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SEMBOL ve KISALTMA LiSTESI

5'dRP
8-o0x0dG
8-ox0G
ALS
ANOVA
APEX
BCA
BER
BHT
BSA
CAT
COMET
COoX
Cu/Zn-SOD
DCFDA
DCFH
DHFR
DISC

DMSO
Dox
DR4
DR5
EDTA
EtBr
EtOH
ETZ
FBS
FEN1
GA
GC-MS

GPx
GSH
GSSG
H,0,
HBSS
HelLa
HO,
HOCI

- 5’-Deoksiriboz-5-fosfat

: 8-Hidroksideoksiguanozin

: 8-Hidroksiguanozin

: Amiyotropik lateral sklerozis

: Varyans analizi (“analysis of variance”)

: ApUrinik/apirimidinik endonikleaz

: Bisinkoninik asit (“Bicinchoninic acid”)

: Baz kesip-¢ikarma onarimi (“Base Excision Repair’)
- Batilhidroksitoluen

: S181r serum albumini (“Bovine Serum Albumin™)
: Katalaz

: Tek hiicre jel elektroforezi

: Sitokrom c oksidaz altbirim genleri

: Bakar/ginko-stperoksit dismutaz (sitozolik)
: 2°,7’-Diklorofluoresin diasetat

: Diklorofluoresin

: Dihidrofolat rediiktaz

: Olum tetikleyici sinyal kompleksi

(Death inducing signal complex)

: Dimetil stlfoksit

: Doksorubisin

: Oliim reseptori 4 (Death receptor 4)

- Oliim reseptorii 5 (Death receptor 5)

: Etilendiamintetraasetik asit

> Etidyum bromdir

. Etil alkol

: Elektron tagima zinciri

: Fetal s1g1r serumu (“Fetal Bovine Serum”)
- Kanat endonukleaz 1 (“Flap endonuclease 1)
- Gallik asit

: Gaz Kromatografisi- Kitle Spektrometrisi

(“Gas Chromatography-Mass Spectromerty”)

- Glutatyon peroksidaz

- Indirgenmis glutatyon

: Yikseltgenmis glutatyon

: Hidrojen peroksit

: “Hank’s Balanced Salt Solution”

: Epitel kokenli serviks adenokarsinoma hiicreleri
- Hidroperoksil radikali

- Hipoklorik asit

viii



HPLC-MS

HPRT
HPV-18
HRP
ICSO

KCI
LC-MS

LEHD-AFC
MDA
MEM
MeOH
MgCl,
MGMT
Mn-SOD
MtDNA
NnDNA
MTT
Na,COs3
NaAc
NaCl
NADPH
NaOH
NCBI

NER

NO
NQO
N-ras
02

0,

O3

ocCI
OH’
ONOO
PARP-1
PBS

PCNA
QPCR
Pole
Pold

Polp
Prx

. Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi- Kiitle Spektrometrisi

(“High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectromerty”)

: Hipoksantin-guanin fosforibosiltransferaz

: Insan papilloma viriis 18 (Human papilloma virus 18)

: Yaban turbu peroksidazi (Horseradish peroxidase)

: Canl1 hiicre sayisin1 %50 diisliren derisim

(“Inhibition concentration 50%)

: Potasyum Klorr

: Stvi Kromatografisi- Kitle Spektrometrisi
(“Liquid Chromatography-Mass Spectromerty”)

. 7-Amino-4-triflorometil kumarin

: Malondialdehit

> Minimum temel besiyeri (“Minimum Essential Medium”)

: Metanol

: Magnezyum klorir

: O°-Metilguanin DNA metiltransferaz

: Mangan-stiperoksit dismutaz (mitokondriyal)

: Mitokondriyal DNA

: NUkleer DNA

: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)

: Sodyum karbonat

- Sodyum asetat

- Sodyum klorar

- Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat

: Sodyum hidroksit

- Ulusal Biyotekneloji Bilgi Merkezi
(“National Center for Biotechnology Information”)

: Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi

(“Nucleotide Excision Repair”)

- Nitrik oksit

- Nitrokuinolin

: NOroblastoma ras onkogeni

- Singlet oksijen

: SUperoksit anyonu

: Ozon

: Hipoklorir iyonu

- Hidroksil radikali

. Peroksinitrit

: Poli(ADP-riboz) polimeraz-1

: Dulbecco’nun Fosfat Tamponu

(“Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline”)

- Prolifere edici hiicre nukleer antijeni
(“Proliferating Cell Nuclear Antigen™)

. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(“Quantitative Polymerase Chain Reaction”)

: DNA polimeraz ¢

: DNA polimeraz o

: DNA polimeraz 3

: Peroksiredoksinler



PUFA : Coklu doymamus yag asitleri
(“Poly Unsaturated Fatty Acids™)

QPCR - Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(“Quantitative Polymerase Chain Reaction”)

RAT : Reaktif azot tlrleri

RF-C : Replikasyon faktoru C

RO’ : Alkoksil radikali

RO, : Peroksil radikali

ROT - Reaktif oksijen tlrleri

SDS : Sodyum dodesil sulfat

SOD - SUperoksit dismutaz

SOR : SUperoksit rediiktaz

TAE - Tris-asetat tamponu

t-BOOH : Tert-batilhidroperoksit

TNFR : TUmor nekroz faktor reseptori
(“Tumor necrosis factors receptor)

ZFF : Zeytinyag1 fenolik fraksiyonu



OZET

Hucre Kaltirlerinde Oksidatif Stres Sonucu Olusan DNA Hasarlan ve
Zeytinyaginin Koruyucu Etkisi

Reaktif oksijen turleri (ROT) proteinler, membran lipitleri ve DNA gibi bir¢ok hicresel
molekille reaksiyona girip bu molekiillerin yapisini degistirerek hasar olusturabilir.
DNA’da meydana gelen oksidatif hasarin mutasyon, kanser olusumu ve yaglanma ile
dogrudan iliskili oldugu bildirilmektedir.

Baz1 dogal firlinler (zeytinyagi, yesil ¢ay, aygicegi yagi vb.) antioksidan aktiviteye
sahiptir. Ozellikle zeytinyag1 serbest radikal siipiiriicii aktiviteye sahip bircok fenolik
bilesik icerir. Bununla beraber, zeytinyaginin oksidatif DNA hasarlar1 iizerine etkisi,
gene 0zgii olarak bugiine kadar hi¢ aragtirilmamastir.

Bu caligmada, oksidatif stres altindaki HeLa hiicrelerinde belirli DNA bdlgelerinde
[transkripsiyonel olarak aktif olan APEX (Apdrinik/apirimidinik endonikleaz) ve
inaktif olan B-globin gen kiimesi ve mtDNA’nin belli bir bdlgesinde] meydana gelen
DNA hasarlar1 ve zeytinyagi fenolik fraksiyonunun bu hasarlar1 6nleyici etkisi gene
Ozgu “Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu” (“Quantitative Polymerase Chain
Reaction”, QPCR) analizi ile belirlendi. Elde edilen veriler, mtDNA’nmin niikleer
DNA’ya gore oksidatif strese karsi daha hassas oldugunu ve zeytinyagi fenolik
fraksiyonu (ZFF)’nun nDNA’daki oksidatif hasar1 tamamen Onledigini gosterdi.
ZFF’nun hem normal hem de oksidatif stres kosullarinda hiicre i¢i ROT miktarmni
belirgin diizeyde azalttig1 saptandi. Apoptoz diizeyi kaspaz 9 enzim aktivitesinin
Olcimuyle belirlendi ve ZFF nun oksidatif stres tarafindan indiiklenen apoptotik hiicre
oliimiinii engelleyici etkiye sahip oldugu saptandi. Ayrica mtDNA’da hasara neden olan
oksidatif stresin sitokrom oksidaz enzim aktivitesini yaklasik % 44 oraninda azalttig1 ve
ZFF’nun bu enzim aktivitesi lizerinde bir etkisinin olmadig1 belirlendi.

Sonug olarak, zeytinyaginin HeLa hiicrelerini oksidatif strese karsi korudugu ve bu

etkisini, hiicre ici ROT miktarin1 diislirerek, nDNA’y1 koruyarak ve oksidatif stresin
apoptotik etkisini baskilayarak gergeklestirdigi ortaya konuldu.
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SUMMARY

Oxidative Stress-Induced DNA Damage in Cell Culture and Protective Effect of
Olive Oil

Reactive oxygen species (ROS) can cause damages on many cellular molecules such as
proteins, membrane lipids and DNA by reacting with them and changing the structure.
The resulting oxidative damage to DNA, is proposed to be directly related with
mutagenesis, carcinogenesis and aging.

Some natural products (olive oil, green tea, sunflower oil etc.) have antioxidant activity.
Especially, olive oil contains many phenolic compounds which potentially possess free
radical scavenging activity. However, the effect of olive oil on gene specific oxidative
DNA damage has not been investigated up to date.

In this study, DNA damages in specific sequences under oxidative stress
[transcriptionally active APEX  (Apurinic/apyrimidinic  endonuclease) gene,
transcriptionally inactive B-globin gen cluster and a mtDNA fragment] and protective
effect of olive oil phenolic fraction on these damages were determined on HeLa cells
with gene specific “Quantitative Polymerase Chain Reaction” (QPCR) analysis. The
obtained data showed that mtDNA is more sensitive to oxidative stress than nuclear
DNA and phenolic fraction of olive oil completely prevents the oxidative damage on
nuclear DNA. Phenolic fraction of olive oil significantly decreased the intracellular
ROT level both in normal and oxidative stress conditions. Apoptosis was determined by
the measurement of caspase 9 enzyme activity and it was observed that the phenolic
fraction of olive oil has prohibitive effect on apoptotic cell death induced by oxidative
stress. Furthermore, it was determined that the oxidative stress which causes damages
on mtDNA, decreased the cytochrome oxidase enzyme activity by approximately 44 %
and observed that phenolic fraction of olive oil has not effect on this enzyme activity.

