg/dl ve 92.27 mg/dl). Daha once yapilan bir¢ok galismada
alkoliin organizma {izerindeki etkilerinin en belirleyici faktoriiniin kandaki alkol
konsantrasyonu oldugu gosterilmistir (WEST, 1989; PIERCE, 1986). Bu son iddia ile uyumlu
olarak mevcut ¢alismamizda uzun siire verilen ancak kanda diisiik seviyelere ulagan alkol,
sadece protein ve niikleik asit yapisinda bazi degisimlere yol agarken, diger calismamizda bu
degisimlerin yan sira lipitlerde de diizen/diizensizlik, hiicre zar1 akigkanlig1 ve doymamis yag

oraninda degisimler gibi fonksiyonel ve yapisal farkliliklar da ortaya ¢ikti.

Mevcut calismada A vitamininin tek basina etkilerini arastirmak amaciyla {i¢ kontrol grubu
kiyaslandi. Hipokampus dokusunda yapilan detayli analiz vitamin A takviyeli IKA grubu
spektrumunun standart laboratuar besini ile beslenen K kontrol grubu spektrumuna IK kontrol
grubuna nazaran daha yakin oldugu goriildii. Bu beklenilen bir sonugtur c¢iinkii standart
laboratuar yemi saglik i¢in gerekli A vitamini miktarin1 icermektedir. Bu sonuglar mevcut
caligsmada spektral ¢ekim ve analizlerin dogru yapildigina dair bir kanittir. IKA ve IK kontrol
gruplart karsilastirildiginda, vitamin A takviyesinin protein ana bantlarinda frekans
kaymalarina, Amid I ve II bant genisliginin artmasina ve boylece proteinlerin hidrojen bagi
yapma oraninin artmasi gibi proteinlerde bazi fonksiyonel degisimlere yol actigi goriildii.
Alman bazi sonuglar, protein ikincil yapisinda protein denaturasyonunu simgeleyen
“aggreagated beta sheet” gibi, A vitamininin indiikledigi baz1 molekiiler degisimlerin olumsuz
olabilecegi konusunda siiphe uyandirmaktadir. Aymi zamanda PO, asimetrik gerilme
bantindaki frekans kaymasi (artmasi) vitamin A takviyesinin hidrojen baglanmasini azalttigini
ve PO, simetrik gerilme bantindaki frekans azalmasi ise A vitamini takviyesinin DNA ve
RNA yapisinda degisimlere neden oldugunu gostermektedir. Ayrica vitamin A takviyesinin

tetikledigi CH, ve CHj; asimetrik ve CH; simetrik bant frekanslarindaki artma hiicre zarinda
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bulunan lipitlerin lipit zincirlerinde diizenliligin azalmasina isaret etmektedir (SEVERCAN,
2000; MENDELSON, 1986; SEVERCAN, 1997).Bunun yan1 sira A vitamini takviyesi ile
CH, gerilme (hem simetrik hem de asimetrik) bant genisliginin artmasi hiicre zar1 dinamiginin
yani membran akiskanliginin artmasina isaret etmektedir (SEVERCAN, 2003). Ayrica IKA
grubunda IK grubuna kiyasla lipit peroksidasyonu isareti olarak gosterilen olefinik bant
alaninin anlamli derecede artmasi ve bununla birlikte doymus/doymamis lipit oraninin
azalmasi, kolesterol/fosfolipid ve lipid/protein oranlarinin artmasi sinir fonksiyonlar1 igin son
derece Onemli olan hiicre zar1 {izerinde vitamin A takviyesinin kuvvetli etkileri olarak

goriilebilmektedir.