As a result, it is revealed that olive oil prevents HelLa cells against oxidative stres by

decreasing ROT level, protecting nDNA and supressing the apoptotic effect of oxidative
stress.
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1. GIRIS

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) canli hiicrelerde normal hiicresel metabolizma sirasinda
veya yiiksek sicaklik, UV isinlari, terapdtik ajanlar ve ozmotik stres gibi dissal
kaynaklarm etkisiyle meydana gelir. ROT gerek hayvansal gerekse bitkisel sistemlerde,
hiicreleraras1 sinyal iletiminde Onemli fizyolojik gorevler distlenir. Ayrica hiicre
Olimiinii ve nekrozu uyarir, bircok genin anlatimmi indiikler veya baskilar. Ancak
proteinler, zar lipitleri ve DNA gibi bircok hiicresel molekiilde zararli yapisal
degisimlere de yol acabilir. ROT’nin bu olumsuz etkileri oksidatif DNA hasari,
mutagenez, karsinogenez, yaslanma ve birgok dejeneratif hastalikla iliskilidir (Croteau
ve Bohr, 1997; Elliott ve dig., 2000; Mandavalli ve dig., 2002; Bohr, 2002). Ozellikle
nikleer DNA’da (nDNA) meydana gelen mutasyonlarmn birikimi ¢oklu mutasyonlarin
onemli oldugu bir siire¢ olan kanser gelisimine ve ¢esitli hastaliklara neden olabilir.
Bunun yan: sira, mitokondriyal DNA (mtDNA)’da meydana gelen hasarlarin da diger
mutasyonlarla birlikte bazi hastaliklarda [6rnegin, Leber’s Kalitimsal Optik Noropati ve
Eksternal Oftalmopelegya gibi sinir dejenerasyonu ile ilgili hastaliklar] ve iskemi-
reperfiizyon hasarinda etkili oldugu 6ne siiriilmektedir (Croteau ve Bohr, 1997; Elliott
ve dig., 2000; Cooke ve dig. 2003). Normal sartlarda veya bazi digsal faktorlerin etkisi
ile artan ROT miktariin DNA’da meydana getirecegi hasarm belirlenmesi, gerek bu
hasarla iliskili hastaliklarin molekiler mekanizmalarinin aydinlatilmas1 gerekse

insanlarin bu hastaliklara olan yatkinliklarinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Aerobik canlilar1 oksidatif hasarlardan koruyan c¢esitli sistemler vardir. Bunlar;
oksidasyona karsi savunma enzimleri, siirekli veya uyarilabilen antioksidanlar, DNA
onarim sistemleri ve hiicre ¢evrimi kontrol sistemleridir. {lk savunma bariyerini enzim
sistemleri ve antioksidan maddeler olusturur. Antioksidanlarin bir kismi organizmanin

endojen bir parcasiyken, bazilar1 gidalar, gida katkilar1 ve ilaglarla disaridan alinir.



Bir¢cok dogal iirlinlin, 6zellikle gida olarak tiiketilen cesitli meyve ve sebze (6rnegin;
portakal, limon, brokoli, domates, siyah ve yesil ¢ay vb.) ile bitkisel yaglarin (6rnegin,
zeytinyagi, aycigegi yagi, soya yagi vb.) antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisi
oldugu bilinmektedir (Visioli ve dig., 1998; Collins ve Horvathova, 2001; Visioli ve
dig., 2002a; Visioli ve dig., 2002b; Quiles ve dig. 2002b; Hui-Lian ve dig., 2003;
Vayalil ve dig., 2003). Bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin oksidatif DNA hasarini
engelleyici etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Duthie ve dig., 1997; Abalea ve dig.,
1999; Collins ve Horvathova, 2001; Lima ve dig., 2006; Garcia-Alonso ve dig., 2007;
Guo ve dig., 2010). Akdeniz bolgesinde yasayan insanlarda koroner kalp hastaliklar1 ve
belirli kanser tiirlerinin (prostat, gégiis ve kolon kanseri) az goriilmesi, beslenmede
zeytinyaginin tercih edilmesiyle iliskilendirilmistir (Budiyanto ve dig., 2000; Visioli ve
dig., 2002a).

Zeytinyag1, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bir¢ok fenolik bilesik icermekte olup,
cesitli bilesenlerinin oksidatif strese karsi koruyucu etkisi farkli hiicre sistemlerinde

ortaya konulmustur (Tablo 1.1).

Zeytinyagmin oksidatif hasarlar1 onleyici etkisi, bazi hayvan modellerinde de test
edilmistir. Zeytinyagindaki bir bilesen olan skualen ile beslenen sicanlarda azoksimetan
ile indiiklenen kolon kanseri gelisimi gerilemistir (Rao, 1998). Derilerine zeytinyagi
striilen farelerde, UV uygulamasiyla meydana gelen DNA hasarlarinda (Ichihashi ve
dig., 2000) ve cilt kanseri gelisiminde azalma ve gecikme kaydedilmistir (Budiyanto ve
dig., 2000). Zeytinyag1 ile beslenen si¢anlarda kemoterapotik bir ajan olan
doksorubisinin kemik iliginde olusturdugu kromozom aberasyonlar1 kontrol grubuna
gore daha diisiik bulunmustur (Antunes ve Takahashi, 1999). Buna karsin sigan
karacigerinde belli tipteki DNA hasarlarini azaltici bir etki gostermemektedir (Eder ve
dig., 2006).

Insanlar iizerinde gergeklestirilen birgok calismada zeytinyagmm oksidatif stresin
olumsuz etkilerini (6rnegin, hiicre i¢ci ROT diizeyini diistirerek ve lipid
peroksidasyonunu engelleyerek) azalttigi ortaya konulmustur (Marrugat ve dig., 2004;
Weinbrenner ve dig., 2004; Covas ve dig., 2006a; Salvini ve dig., 2006; Gimeno ve



dig., 2007; Machowertz ve dig., 2007; Di Benedetto ve dig., 2007). Dogrudan {iriner
sistemdeki oksidatif hasarli DNA atiklarmin (etheno-DNA) incelendigi bir ¢aligmada,
fenolikge zengin zeytinyagi tiiketiminin 0zellikle 8-oxodG ve malondialdehit (MDA)
miktarmi azalttig1 belirlenmistir (Weinbrenner ve dig., 2004; Machowertz ve dig.,
2007). Avrupa’daki 6 arastirma merkezi tarafindan 200 kisi lizerinde gerceklestirilen bir
calismada, 3 haftalik zeytinyag tiiketiminin HDL kolesterol duzeyini artirdig: ve okside
LDL miktarimi azalttigi ortaya konulmustur (Covas ve dig., 2006a). Ancak literatiirde
tam tersi bulgulara da rastlanmaktadir. Ug¢ hafta boyunca fenolik igerigi yiiksek
zeytinyagi ile beslenen bireylerin plazmalarinda protein karbonil, lipid hidroperoksit,
MDA ve antioksidan kapasite degerlerinde belirgin bir degisiklik gdézlenmemistir
(Visser ve dig., 2001). Benzer sekilde, saglikli bireylerde 3 haftalik zeytinyagi
tiketiminin, etheno-DNA diizeyinde Onemli bir degisime yol agmadigi One
strilmektedir (Hillestorm ve dig., 2006).

Tablo 1.1: Farkli hiicre tiplerinde ¢esitli zeytinyagi bilesenlerinin oksidatif stres parametreleri
uzerine etkileri.

Zeytinyagi Stres Oksidatif stres

Bileseni Hdcre Tipi ajani parametresi (etki) Kaynaklar
. . . Manna ve
Hidroksitirosol Caco-2 (Kolon kanseri) H,0, MDA () dig., 1997
N-18-RE-105 Diena ve
Hidroksitirosol ~ (Retinal/Noroblastomal ONOO DNA hasar1 (]) diz. 1999
hibridoma) &
Hidroksitirosol :
. o . DNA hasar1 (]), Quiles ve
tlrosoall,SiI:affelk PC3 (Prostat kanseri) H,0; GPx (1) dig., 2002a
Fenolik 6zt, Nousis ve
hidroksitirosol, Jurkat (T lenfosit) H,0, DNA hasari () diz.. 2005
Kaffeik asit 8-
. . : ROT (1), TBARS(]), D’Angelo ve
Hidroksitirosol M14 (melanoma) UV-A Protein hasari (1) diz.. 2005
. . HepG2 i ROT (|), MDA (|), Goya ve dig.,
Hidroksitirosol (Hepatokarsinoma) t-BOOH GPx (]), GSH (1) 2007
ti:gggflglselﬂrrgzzlih HL60 (promiyelositik Fabiani ve
kaffeik asit, Iosem!) ve PBMC H,O, DNA hasari () dig., 2008
fenolik 6ziit (periferal kan)
. . ] . ROT (}),NO (}), Zhang ve
Hidroksitirosol TPH-1 (monosit) LPS GSH (1) dig., 2009

DNA hasari (}), Guo ve dig.,

Hidroksitirosol HaCaT ((keratinosit) UvV-B ROT (|) 2010




Genomun farkli bolgelerinde kimyasallarin ve radyasyonun yol actigi gesitli tipte
oksidatif hasarlarin olusum ve onarim mekanizmalar1 olduk¢a degiskendir (Wang ve
dig., 2003). Okaryotlarda oksidatif stresin en yogun oldugu organel ise mitokondridir.
Bu nedenle mtDNA, nDNA’ya gore genotoksik ajanlara 2-3 kat daha duyarhdir (Wei ve
Lee, 1998; Sawyer ve Van Houten, 1999).

Yapilan literatiir incelemelerinde, zeytinyagmin oksidatif DNA hasar1 iizerindeki

etkisini gene 6zgi olarak inceleyen bir ¢aligsmaya rastlanmamustir.

Bu ¢aligmanin amaci, in vitro oksidatif stres uygulanacak HeLa hiicre hattindaki belirli
DNA bolgelerinde meydana gelen oksidatif hasarlar1 gene 6zgii Kantitatif Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (“Quantitative Polimerase Chain Reaction”, QPCR) yontemi ile
belirlemek ve zeytinyagmin bu hasarlar1 6nlemedeki roliinii inceleyerek, zeytinyaginin

antioksidan etkisini molekuler boyutta irdelemektir.

Calismanin amaglar1 dogrultusunda, dncelikle HeLa hiicre kiiltiirii sistemi kurulmustur.
Oksidatif stres ajani olarak segilen H,O;’in, koruyucu etkisi test edilecek zeytinyagi
fenolik fraksiyonu (ZFF)’nun ve standart bilesen gallik asit (GA)’in sitotoksik etkisi
belirlenerek sonucglara gore deney grubuna uygulanacak dozlara karar verilmistir.

Hidrojen peroksitin hiicre i¢ine alimmi test etmek amaciyla, stres ve on uygulama
kosullarinda besiyerinde kalan H;O, miktar1 belirlenmistir. Besiyerindeki H;0;
derisgiminde gdzlenen azalmanmn, hiicre igindeki tiiketiminden kaynaklandigs,
dolayisiyla uygulanan H,O,’in hiicre i¢ine alindigi ve boylece hiicreler iizerinde istenen

oksidatif stresin olusturuldugu belirlenmistir.

Oksidatif stresin en belirgin etkisi hicre ici ROT dizeyini yukseltmesidir. Bu nedenle
ZFF veya GA uygulamalar ile oksidatif stres ajan1 H,O, uygulamasmin hticre ici ROT
dizeyini nasil etkiledigi, hiicre i¢i ROT miktarinin fluorometrik olarak Olgiilmesi ile

belirlenmistir.

Oksidatif hasarm belirlenecegi hedef DNA bolgeleri:



1) Oksidatif DNA hasarinin onariminda merkezi bir rol oynayan ve oksidatif stres
ajanlarimin subletal dozlar1 ile aktive olan apirinik/ apirimidinik endonikleaz
(APEX) enzimine ait gen bolgesi,

2) Transkripsiyonel olarak inaktif B-globin gen kiimesine ait bir DNA bdlgesi,

3) Mitokondriyal DNA’da sitokrom ¢ oksidaz enziminin iki katalitik altbirimi (COX |
ve COX Il) ile tRNA-serin ve tRNA-asparajin gen bolgelerini iceren bir bolge

olarak belirlenmistir.

DNA hasarmi belirlemek i¢in ilk olarak DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve herhangi
bir uygulama yapilmayan hiicrelerden izole edilen DNA 0Ornekleri ile QPCR analizinde
ilk defa kullanilacak olan her ii¢ hedef dizi ile nDNA ve mtDNA internal kontrolleri igin
PCR optimizasyonu yapilmistir. Optimizasyonun ardindan izole edilen DNA’lar
kullanilarak QPCR analizi gergeklestirilmistir. Farkli transkripsiyonel aktiviteye sahip
nDNA bdlgelerinin secilmesi, transkripsiyonel aktivite ile hasar olusumu arasindaki
iliskiyi belirlememize olanak saglamistir. Ayrica, secilen gen bolgeleri, nDNA ile
mtDNA’nin strese duyarhiliklar1 arasindaki farkin ortaya cikarilmasina da katkida

bulunmustur.

Ayrica, oksidatif DNA hasar1 ile iligkili oldugu bilinen mitokondriyal fonksiyon
kaybimnin bir beliteci olarak, mitokondrideki elektron tasima zincirinde son elektron
alicis1 olarak gorev yapan ve komplex IV olarak adlandirilan sitokrom c¢ oksidaz enzim
aktivitesi 6lgllmiistiir. ZFF veya GA uygulamalarmin sitokrom oksidaz enzim aktivitesi

uzerindeki etkisi de degerlendirilmistir.

HelLa hicrelerinde oksidatif stres olusturmak amaciyla uygulanan H,O;’in apoptozu
hiicre i¢i yolak araciligryla tetikledigi bilinmektedir (Singh ve dig. 2007). Bu nedenle
hicrelere uygulanan H,O;’in apoptozu indiikleyip indiiklemedigi ve ZFF veya GA
uygulamalarmmin bu siiregte etkili olup olmadigi, apoptotik i¢ yolakta baslatici kaspaz

olarak gorev yapan kaspaz 9’un aktivitesi aracilifiyla degerlendirilmistir.

Zeytinyagi fenolik fraksiyonunun (ZFF) ve standart olarak gallik asitin (GA) oksidatif
DNA hasarlarin1 6nleyici etkisi, gene 6zgii olarak QPCR teknigi ile ilk kez bu ¢alismada

ortaya konulmustur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REAKTIF OKSIiJEN TURLERI

Bir veya birden fazla eslesmemis elektron ciftine sahip ve bagimsiz olarak varligini
stirdurebilen kimyasal unsurlar serbest radikal olarak tanimlanir. Oksijen atomu igeren
cesitli serbest radikaller ile oksijen metabolizmasi sirasinda olusan ve radikal olmayan

hicresel ara uriinlere genel olarak reaktif oksijen turleri (ROT) denir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Hucre ici temel reaktif oksijen tirleri (Halliwell ve Gutteridge, 2003).

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit anyonu (0,7) Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil radikali (OH") Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil radikali (RO,") Ozon, (O3)

Alkoksil radikali (RO") Singlet oksijen (O,)

Hidroperoksil radikali (HO,")  Peroksinitrit (ONOQO")

Superoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tirleri,
aerobik metabolizmanin normal birer yan {irlini olarak veya radyasyon, ksenobiyotikler
ve agir metaller gibi dis faktorlerin etkisiyle tiretilirler (Cadenas, 1989). ROT, biyolojik
sistemlerde hiicre i¢i sinyallesmede nemli bir rol oynadig: gibi (Hoidal, 2001), mitozu
aktive edici protein kinazlar1 da iceren hiicre sinyallesme kaskadlarini aktive eder,
apoptoz ve nekrozu uyarwr, bircok genin anlatimmi baskilar veya uyarir ve hicre
morfolojisinde ve canliliginda degisimlere yol acar (Wei ve Lee, 1998; Mandavilli ve
dig., 2002). Hucre icinde ROT ve reaktif azot tlrleri (RAT) derisimlerinin, DNA,
proteinler ve lipitleri iceren biyomolekiller igin toksik dizeye gelmesi sonucunda
oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, “ROT/RAT dizeyinin proteinler, zar lipitleri
veya DNA’da oksidatif hasar olusturacak sekilde artmasi” olarak da tanimlanmaktadir.
Saglikli bir hiicrede, fazla ROT ve RAT, koruyucu antioksidan mekanizmalar (katalaz

ve slperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler) ve glutatyon, tiyoredoksin gibi



molekiiler siipiiriiciiler tarafindan etkisiz hale getirilir (Halliwell ve Gutteridge, 2003).
Oksidatif stresin kanser (gogiis, kolorektal, gastrik vb), yaslanma, norodejeneratif
hastaliklar [Parkinson, Alzheimer, Friedrich ataksia, Huntington, amiyotropik lateral
sklerozis (ALS)], kardiovaskiiler hastaliklar (aterosklerozis vb), karaciger hastaliklari
(alkolik hepatit, hemokromatozis vb), aspestozis ve mutagenez ile iligkili oldugu

saptanmustir (Halliwell, 1997; Klaunig ve Kamendulis, 2004, van Houten ve dig., 2006).

2.1.1. Reaktif Oksijen Turlerinin Kaynaklan

ROT aerobik hiicrelerde normal hiicresel metabolizma sirasinda mitokondrideki
elektron tasima zinciri (ETZ) Uzerinde olusabilecegi gibi farkli siireclerden de

kaynaklanabilir (Klaunig ve Kamendulis, 2004).

Iyonize radyasyonun (6zellikle UV, X ve y 1smlarr) DNA ve diger makromolekiiller
tarafindan absorbe edilmesi sonucu bu molekiillerde dogrudan hasar olusturabilecegi
gibi; dolayli olarak da, %70’i su olan hiicrelerde UV enerjisinin yaklasik %80’inin
tutulmasma ve bu sirada meydana gelen elektron kagaklar1 ile ROT olusumuna ve
oksidatif strese neden olabilecegi belirlenmistir (Renzing ve dig., 1996; Wei ve dig.,
1996; Svobodova ve dig., 2003).

Diger digsal etkenler ise vicuttaki antioksidanlarin tiiketilmesine ve dolayli olarak
ROT/RAT olusumuna sebep olarak ROT/RAT dengesinin bozulmasina ve/veya
dogrudan oksidatif hasar olusumuna neden olabilirler (Caporaso, 2003). Cesitli
patolojik surecler (6rnegin, ALS) sonucunda ROT uretimi artarak makromolekullerde
hasara sebep olur (Cooke ve dig. 2003). Inflamasyon bdlgesindeki aktif notrofil,
eozinofil ve makrofajlar da fagositik aktiviteleri sonucu énemli miktarda ROT ortaya

¢ikmasina neden olur (Klaunig ve Kamendulis, 2004).

Peroksizomal metabolizmanin artis1 ile peroksidaz ve oksidaz gibi enzimlerin
aktiviteleri de ROT olusumuna yol acar; fakat bu sirada meydana gelen ROT miktar1
ETZ’nde meydana gelen ROT miktar1 yaninda ¢ok azdir (Bohr ve dig., 2002, Klaunig
ve Kamendulis, 2004).



2.1.2. Reaktif Oksijen Turlerinin Biyokimyas: ve Ozellikleri

2.1.2.1. Siiperoksit Anyonu (O;")

Ok sdatif stres sonu @ en ¢ok olusan ROT, O, ’dir. O, molekiiler oksijenin tek
elektron indirgenmesinden olusur. Mitokondride, ETZ’den 0zellikle kompleks |
(NADH dehidrogenaz) ve IlI’ten (ubisemikinon) siirekli elektron kagisi olmakta ve bu
elektronlar dogrudan molekiiler oksijene gegerek O, olusturmaktadir. Bu nedenle ROT
icin en dnemli hiicresel kaynak mitokondridir (Jezek ve Hlavat, 2005, van Houten ve
dig., 2006) (Sekil 2.1).

Ottt WO

NADH

Sekil 2.1: ETZ’nde elektron ve protonlarm hareketi ile O,” ve H,0, olusumu (pembe oklar
mitokondri matriksine ve zarlararasi alana O,” kagisini, kirmizi oklar sitoplazmaya giden yolu,
mavi ve sar1 oklar ise protonlarin izledigi yollar1 gostermektedir).

Normal hiicrelerde toplam oksijenin yaklasik %1-5"i O."'ye doniisiir (Turrens, 1997).
O;" olusumunda diger igsel kaynaklar, peroksizomal bir enzim olan ksantin oksidaz
(Kooij, 1994) ve makrofaj zarma bagli NADPH oksidazdir (Babior, 2000). Sigara
dumani ve iyonize radyasyon ise O, olusumuna yol agan en 6nemli digsal kaynaklardir
(Halliwell ve Gutteridge, 2003). Siiperoksit anyonu tek basina reaktif bir ara {iriin olarak
kabul edilmez (Halliwell, 1996), ciinkii zarlardan hizli bir sekilde gecemez ve fizyolojik

pH’da kendiliginden dismutasyona ugrar (reaksiyon 1).

SOD

20, +2H* »H,0,+ O, (reaksiyon 1)




Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan hizlandirilan bu nétralizasyon reaksiyonu
sonucunda H,O; ve ardisik olarak da OH" gibi daha kuvvetli reaktif oksijen tiirleri agiga
cikar (reaksiyon 2) (Fridovich, 1995).

2.1.2.2. Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidrojen peroksit aerobik organizmalarda en fazla bulunan ROT’nden biridir ve hem
potansiyel bir toksik ajandir hem de sinyallesmede merkezi rol oynayan bir bilesendir
(Biernert ve dig., 2006). Mitokondride aerobik metabolizma sonucu devamli olarak
meydana gelen bu madde in vivo’da diger turlere gore daha kararlidi. NAD(P)H/
NAD(P)*, glutatyon/oksitlenmis glutatyon ve protein-SH/protein-SS-R gibi redoks
sistemlerini dogrudan etkilemesiyle hiicre gelisimini, bolinmesini, 6lumind ve sinyal

iletimini diizenledigi diisiiniilmektedir (Bienert ve dig., 2006).