Bu ¢alismada etil alkol etkilerini incelemek igin ilk dnce alkol gruplari kendi kontrolleriyle
karsilastirildi ve bu karsilastirma sonucunda daha once bahsedildigi gibi {i¢ ay boyunca
verilen alkoliin ve takiben gelen alkol yoksunlugunun protein ve niikleik asitlerde bazi
anlamli fonksiyonel degisikliklere yol actigi tespit edildi. Etanole maruz kalan ve vitamin
almayan tiim ii¢ alkol grubunda (EO, E24 ve E72) kendi izokalorik kontrol grubuna nazaran
Amid B bantinda, EO ve E72 gruplarinda Amide | bantinda ve ayrica E24 grubunda CHj
simetrik gerilme bantinda anlamli bir frekans artig1 izlendi. Buna karsin E0 ve E72
gruplarinda Amid II bantinda anlaml bir frekans diisiisii goriildii. Ayrica etanol gruplarinda
Amid II bant genisliginde anlamli bir artis izlendi ancak protein ikincil yapisinda anlamli bir
fark goriilmedi. Bununla paralel etanol gruplarinda PO, ve COOH asimetrik gerilme, CNC
gerilme ve z-DNA bant1 gibi niikleik asitlerden kaynaklanan bantlarda frekans kaymalari
mevcuttu. Daha onceki ¢alismamizda (ELIBOL-CAN, 2011) gosterildigi gibi protein ve
niikleik asitlerde degisimlerin kanda hala alkolun bulundugu saatlerde (EO) ve ge¢ yoksunluk
safhasinda (E72) ortaya ciktigi goriildii. Hipokampus lipitleri agisindan bakildiginda 3 ay
stiresince likit diyetle alinan alkoliin hipokampus dokusundaki lipit bantlarinda vitaminsiz
diyetle beslenen kontrolle karsilagtirildiginda istatistiksel acidan anlamli yapisal veya
kantitatif degisimlerin olmadig1r goriildii. Olefinik bantindaki ve doymus/doymamis yag
oranlarindaki degisimlere bakilinca “binge-like-drinking” modelinin tersine daha yiiksek
dozda ancak daha diisiik kan alkol konsantrasyonu olusturan likit diyetle alkol aliminin ve
arkadan gelen alkol yoksunlugunun siddetli oksidatif stres belirtilerini ortaya g¢ikartmadigi

gozlendi.

Vitamin A varliginda etanol ve etanol yoksunlugunun etkileri arastirildiginda ise, tim EA

gruplarinda protein yapisinda anlamli degisimlerin olmas1 (CHjz simetrik gerilme bantinda
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anlamli frekans artmasi ve Amid I bantinda anlamli frekans azalmasi) ve membran
akigkanliginin azalmasi (CH, asimetrik gerilme bant genisliginde azalma) goriildii. Bu
sonuglarin 1s1ginda kronik/akut etanol ve takiben yoksunluk durumlarinda Vitamin A
takviyesinin olumlu etkiler gosterdigini s6yleyemeyiz. Diger taraftan, tek bagina A vitamini
takviyesi ile Amid | ve Amid II protein bant genisliginin arttig1 ve bu artisin EAO grubunda
devam ettigi. ancak yoksunluk safhalarinda A vitamini alan kontrol grubuna kiyasla tekrar
anlaml derecede diistiigli goriildii. Amide I bant genisligi proteine bagli su miktarini isaret
etmektedir. Amid I vibrasyonu biiyiik oranda C=0 gerilme vibrasyonundan olusmaktadir ve
bu grubun hidrojen bagi yapma orani arttikga Amid I bant genisliginde bir artma goriiliir
(JAKOBSEN,1985). Eger bu dogru ise, alinan sonuglar A vitamininin tek basina veya alkolle
birlikte verildiginde hidrojen bagi yapma oranini arttirdigina isaret etmektedir. Ayrica “alfa
helix” yapisi ile bant genisligi arasinda da bir iliski oldugu daha once yapilan ¢alismalarda
one siriilmiistir (CHIRGADZE, 1976). S6z konusu ¢alismalarda Amid I bant genisliginin
artmasinin “alpha helix” yapisinin stabilizesini bozdugu gosterilmistir. Ancak bizim
calismamizda Gyle bir etkilesim goriilmedi cilinkii tek basina verilen A vitamininin Amid I
bant genisligini anlamli derecede arttirdigi halde “alfa helix” yapisin1 anlamli derecede
degistirmedigi goriildi. Ayrica mevcut calismada “alfa helix” yapisinin artmasi1 (EA24
grubu), ayn1 zamanda kaydedilen “B-sheet” yapisinin artmas1 (EAO ve EA24 grubu) ve ayrica
“aggregated B-sheet” yapisinin azalmasi (EA24 ve EA72) etanol ile birlikte verilen ve sonra
yoksunluk déneminde verilmesine devam edilen A vitamininin protein yapisindaki stabilizeyi
arttirdigina isaret etmektedir. Bunun yani sira doymug/doymamis lipitlerin oran1 A vitamini
takviyesi almayan kontrol (IK) ve alkol gruplarinin genelinde daha yiiksekti. Alinan sonuglar
vitamin A takviyesinin olefinik bantin alanini arttirdigindan bu oran1 ge¢ yoksunluk safhasi