Hicre icindeki H2O, derisimi, hiicre igindeki olusum ve slpurilme (scavenging)
miktar1 ile hiicre igine giris/¢ikis1 arasindaki orana baghdir. Hlcresel zarlardan gegisi
diflizyon yoluyla veya bazi akuaporinler ile saglanmakla (Bienert ve dig., 2006)
beraber, hiicrenin gelisim safhasma bagli olarak zarn yapisinda meydana gelen
degisimler sonucunda zarin H;O;’e karsi gegirgenligi degisebilmektedir (Antunes ve
Cadenas, 2000). O, iireten herhangi bir sistem aym zamanda H,O, de Uretmis olur.
H20, genellikle, zayif bir ROT olarak goriiliir, ancak Fenton reaksiyonu adi verilen
Fe*? veya Cu*' gibi kismen indirgenmis metaller ile girdigi reaksiyon (reaksiyon 2)
sonucunda olusan hidroksil radikali (OH") en reaktif tirdir ve H,O,’nin toksisitesinden

sorumludur (Wardman ve Candeias, 1996).

Fe*2 (Cu') + H,0, ———»Fe*¥(Cu*?) + OH + OH (reaksiyon 2)

H,O, katalaz (CAT) (reaksiyon 3) veya glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan

(reaksiyon 4) katalizlenen reaksiyonlarla suya indirgenir.

2 H,0, cAT » 2 H,0 + O, (reaksiyon 3)

H,0, + 2GSH GPx » GSSG + H,0 (reaksiyon 4)
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2.1.2.3. Hidroksil Radikali (OH")

DNA ve diger biyomolekiillere dogrudan hasar veren en reaktif serbest radikal OH™dir
(Dizdaroglu ve dig., 2002; Halliwell ve Gutteridge, 2003). Ayrica mitokondriyal bir
enzim olan piruvat dehidrogenazi da inaktive eder (Tabatabaie ve dig., 1996). OH’,
temelde Fenton reaksiyonu (Halliwell ve Gutteridge, 2003) (bkz. reaksiyon 2) ile
H,0,’den veya metal (6rnegin demir) katalizli Haber-Weiss reaksiyonu (reaksiyon 5) ile
O, "’den olusmaktadir (Kehrer, 2000).

v

Oksitlenmis metal + O, 1ndirgenmi§ metal + O,

v

OH + OH’

Indirgenmis metal + H,0,

Net: H,0,+ O, __metal » OH+ OH + O, (reaksiyon 5)
katalizor

Bugiinkii  bilgiler 1s1ginda  OH™nin detoksifikasyonundan sorumlu bir enzim
bulunmamaktadir. OH" tarafindan indiiklenen doku hasari, gecis grubu metal
iyonlarinin, albumin, seruloplazmin, ferritin, transferrin ve metallotiyonein gibi

proteinler tarafindan baglanmasi ile 6nlenmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2003).
2.1.2.4. Hipoklorik Asit (HOCI)

Bir hemoprotein olan miyeloperoksidaz, fagositlerde en c¢ok bulunan proteinlerden
biridir. Miyeloperoksidazin notrofil proteinlerinin %5’ini ve monosit proteinlerinin
%1’ini temsil ettigi ve insan makrofajlarinda da bulunabilecegi 6ne siirilmektedir
(Tsuruta ve dig.,1999). Notrofiller aktive oldugunda, miyeloperoksidaz hiicre disina
salmir (King ve dig., 1997) ve H,O,’i potansiyel bir oksitleyici olan hipoklorik aside
(HOCI) dontistiirtir (reaksiyon 6).

H,0, + CI" —Miyeloperoksidaz _ |- 4+ H,0 (reaksiyon 6)

Hiicre iginde ¢ok sayida biyokimyasal hedefi bulunan HOCl’in O, veya H,0,’den
yaklasik olarak 100-1000 kat daha toksik oldugu tahmin edilmektedir (Schraufstatter ve
dig., 1990). Ornegin, 6nemli enzimlerin aktivitesini kaybetmesine yol acabilir
(Schraufstatter ve dig., 1990), plazma zarmdaki tiyol gruplarini (SH) oksitleyebilir (Carr
ve Winterbourn, 1997), belirli proteinlerin fonksiyonlarini etkileyebilir ve bazi hiicre

dis1 matriks yapi taslarimm baglanma 6zelliklerini azaltabilir (Zavodnik ve dig., 2001).
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HOC/I’i nétralize eden bir enzim bilinmemektedir, ancak bu molekul albumin ve
askorbik asit ile reaksiyona girerek hiicreden uzaklastirilabilmektedir (Yan ve dig.,
1996).

2.2. OKSIDATIF HASARA UGRAYAN HUCRESEL YAPITASLARI

2.2.1. Zar Lipitleri

Hicresel detoksifikasyon sistemlerinin, OH" ve 0Ozellikle H,O, oOnciillerini ortadan
kaldirmada yetersiz kaldigi durumlarda, ROT lipid peroksidasyonunu uyararak,
hicrenin fosfolipid zarlariin temel bileseni olan ¢oklu doymamus yag asitlerine (“poly
unsaturated fatty acids”, PUFA) zarar verir (Gros ve dig. 2003). Bu yag asitleri, OH’
radikali tarafindan etkin bir sekilde hasara ugratilir. Lipid peroksidasyonundan
turevlenen aldehit, hidroksialkenal ve hidroperoksitler ise yiiksek oranda mutajenik ve
genotoksik ozellige sahip DNA modifikasyonlarmm olusumuna sebep olur. Hiicresel
zarlarda hidroperoksitlerin artisi, zarin akiskanligini, transmembran (zar gegisli)
enzimlerin aktivitesini, tasiyicilarm, reseptorlerin ve diger zar proteinlerinin islevini
belirgin sekilde etkiler (Wagner ve dig., 1994). Sonucta hiicre zarmin iletkenligi ve
seciciligi degisir, hiicre hacmi homeostazisinde ve hiicresel metabolizmada aksamalar
meydana gelir (Chen, 1995). Ayrica, hidroperoksitler ve aldehitler, hucre ve organeller
iizerinde dogrudan toksik etki gosterebilir (Aw, 1998).

2.2.2. Proteinler

Protein oksidasyonunun yaslanma, oksidatif stres ve bir¢cok hastalik ile iligkili oldugu
iyi bilinmektedir (Linton, 2001). Protein oksidasyonu, bir proteinin dogrudan reaktif
oksijen tiirleri tarafindan veya dolayli olarak oksidatif stresin ikincil yan {iriinleri
tarafindan kovalent modifikasyona ugratilmasi olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerin
molekil-i¢ci veya molekiller—arasi (6zellikle disiilfit baglarinin olusumuna sebep olan)
oksidasyonu, yapisal degisikliklere ve bunun sonucunda da islevsel degisim ve
kayiplara yol acar (Biernert ve dig.,2006). Bu yapisal degisiklikler arasinda, baglanma
ve enzim aktivitelerinin inhibisyonu, agregasyon ve proteolize karsi asir1 duyarlilik,
hiicre icine ¢esitli maddelerin artan ya da azalan alimlar1 ve hiicre immiinogenetiginin

degismesi gibi gesitli islevsel degisiklikler sayilabilir (Shacter, 2000).
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ROT,;
e amino asitlerin yan zincirlerinde oksidasyona,
e protein-protein ¢apraz baglarimmn olusumuna,

e protein omurgasmin oksidasyonu sonucunda protein fragmentasyonuna neden

olmaktadir (Stadtman, 2006).

ROT tarafindan meydana getirilen protein modifikasyonlarinin rastgele bir sekilde degil
Ozgul proteinler Uzerinde gergeklestigi belirlenmistir. Cumming ve dig. (2004)
tarafindan gerceklestirilen bir calismada H,O, uygulamasi sonucunda doza bagli olarak
bazi proteinlerin disiilfit baglar1 inhibe edilmis veya uyarilmistir. Bu proteinlerin

cogunlukla translasyon ve enerji Gretimi ile ilgili proteinler oldugu goriilmiistiir.

2.2.3. DNA

DNA’da ROT tarafindan meydana getirilen hasara oksidatif DNA hasar1 denir. Hem
niikleer hem de mitokondriyal DNA, ¢esitli DNA modifikasyonlar1 ile sonuglanan ROT
saldirilarina hedef olmaktadir (Henle ve Linn, 1997). mtDNA ROT’larin meydana
getirdigi hasarlara karst nDNA’dan 2-3 kat daha duyarlidir (Wei ve Lee, 1998; Sawyer
ve van Houten, 1999). DNA’nin ii¢ temel bileseninde de hasar olusabilir. Fakat bazlar,
seker ve fosfat grubuna gore bazi kimyasallar icin daha iyi birer hedeftirler. Oksidatif
stres sonucunda meydana gelen bircok farkli baz hasari belirlenmistir (Bohr, 2002).
Normal metabolizma sonucu olusan reaktif tiirler de DNA’da diisiik oranda hasara
neden olur. Dizdaroglu (1993) tarafindan yapilan bir ¢alismada 100 farkli oksidatif baz
modifikasyonu belirlenmistir (Sekil 2.2). Fakat bunlardan en c¢ok bilineni 8-
hidroksiguanozin (8-oxoG)’dir. En ¢ok karsilasilan modifikasyonlar, adenozin trifosfat
eksikligine ve gen mutasyonlarina neden olan baz hidroksilasyonlari ve zincir
kiriklaridir. OH”nin DNA bazlarinin ¢ift baglarma eklenmesi, timin veya seker
grubunun bes karbonundan herhangi birinden hidrojen atomu almasi sonucunda olusan
baz ve seker radikallerinin reaksiyonlar1 sonucunda bir¢ok modifikasyon igeren, bazsiz
bolgeler, zincir kiriklart ve DNA-protein ¢apraz baglarimi kapsayan ¢esitli hasarlar

olusur.
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&-ladroksiadenin

Sekil 2.2: DNA’da en ¢ok goriilen oksidatif baz hasarlar1 (Dizdaroglu ve dig., 2002).

DNA modifikasyonlarinin 6nemli bir kismimi, serbest radikallerin en reaktifi olarak
tammnan OH’ tarafindan meydana getirilir (Takeuchi, dig., 1996). OHnin DNA ile en
cok gerceklestirdigi reaksiyonlar 4 grup altinda toplanabilir:

1. Pirimidin bazlarinm C5 ve C6 pozisyonuna eklenerek baz radikalleri olusturur ve bu
radikallerin ardisik oksidasyon ve/veya deprotonasyon reaksiyonlart sonucunda
timin glikol ve sitozin glikole doniigmesine neden olur. Bu iirlinlerden de

dehidratasyon veya deaminasyonla farkl {iriinler olusabilmektedir. Bu iiriinler ve

13

o
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H N H H
tirnin glikol Sh-dibidrotirnin - 5-forrdlurasil
NH; NH; Q
H
N eH NF ;H HN oH
oﬁ’L\ | H oﬁj‘:iﬂ" o
: iy o
5-hidroksisitozin gitozin glikol urasil glikol
0 MH;
n)i fjoH HN o
H N
| A in
D’A‘\.N OJ\"N 0OH H oH
H H
alloksan 56-dikidroksi-  S-hidroksibidantoin
aitozin
o HNH;
)I>” AT
| e oH H
=
qu’l{-“n N HOJ\N [+
2-hidroksimuanin 2-hidroksiadenin

etkileri Tablo 2.2°de 6zetlenmistir.

2. Piirin bazlarmin C4, C5 ve C8 pozisyonuna eklenerek baz radikalleri olusturur. Bu
baz radikalinin tekrar oksidasyon veya rediksiyon reaksiyonu gegirmesi sonucunda

farkli iriinler olusabilmektedir. Bu tip reaksiyonlarin bir 6rnegi Sekil 2.3’de

verilmistir.
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3. Seker grubunun herhangi bir karbon atomundan H atomu almasi ile karbon merkezli
seker radikalleri ve bunlarin girdigi ¢esitli reaksiyonlar sonucunda g¢esitli tipte
modifiye seker iirlinleri olusur (Sekil 2.4). Bu Uriinler ya DNA’dan ayrilir ya da bir
veya her iki fosfat grubu ile bagl kalabilir. Boylece zincir kiriklarmma en ¢ok yol
acan DNA hasar1 meydana gelmis olur.

4. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda DNA-protein capraz baglar1 da olusabilir.
DNA ile iligkide olan bir proteinin tirozin halkasina timinin allil radikalinin
eklenmesi ve ardindan gergeklesen oksidasyon reaksiyonu, DNA-protein ¢apraz

baginin olusumuna yol agmaktadir (Dizdaroglu ve dig., 2002).

Tablo 2.2: ROT tarafindan olusturulan tipik pirimidin hasarlar1 ve biyolojik sonuglar1 (Wallace,

2002).
Hasar DNS? polimeraz Letalite Mutajenite
oke etme
Timin glikol Evet Evet Zayif
Dihidrotimin Hayir Hayir Yok
5-Hidroksimetilurasil Hayir Hayir Zayif
5-Formilurasil Hayir Hayr T—C, T—HA
B-Ureidoizobtirik asit Evet Evet T—A
Hidantoin Evet - -
Urasil glikol Hayir Hayir C-T
5-Hidroksisitozin Hayir Hayr C—-T,C—G
5-Hidroksiurasil Hayir Hayir C-T
Dihidrourasil Hayir - -
o
Halka aplman HN)IINH-CHO Rediikdyon
i Hzn’l"\‘u N

H 0
HN)'INH-GHO
0 H:NJ\\N NH;
OH Reﬂukﬂwn """ 2,6-diamino-4-hidroksi-
. «I\)'I pre ><0H 5. formamidepirimidin

Halka aplmasy

Guamnbazmln T-hidro-8- ludmkslgua.nm

C8-OH radikali

o]
- N
Oksidasven H:f\ | \>_ OH
HoN” Sy N

§-hidro ksiguanin

Sekil 2.3: OH radikalinin olusturdugu bazi iiriinler (Dizdaroglu ve dig., 2002).
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HO—CH, [H, HII—LHg a
Mu M\N h‘i_il‘
OH [ OH H

Z2-decksipentoz-duloz 2 5-didecksipentoz-4-uloz 2, 3-didecksipentoz-4-uloz

DHA
cr—l-: &Hg o,
L E"‘S;_Vﬁﬂ 0—%;_;»4
H 0 -
O==p——DNA u-_l_-m,u,
- 5
2-decksipentoz-4-uloz 2, 5-didecksipentoz-4-uloz
(7Y
,.riu ﬁiﬂ :---L—u—ﬁ:f_
ol H cl_r <2
H
2-decksitetradialdoz
glikolik asit
OKA DA
|
0—7 O—CH —r—g—
H ':-..\_‘i: j"uu jul L—D HT__.QH
K
O—p—DCHA Smp——DNA,
[4]
bazsiz bilge eritroz

Sekil 2.4: DNA’da en ¢ok goriilen oksidatif seker hasarlar1 (Dizdaroglu ve dig., 2002).

Tiim bu {irlinlerin olusumu sonucunda bazsiz bolgeler ve zincir kiriklar1 basta olmak
tizere DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu engelleyen bircok DNA hasari
meydana gelmektedir (Sekil 2.5).

H,0, ise sitozoldeki notralize edici enzimlerin etkisiyle yok edilemezse, nukleusa
ulagir, kromatine bagli demir (veya oksidatif hasara ugramis Cu/Zn-SOD’tan agiga
¢ikan bakir) ile reaksiyona girerek, yakinindaki DNA molekiiliine saldiracak olan OH"
olusturur (Park ve Floyd, 1997). OH" tarafindan meydana getirilen DNA hasarma Kars1
en dnemli koruyucu etkiyi, tiyol bakimindan zengin bir protein olan metallotiyonein

saglamaktadir.
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Sekil 2.5: DNA’da meydana gelen oksidatif hasarlarmn toplu gosterimi.

2.2.3.1. Oksidatif DNA Hasarmmin Biyolojik Sonuglar

Cesitli kosullar altinda veya yaslanma ile birlikte hiicresel antioksidan savunma
sistemleri hucreyi oksidatif stresten korumak ic¢in yeterli olmaz ve ROT’nin
biyomolekiillere verdigi zarar artar. Hasarlar Onlenemez veya onarillamazsa cesitli
metabolik aksamalara, mutasyonlara ve kanser gelisimine neden olur (Loeb ve Loeb,
2000; Bohr, 2002; Mandavilli ve dig., 2002) (Sekil 2.6). Oksidatif DNA hasarinin
azalmasi anti-kanser etkisi yaparken artis1 ise kanser gelisimini uyarir (Halliwell, 2002).
Bu bakimdan DNA hasarinin kanser gelisimi ve ROT ile iliskili hastaliklar i¢in iyi bir
belirte¢ olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Yakes ve van Houten, 1997; Halliwell, 2002).

Birgok deneysel ve epidemiyolojik c¢alisma oksidatif DNA hasarinin genellikle
onkogenler ve tiimor baskilayici genlerde olusmasinin mutasyonlar: indiikledigini, yani

mutajenik ve karsinojenik 6zellige sahip oldugunu (Salles ve dig., 1999; Loeb ve Loeb,
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2000; Marnett, 2000; Dizdaroglu ve dig., 2002; de Souza-Pinto ve dig., 2008), ayrica
yaslanma ve dejeneratif hastaliklarla da iligkili oldugunu ortaya koymustur (Croteau ve
Bohr, 1997; Elliott ve dig., 2000; Mandavilli ve dig., 2002; Bohr, 2002). Kanser
goriilme sikhiginin 8-0xoG ve diger oksidatif hasarlarin yiiksek diizeylerde goriilmesi,
antioksidan ve onarim enzimlerinin aktivitelerinin degismesi, antioksidan savunmanin
inhibe edilmesi (SOD eksikligi gibi) ve ROT duzeyi ile dogru orantili bir sekilde
arttigim ortaya koyan bircok in vivo ¢alisma mevcuttur (Elchuri ve dig., 2005; Cooke ve
dig., 2006; Maynard ve dig., 2009).

STRES
Ins-Kaynakh I¢-Kaynakh

DNA Onarmmm

Replikazyron: divasyonn
Dartma, Hata Sitwyral etimi

Mokta Mutasyonlar —— G v

Kromozom Anomallen
Genornil Instahilite

¥

YASLANMA

Sekil 2.6. DNA hasarinin sonuglar1 (Bohr, 2002)

2.2.3.2. APEX Gen Bolgesi ve Onemi

Insan apiirinik/apirimidinik endoniikleaz, 14. kromozomda yer alan yiiksek oranda
korunmus 5 ekzon ve 4 introndan olusan 2.7 kb uzunluktaki APEX (APE/Ref-1, APEL,
HAP1, REF-1) genine ait 318 amino asitlik ve 36,5 kDa’luk, birgok fonksiyonundan
biri de DNA onarimi olan bir proteindir (Fritz, 2000) (Sekil 2.7). Iki domene sahiptir;
N-terminal domeni redoks aktivitesinden, C-terminal domeni ise endonukleaz
aktivitesinden sorumludur. APEX geninde, proteinin Katalitik aktivitesini degistiren 4
mutasyon ve protein-DNA interaksiyonlarmi etkileyen 4 mutasyon olmak (zere 8
mutasyon bilinmektedir (Evans ve dig., 2000). Ayrica proteinin transkripsiyon sonrasi
fosforilasyon ve redoks modifikasyonlar1 ile modifiye edildigi bilinmektedir (Fritz,

2000). Mitokondri ve niikleusta bulunusu, onarmm aktivitesi ile iligkiliyken,
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sitoplazmada bulunusu yeni sentezlenmis transkripsiyon faktorlerinin redoks durumunu
degistiren duzenleyici aktivitesi ile ilgilidir (Frossi ve dig., 2002). Hicrede bircok
cevresel uyarana karsi adaptasyon saglanmasmda sinyal molekiilii olarak rol oynar
(Fritz, 2000). Hiicre dongiisiiniin kontrolii, farklilasma, gelisim, noéral uyarim ve
apoptoz ile Fos, Jun, p53 gibi kanser olusumu ve ilerlemesi ile iliskili birgok
transkripsiyon faktori Gzerinde reduksiyon-oksidasyon faktoru olarak rol oynayarak
aktivitelerini degistirir (Fritz, 2000; Fritz ve dig., 2003). Ayrica birgok ¢evresel faktore
(kemo-radyoterapi ve ROT dahil) kars1 hiicresel adaptasyonun koordine edilmesinde
onemli bir sinyal molekiilii olarak rol oynar (Ramana ve dig., 1998; Koukourakis ve
dig., 2001). Bu genin alternatif splicing Grint olan AN34/Apel ise apoptotik hiicre
0limdu, i¢ yolak tarafindan tesvik edildiginde kaspaz 3 tarafindan aktive edilen tripsin
benzeri bir enzim tarafindan kesilerek DNA’nin apoptoza 6zgii fragmentasyonuna sebep

olmaktadir (Yoshida ve dig., 2003).