hari¢ diisiirdiigiinii gdstermektedir.

Bu calismada elde edilen sonuglar gosteriyor ki, 3 aylik likit diyetle verilen ancak diistik kan
seviyelerine ulasan alkol kisa siireli ancak yiiksek kan alkol seviyeleri saglayan gavajla alkol
alimi (“binge-like-drinking” modeli, ELIBOL-CAN, 2011) ile kiyaslaninca ciddi bir fiziksel
bagimliliga ve hipokampus lipid, protein ve niikleik asit yapisinda oksidatif strese
baglanabilecek ciddi bozukluklara yol agmamaktadir. Mevcut caligmada, etanol alimi ve
etanol yoksunlugu lipitleri etkilemezken, proteinlerde ve 6zellikle niikleik asit yapisinda bir
takim degisimlere yol acti. Cok daha yiiksek kan seviyelerine ulasan gavajla verilen etanol ve

takibinde gelen etanol yoksunlugu protein ve niikleik asitlerin yani sira lipitlerde de yapisal
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degisimlere yol agmustir. iki calismamizin da sonuglarma bakildiginda gériiliiyor ki;
proteinler ve niikleik asitler lipitlere nazaran alkoliin indiiklenen degisimlerine daha diisiik
kan alkol seviyelerinde ugramakta ve boylece etanolun toksik etkilerine daha hassas
olabilmektedir. Mevcut ¢alismada vitamin A takviyesinin tek basina hipokampus dokusunun
molekiiler yapisint kuvvetli bir sekilde etkiledigine ve etanol ile bir takim etkilesimlere
girdigine dair sonuglar alindi. Bunlar arasinda vitamin A takviyesi, protein bantlarinda
frekans kaymalarina, ikincil yapida degisikliklere ve bant genisliginde artmalara yol
actigindan, protein yapist iizerinde etkili olmustur. Ayrica protein denaturasyonun
isaretlerinden biri olarak kabul edilen “aggregated P-sheet” yapisinin artmasi olumsuz etki
olarak goriilebilir. Bunun yani sira vitamin A takviyesinin lipitler {izerinde ¢esitli etkileri
vardi. Bu etkilerin arasinda lipit diizensizliginin, doymamis yag oraninin ve buna paralel
olarak hiicre zar1 akiskanliginin artmasi sinir fonksiyonlari i¢in olumlu olabilecek etkilerdir.
Etanol varliginda vitamin A takviyesi ise hiicre zar1 akiskanlifi ve protein yapisindaki
degisim tiizerinde olumlu bir etki gostermezken, protein ikincil yapisinda stabilizeyi
arttirmaktadir. Ayrica, etanol niikleik asit yapisinda degisime neden olurken, vitamin A
varliginda bu degisim goriilmemekte ve niikleik asit yapist korunmaktadir. Son yillarda ¢ikan
bazi hipotezlere (WOLF, 2010) karsin bu ¢alismada A vitamini etanol ile birlikte ve ayrica
takiben gelen yoksunluk doneminde verildiginde bazi olumlu etkiler gosterdigine dair

sonuclar alindi.
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