APEX Proteini (36.5 kDa)
NHz CO0OH
iﬁois . AP Endonildeas
wite s
| | ~ | F
| Bis65 Aspd0 Gl Asp219  AspA08 213

LTS

Redoks Fonksiyonu  DFA'va bhaglanma’ AP-endoniiklear aktivitesi

Sekil 2.7. APEX proteininin organizasyonu

2.2.3.3. p-globin Gen Kumesi ve Niikleer DNA Hasart

Insan B -globin gen kiimesi 11. kromozom iizerindeki ~45 kb’lik bir bolgede 5
foksiyonel (epsilon, gama G, gama A, delta, beta), 1 psodogen (psodo-beta-1) igerir
(Efstratiadis ve dig., 1980, Palstra ve dig., 2003). Globin genlerinin anlatimi eritroid tipi
hiicrelerle sinirl olup (Li ve dig., 2001), epsilon ve 2 gama globin geninin anlatimi
erken embriyonik ve fetal evrede, delta ve beta globin genlerinin anlatimi ise yetiskin

evrede yapilir. HeLa hicrelerinde transkripsiyonel olarak inaktif olan bir gen kiimesidir.
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2.2.3.4. Oksidatif Streste Mitokondriyal DNA

Tipik memeli hiicresi en az 100- 1000 kopya mitokondriye ve her bir mitokondri 2-10
kopya genoma sahiptir. Mitokondri ETZ ile aerobik organizmalardaki enerji Gretiminin
merkezi ve elektron sizintilarindan dolay1 da biiyiik bir ROT kaynagidir (Wei ve Lee,
1998). Kapali ¢embersel formdaki 16569 nukleotid uzunluktaki mitokondri genomu 13
polipeptit, 22 tRNA ve 2 rRNA sifreleyen toplam 37 gene sahiptir. mtDNA tarafindan
sifrelenen 13 polipeptit ETZ ve ATP sentaz’in temel alt birimlerini olusturur (Anderson
ve dig., 1981).

mtDNA’nin ROT ve cesitli kanserojenlere kars1 nDNA’ya gore 2-3 kat daha duyarli
oldugu bilinmektedir (Yakes ve van Houten, 1997). mtDNA’nin niikleoprotein
korumasmdan yoksun olmasi, mitokondriyal i¢ zar ile iliskilisi ve ETZ kaynakli
oksidatif strese daha fazla maruz kalmasi oksidatif hasarlara olan duyarliligini
aciklamaktadir (Maynard ve dig. 2009). Memelilerde mtDNA’nin onarimi Baz Kkesip-
¢cikarma onarim (BER) sistemi ile sadece kiigiikk boyutlu hasarlarin onarimi seklinde
gerceklestirilir. Biiylik boyutlardaki hasarlar ise ntikleotid kesip- ¢ikarma onarim (NER)
sistemi olmadig1 i¢in onarillamaz. mtDNA’da oksidatif stres sonucu meydana gelen
hasarlar ve bu hasarlarla iligkili olarak gelisen mitokondriyal fonksiyon kaybi ile kanser,
yaglanma ve Ozellikle dejeneratif hastaliklar arasinda 6nemli bir iliski oldugu birg¢ok in
vitro ¢aligmada ve hayvan modelleri ile yirUtulen ¢alismalarda gosterilmistir (Sekil 2.8)
(Wei ve Lee, 1998; Mandavilli ve dig., 2002; van Houten ve dig., 2006; Maynard ve
dig., 2009). Bu iliski “mitokondriyal katastrof hipotezi” olarak adlandirilir (van Houten
ve dig., 2006).

Yiiksek oksidatif stres ve yaslanma ile birlikte mtDNA’da gergeklesen oksidatif
modifikasyonlar ve mutasyonlar, transkripsiyonu ve translasyonu yapilan genlerin
iriinlerindeki fonksiyon bozukluklar1t ETZ’nin fonksiyon gérememesine veya kusurlu
proteinlerden o6tiirti daha fazla ROT olusumuna ve hiicrede enerji agigina sebep olabilir.
Ayrica hiicre i¢indeki yiiksek ROT miktari redoks dengesinin bozulmasina ve apoptotik
hicre 6limuinan tetiklenmesine de sebep olabilir (Nekhaeva, 2002). Artan apoptoz ile
birlikte yaglanma siirecinde dokudaki (6zellikle mitotik aktivitesini yitirmis ve kas gibi
yiiksek enerji ihtiyaci olan dokulardaki) hiicrelerin hem biyokimyasal hem de fizyolojik

foksiyonlarinda azalma gerceklesir (Wei ve Lee, 1997). Sonugta yaglanma ve yaslanma
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ile ilgili dejeneratif hastaliklar gelisir (Sawyer ve van Houten, 1999). Bu olasi siiregcten
dolayr mtDNA hasarmim ROT ile ilgili hastaliklar i¢in kullanish bir belirteg olabilecegi

oOne striilmiistiir (Yakes ve van Houten, 1997).

Mitokondriyal
Cevresel Etkiler EIIZ
- N Driingii
Serbest radileal siplnicn |ROT «
enzinler ve difer antioksidantlar l
J / Oksidatif Stres
A Olezidatif Hazar Olesidatif Hasar
Redoks fengm}lg’ (Pratein/Lipid) (DN A)
Permeabilite Geeig Por DA da
{PTP) Aldrvasyonu Mutasyon
mtDMNA'da sifrelenen alt
unitelerde kusutlar
Sitokrom c we AIF
Sahrurm +—— Kuswlu ETZ
Apoptozis Enerji Aciin

—

Hiicresel Fonkstyon Kayb vefveya Hicre Kayh

Etkilenen Dollarda Fonksivon Azalmas

|

Yaslanma ve Dejeneratif Hastahklar

Sekil 2.8: Mitokondrinin yaslanma ve yaglanmaya bagli dejeneretif hastaliklardaki rolii (AIF:
Apoptozu uyarici faktor) (Wei ve Lee, 1997).

ETZ’deki son oksidaz olan kompleks 1V (sitokrom-c oksidaz, sitokrom as,
ferrositokrom ¢ oksidaz, indofenol oksidaz) sitokrom c¢’nin oksidasyonunu ve O;’nin
suya rediksiyonunu Katalizler. Tumi sitoplazmik ribozomlarda sentezlenip
mitokondriye tasinan; 13 alt tinitesiden 3’0 blylk boyutlu katalitik alt Gniteler olup
mtDNA’da (COX I, Il ve Il1) ve 10 alt Gnitesi ise NDNA’da sifrelenir (COX IV, Va, Vb,
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Vla, VIb, Vic, Vlla, VIIb, Vlic ve VIII). Alt initeler i¢inde en iyi korunmus olanlar
COX I ve COX II’dir (Michel ve dig., 1998) (Sekil 2.9).

’ ND1 8 - T -
> « [coxz 38 ND4 . CYTB
[ RNR1 2 RNR2 2 O D2 R coxi R coxd 3 2 -
| T T 1
L nt 5981 1t 8213 nt 16560 nt
e —
PCR Bélgesi

Sekil 2.9. Sitokrom c oksidaz enziminin altbirimlerini sifreleyen genlerin (COX genleri)
mitokondri genomundaki yerlesim diizeni.

2.2.3.5. Oksidatif DNA Hasarinin Belirlenmesi

Oksidatif ajanlarm meydana getirdigZi DNA hasarlarinin  belirlenmesinde ¢esitli
tekniklerden yararlanilmaktadir (Jaruga ve Dizdaroglu, 1996; Beackman ve Ames,
1997; Dieana ve dig., 1999; Ayala-Torres ve dig., 2000; Dizdaroglu ve dig., 2002).

Bunlar arasinda en ¢ok kullanilanlar:

1. Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektrometrisi (GC-MS),

S1vi Kromatografisi- Kitle Spektrometrisi (LC-MS),

Yiiksek Basingli S1ivi Kromatografisi- Kutle Spektrometrisi (HPLC-MS),

A w N

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Quantitative Polimerase Chain Reaction”
QPCR),

5. COMET (Tek-Hicre Jel Elektroforezi) analizi,

6. Southern melezleme (blotting),

7. HPLC-ED (Elektrokimyasal saptama),

8. Doku veya bosaltim sisteminden salinan onarim atiklarmin 6lgulmesi,

9. Kantitatif ELISA

10. Immiinohistokimyasal analizdir.

Bu teknikler icinde DNA hasarinin gene 6zgii olarak belirlenmesine olanak veren yalniz
QPCR ve Southern melezleme teknikleridir. QPCR ¢ok daha hizli ve 3-5 kat daha
duyarli oldugu i¢in genellikle tercih edilir (Sawyer ve van Houten, 1999). Gene-0zgl
QPCR analizi; Taqg DNA polimerazin ¢aliymasini bloke edecek herhangi bir ajanin
DNA iizerindeki etkisinin incelenmesine veya onarmm kinetiklerinin belirlenmesine

olanak saglar (Wang ve dig., 2003; Ayala-Torres ve dig., 2000). H,O; zincir kiriklari,
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baz modifikasyonlar1 ve bazsiz bolgeler gibi bir¢ok farkli oksidatif DNA hasarina neden
olur (Dizdaroglu, 2002). Bu hasarlarin pek ¢ogu DNA polimerazin is gérmesini engeller
(Yakes ve van Houten, 1997) ve boylece H,0; tarafindan olusturulan hasarlari biyik
bir kism1 QPCR analizi ile belirlenebilir.

QPCR analizinde hasarin belirlenebilmesi i¢in dogru dongli sayisinin secilmesi ¢ok
onemlidir (Yakes ve Van Houten, 1997). Bunun i¢in DNA kalip miktarinin sabit
tutularak, tek kopyali bolgeler igin 20- 30 dongiiliik, mitokondri gibi ¢ok kopyali
bolgeler icin 10-20 dongiiliik reaksiyonlar yapilarak {iriin miktarmm dongii sayisiyla
beraber Ussel olarak artig gosterdigi goriilmelidir (Ayala-Tores ve dig., 2000; Grimaldi
ve dig., 2002). Dongli sayisina bagli olarak {iriin miktarimin iissel artis gOsterdigi
grafiklerde her bir bolge icin iirlin miktarinin kolay ve basarili bir sekilde Olgiilebilecegi
ekponansiyal artigin oldugu dongiilerden biri se¢ilmelidir (Yakes ve van Houten, 1997).
Daha sonra belirlenen dongii sayisinda PCR iiriin miktarinin kalip miktari ile dogru
orantili olarak degistigini gormek ve uygun kalip derisimine karar vermek igin 12.5-
200 ng kalip DNA iceren PCR’lar yapilir ve {iiriin miktarinin kolay ve basarili bir
sekilde olgiilebilecegi bir kalipp miktarma karar verilir. Uriinlerin miktarlar1 dolayli
olarak otoradyograflarin, agaroz jel’in veya agaroz jel fotograflarinin densitometrik
analizi yoluyla veya dogrudan radyasyonun olculmesi veya fluorometrik olarak
belirlenebilir (Grimaldi ve dig., 2002). Sonugta hedef dizinin PCR {iriin miktarmdaki
azalma dizideki hasarlarin bir sonucu olup, elde edilen Griinin miktarlarinin Poisson
denkleminde (A = - In (Ad Ax) yerine konulmasi ile dizideki hasar frekanslari

belirlenebilir.

QPCR teknigi ile gesitli hiicre kiiltiir sistemlerinde, farkli genlerde farkli genotoksik
ajanlarin olusturdugu DNA hasarlar1 belirlenmistir. Genotoksik ajan olarak H;O»,
hipoklorit (HOCI), peroksinitrit (ONOQO), UV, sisplatin, nitrokuinolin (NQO) ve
kuinakrin en sik kullanmilan ajanlar olup, genellikle transforme veya normal fibroblast
hiicreleri, lenfosit ve l6semi hiicreleri, kolon hiicreleri, adenoma hiicreleri, degisik
kokenli epitel hucreleri (HeLa) vb. hiicrelerle c¢alisilmistir. Gen olarak (-globin,
hipoksantin-guanin fosforibosiltransferaz (HPRT), DNA polimeraz B, dihidrofolat
rediiktaz (DHFR), p53, néroblastoma ras onkogeni (N-ras), LDL reseptdr geni, insan

blyiime hormonu geni ve en ¢ok da mtDNA’daki cesitli bolgelerdeki hasarlar
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belirlenmistir (Govan ve dig., 1990; Grimaldi ve dig., 1994; McCarthy ve dig., 1996;
Duthie ve dig., 1997; Salazar ve van Houten, 1997; Ballinger ve dig., 1999; Denissenko
ve dig., 1999; Deng ve dig., 1999; Ballinger ve dig., 2000; Wang ve dig., 2003; Santos
ve dig., 2003; Sawyer ve dig., 2003; Bennetts ve Aitken, 2005; Cakir ve dig., 2007;
Bennetts ve dig., 2008; Wang ve dig., 2008).

Bazi ¢aligmalarda, tiim DNA’da olusan kiriklarin veya belli hasar tiirlerinin (6rnegin,
alloksan, timin glikol, sitozin glikol, oksazolon, 8-hidroksiadenin, 8-hidroksiguanin vb.)
GC-MS, LC-MS (Hui-Lian ve dig., 2003; Watson ve dig., 2003; Dizdaroglu ve dig.,
2002, Dieana ve dig., 1999; Dizdaroglu, 1993) veya diger belirtilen teknikler ile (Duthie
ve dig., 1997; Rao ve dig., 1998; Salles ve dig., 1999; Ichihashi ve dig., 2000;
Budiyanto ve dig., 2000; Collins ve Horvathova, 2001; Sawyer ve dig., 2003; Wang ve
dig., 2008) analizi yapilmustir.

2.3. REAKTIF OKSIJEN TURLERINE KARSI SAVUNMA MEKANIZMALARI

Aerobik organizmalar oksidatif stresin zarar verici etkilerinden korunmak igin cesitli
mekanizmalar gelistirmisglerdir (Shackelford ve dig., 2000). Bu temel mekanizmalar

antioksidanlar ve onarim sistemleri tarafindan yiiriitiiliir.

2.3.1. Antioksidanlar

Oksitlenebilir substrata oranla daha diisiik derisimde bulunan ve substratin
oksidasyonunu Onemli ol¢iide geciktiren veya Onleyen bilesikler genel olarak
“antioksidan” olarak tanimlanmaktadir. Tek basina etki gosteren in vivo bir antioksidan
yoktur. Antioksidanlar, etki edecekleri reaktif tirin tipine ve bulunduklar1 hiicresel
ortama gore degisik etkilesimlerle is goriirler. Oksitlenen substrat lipit, DNA, protein
veya baska bir biyomolekll olabilir. Hicresel antioksidanlar ¢ temel grupta ele
alinabilir (Halliwell ve Gutteridge, 2003):

1. Antioksidan enzimler: Reaktif turlerin yikimin1 katalizleyen siiperoksit dismutaz

(SOD), katalaz, peroksiredoksin ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerdir.
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2. Zincir kiran antioksidanlar: Elektron alinmasi veya verilmesi seklinde gerceklesen
zincirleme reaksiyonlar1 bozan; glutatyon, karotenoidler, katesinler, ubikinol,
askorbik asit (C vitamini) ve tokoferol (E vitamini) gibi molekullerdir.

3. Metal baglayan proteinler: Metal iyonlarim1 baglayarak serbest radikal
olusturmalarmi engelleyen; transferrin, laktoferrin ve seruloplazmin gibi

proteinlerdir.

2.3.1.1. Antioksidan Enzimler

Okaryotik hiicrelerdeki, O,™ metal iceren iki SOD izoenzimi (mitokondriyal Mn-SOD
ve sitozolik Cu/Zn-SOD) tarafindan metabolize edilir (Halliwell ve Gutteridge, 2003).
Bakterilerde ise genelde Mn-SOD ve Fe-SOD bulunur (Yost ve Fridovich, 1973); ayn1
zamanda Cu/Zn-SOD igerenleri de vardir (Fridovich, 1997). SOD tarafindan
katalizlenen reaksiyon ile iki O;", H;O, ve Oz’ne doniistiiriliir (reaksiyon 1).

Dolayisiyla bu reaksiyon hiicresel bir hidrojen peroksit kaynagidir.

Siiperoksitin dogrudan indirgenmesini katalizleyen diger bir enzim de stperoksit
redliktaz (SOR)’dir. Demir iceren bu enzim, O, radikalinin tek elektron alarak H,O’e
indirgenmesini katalizler (reaksiyon 7) ve simdiye kadar sadece anaerobik siilfat
indirgeyen bakterilerde (desulforedoksin), anaerobik arke Pyrococcus furiosus’da ve
sifilis (bel soguklugu) etmeni olan mikroaerofilik bakteri Treponema pallidum’da
tanimlanmigtir. T. pallidum, SOD tasimaz ve siiperoksit eliminasyonunu tamamen SOR
ile gerceklestirir. Simdiye kadar hicbir memelide SOR’a rastlanmamistir (Adams,
2002).

20,7+ 1e +2H >R » H,0, (reaksiyon 7)

Temelde hidrojen peroksitin su ve molekiler oksijene dismutasyonunu (reaksiyon 3)
katalizleyen katalaz enzimi hem grubu iceren monomerik bir enzimdir (Aebi, 1974).
Memeli hiicrelerinde en ¢ok peroksizomlarda bulunur. Katalazm, fenol ve alkol gibi
farkli substratlar1 detoksifiye etme islevi de vardir. Bu reaksiyonu, hidrojen peroksidin

indirgenmesiyle birlikte gerceklestirir (reaksiyon 8):

H,0, + RH; —— % R= CHOH /CH3CHO) + 2H,0 (reaksiyon 8)
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H>0,’1 bu sekilde tiiketen katalaz, Fenton reaksiyonu ile H,O,’den hidroksil radikali
olusumunu azaltarak dolayli bir antioksidan etki gosterir (Halliwell,1999). Ayrica
katalaz enziminin kendisini inaktive olmaktan koruyan ve etkinligini artirran NADPH’a

baglanarak is gordiigi de bilinmektedir (Kirkman ve Gaetani, 1984).

Peroksiredoksinler  (Prx; tiyoredoksin peroksidazlar), H,O, ve farkli alkil
hidroperoksitler gibi peroksitlerin dogrudan indirgenmesini (reaksiyon 9) saglayan
enzimlerdir (Chae ve dig., 1999). Bugune kadar, en az 13 memeli peroksiredoksini
tanimlanmistir (Butterfield ve dig., 1999).

2 R'-SH + ROOH — = » R'-S-S—R' + H,0 + ROH (reaksiyon 9)

Glutatyon peroksidazlar (GPx), glutatyonu substrat olarak kullanarak peroksitlerin
indirgenmesini katalizyen enzimlerdir (reaksiyon 10-11) (Forstrom ve dig.,1979).
Memelilerde, her biri selenosistein igeren, en az d otr farkli tip £ GPx (GPx 1- 4)
bulunmaktadir. GPx1 ve GPx4 (veya fosfolipit hidroperoksit GPx), bir¢ok dokuda sik¢a

rastlanan sitozolik enzimlerdir (Ursini ve dig., 1995).

Hy0, + 2GSH ——7%_y GSSG + H,0 (reaksiyon 10)
ROOH + 2GSH — &% GSSG + ROH + H,0 (reaksiyon 11)

2.3.1.2. Zincir Kiran Antioksidanlar

Glutatyon hiicrede ¢ok sayida 6nemli islevi bulunan, tripeptit (L-y-glutamil-L-sisteinil
glisin) yapida bir tiyol bilesigidir (Sekil 2.10). Hicre igindeki derisimi milimolar
diuzeyde olan glutatyonun, reaktif oksijen tirlerinin  ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonundaki roli iyi bilinmektedir (Therond ve dig., 2000). Ayrica oksidatif
strese karst onemli koruyucu etkiye sahip olan glutatyon peroksidaz gibi cesitli

enzimlerin de koenzimi olarak gorev yapar (Forstrom ve dig.,1979).

C vitamini suda ¢0ziinen, giclu bir zincir kiran antioksidandir (Sekil 2.11). Siiperoksit,
hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipoklorik asit, peroksil radikalleri, singlet oksijen
gibi bircok suda ¢oziinen radikal ve oksidana elektron aktarma yetenegine sahiptir.
Ayrica, sivi-lipit ara ylzeyinde E vitamininin rejenerasyonunu da saglar (Halliwell ve
Gutteridge, 2003).
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Sekil 2.10: Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil glisin)’un kimyasal yapis1
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Sekil 2.11: C vitamininin kimyasal yapisi.

E vitamininin 8 formu bulunmaktadir: a, B, vy, 5-tokoferoller ve a, B, y, 8- tokotrienoller.
Tim formlar, antioksidan isleve sahiptir, ancak -tokoferol (Sekil 2.12), hicre
zarlarinda ve lipoproteinlerdeki en kuvvetli yagda ¢oziinen zincir kiran antioksidan

olarak bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2003).

Sekil 2.12: E vitamininin kimyasal yapis1

Bitkilerdeki farkli renkteki pigmentleri iceren karotenoidler, o-karoten, [-karoten,
likopen ve luteini de igeren bir gruptur (Sekil 2.13). Bugiine kadar, 600’den fazla
karotenoid tanimlanmistir. Yagda ¢oziinen bu antioksidanlar, singlet oksijenin ve sadece
diislik oksijen basincinda peroksil radikalinin etkili radikal siiptiriiciileridir (Halliwell ve
Gutteridge, 2003).
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Ubikinonlar (koenzim Q10), mitokondrideki ETZ’nin &nemli yapitaslaridir. Lipit
peroksidasyonunun baslamasini ve ilerlemesini inhibe ederler (Frei ve dig., 1990).
Antioksidan formu, ubikinonun indirgenme tiriinii olan ubikuinoldiir (Sekil 2.14) (Mohr
ve dig., 1992). Dogrudan antioksidan etkilerine ek olarak, a-tokoferol gibi yagda

¢oziinen diger antioksidanlarin da rejenerasyonunda is gérmektedirler (Ernster ve dig.,

1992).
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Sekil 2.13. Baz1 karotenoidlerin kimyasal yapilari
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Sekil 2.14. Ubikinonun ubikinole indirgenmesi
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2.3.1.3. Metal Baglayan Proteinler

Demir baglayan proteinler olan transferrin ve laktoferrin ile bakir baglayan protein
seruloplazmin, metal baglayan proteinler olarak gruplandirilir. Bunlar serbest halde
bulunan gecis grubu metal iyonlarin1 baglayarak bu metal iyonlarinin serbest radikal

olusumuna katilmalarin engellerler (Halliwell ve Gutteridge, 2003).

2.3.2. Onarim Sistemleri
2.3.2.1. DNA Onarim Sistemleri

Genetik mateyaldeki hasarlarin onarilmasi genomik stabilitenin devamlilig1 i¢in sarttir.
Kimyasallarin ve radyasyonun genomun farkli bdlgelerinde meydana getirdigi
hasarlarmn ¢esitli tipte oldugu ve onarim mekanizmalarinin da degiskenlik gosterdigi
bildirilmektedir (Wang ve dig., 2003). DNA hasarlar1 tipine, boyutuna ve hasar1 yapan
ajanin tiiriine gore farkli DNA onarim sistemleri tarafindan onarilir. insanda ~130 DNA
onarim enzimi bulunur (Christmann ve dig., 2003). Bu genlerin bir kismi DNA
onariminin diizenlenmesi ve sinyal sistemiyle, bir kismi ise onarim mekanizmalar1 ile
dogrudan ilgilidir. DNA’ya hasar veren ajanlar c¢ogunlukla farkli tiplerde hasar
olusturdugu gibi bir hasar tipine cevapta da birden fazla onarim sistemi gorev alir. Bu
diizenleme hiicrenin onarim sisteminde bir aksama (bir enzimin inaktive olmasi gibi)
oldugunda diger bir onarim sisteminin islemesi ile hasarin onarimini saglayabilir, fakat
bu her zaman gegerli degildir (Yu ve dig., 1999). DNA onarimu ile iliskili genlerdeki
mutasyonlarin tiimor gelisimi (kalitimsal polipozal olmayan kolon kanseri, meme
kanseri, cilt kanseri) ve kompleks metabolik degisimlerin goriilmesi ile tanimlanan
cesitli kalitimsal hastaliklarla (ksenoderma pigmentosum, ataksia telangiektasiya,
fankoni anemisi vb) iligkili oldugu ortaya konulmustur (Papadopoulos ve dig., 1994;
Vermeulen ve dig.,1997; Savitsky ve dig., 1995; Joenje ve Patel, 2001). Memelilerde
DNA onarim sistemleri baglica 5 gruba ayrilir (Yu ve dig., 1999; Wood ve dig., 2001).

e Dogrudan Onarim: DNA hasarma en basit yanit olup tek adimli bir reaksiyon ile
hasarli molekiil ¢ikarilarak onarim gergeklestirilir. Ornegin maya ve bakterilerde
fotoliyazlar 151k bagimli bir reaksiyonla UV etkisiyle olusan hasarlar1 dogrudan
onarabilir. insanlarda ise MGMT (O°-metilguanin DNA metiltransferaz) dogrudan

onarim enzimi olarak gorev yapar ve alkilleyici ajanlar tarafindan olusturulan
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hasarlardaki alkil gruplarini kendine baglayarak onarimi gergeklestirir. Bu enzimin
aktivitesindeki azalma alkilleyici ajanlara olan direnci azalttigindan, Ozellikle
alkilleyici ajanlarmm neden oldugu beyin timorlerinin gelisiminde Onemli bir
faktordir (Yu ve dig., 1999).

Cift zincir kiriklariin onarimri: Cift zincir kiriklar1 somatik rekombinasyon gibi
normal fizyolojik siireclerde meydana gelebilecegi gibi oksidatif stres sonucu veya
iyonize radyasyon tarafindan da olusturulabilir ve replikasyon ve/veya
transkripsiyonun durmasina sebep olur. Bu onarimin etkin bir sekilde yapilmasi
lokal ve tim genomun bitinkigiinin devamliligt ve gen anlatimmin
strdirulebilmesi igin sarttr.

Hatah eslesme onarmm: Hatali baz ciftleri, replikasyon sirasinda yanlis baz
giriglerinin olmasi1 veya 5-metil sitozinin deaminasyon reaksiyonu sonucunda urasile
doniismesiyle meydana gelebilir. Bu onarim kisa-yama (1-2 nikleotid i¢in) ve uzun-
yama (90-170 nikleotid icin) olarak iki tiptir.

Niikleotid kesip c¢ikarma onarmm (Nucleotide Excision Repair, NER): Bu
onarim sistemi sisplatin ve prosalen gibi maddelerin ve UV nin olusturdugu biiytik
boyutlu hasarlarin onarmmini gerceklestirir. Oldukca karmasik bir onarim sistemi
olmakla beraber onarim; hasarin taninmasi, kesim, kesim sonrasi olusan boslugun
doldurulmas1 ve ligasyon asamalarini igerir.

Baz kesip-cikarma onarimu (Base Excision Repair, BER): Bu onarim sistemi
alkilleyici ajanlar ve oksidatif ajanlarin gergeklestirdigi metilasyon, oksidasyon ve
reduksiyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan kiigiik hasarlarin onarimini gergeklestirir
(Frosina, 2000; Ronen ve Glickman, 200 ] Bohr ve dig., 2002). Bdylece hiicreyi
digsal ve i¢sel kaynakli birgok ajanin toksik ve mutajenik etkisine karst korur (Bohr,
2002). Bu onarimin kisa-yama (1 niikleotid onarir) ve uzun-yama (2-13 nikleotid
onarir) olarak iki tipi vardir. Fakat ikisi de temel olarak 5 asamada gergeklesir (Sekil
2.15) (Christmann ve dig., 2003):

Hasarli bazin taninmasi, ¢ikarilmasi, zincirin kesilmesi: Hasarli baz DNA glikozilaz
tarafindan tanmir ve seker fosfat omurgasi ile baz arasindaki glikozidik bag
kesilerek ¢ikarilir. DNA glikozilazlarin Tip I ve Tip Il olarak adlandirilan iki alt
grubu ve memelilerde farkli substrat 6zgilligii ve aktivitesi olan 11 farkli ¢esidi

vardir. Bazsiz bolgenin seker fosfat omurgasinin fosfodiester bagi APEX enzim
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aktivitesi veya glikozilazin AP-liyaz aktivitesi ile kesilerek 3'-OH ve 5'-bazsiz seker
fosfat grubu olusturulur.

2. llk niikleotidin eklenmesi: i1k niikleotidin eklenmesi bazsiz bdlgenin yapisma bagl
degildir ve DNA polimeraz  (Pol B) tarafindan gergeklestirilir.

3. Kisa-yama veya uzun-yama se¢imi: Bu se¢im bazsiz bolgenin kimyasal yapisina
baglidir. Oksitlenmis veya rediiklenmis bazsiz bolgeler, 3'-fosfatlar ve 3'-doymamis
aldehitlerde 5'-deoksiriboz-5-fosfat (5'dRP) Polp tarafindan kesime direnglidir.
Bunlarin onarmmu prolifere edici hiicre nikleer antijeni (PCNA) bagimli uzun-yama
onarimi ile gergeklesebilir. 8-0xoG gibi hasarlarin onarimi ise kisa-yama BER ile
gerceklesir ve genel olarak hasarlarin yalmiz % 25’1 uzun-yama BER ile
onarilmaktadir (Dianov ve dig., 1998).

4. Zincirin yerinden g¢ikarilmasi ve DNA sentezi: Segime gore, kisa-yama onarimi
yapilacaksa Pol B’nin 5'dRPaz aktivitesi ile 5'dRP kesilip ¢ikarilir. Uzun-yama
onarmminda ise tek bazin Pol B tarafindan ¢ikarilip DNA omurgasinin kapatilmasinin
yaninda ek adimlara ihtiya¢ vardir. PCNA ve replikasyon faktori ¢ (RF-C) ile
birlikte Pole, Pold aktivitesi ile uzun bir DNA sentezi yapilir. Sentez sonrasi
5'dRP’in ayrilmast PCNA tarafindan tesvik edilen kanat (flap) endonukleaz 1
(FEN1) tarafindan gergeklestirilir.

5. Zincirlerin birbirine baglanmasi: DNA ligaz I, Pol 3 ve PCNA ile, DNA ligaz 11l ise
Pol B ve PARP-1 [poli(ADP-riboz) polimeraz-1] ile birlikte bu reaksiyonu
gerceklestirir.

BER’in diizenlenlenmesinde p53 dnemli bir rol oynar. In vitro’da p53’in APE ve Pol 3
ile dogrudan iligki kurarak BER’i stimiile ettigi belirlenmistir (Zhou ve dig., 2001)

ancak in vivo’da BER diizenlemesi tam olarak a¢iga ¢ikarilamamustir.
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Sekil 2.15: Baz kesip-¢ikarma onarimi’nin mekanizmasi.

2.3.2.2. Proteinlerin Onarimi

Hiicresel yapitaglarindan onarimi en onemli olan DNA’dir, ¢linkil bu hasarlar hiicreyi
oliime kadar gotiiren bir siireci baslatabilir. Tekrar sentezlenebildiklerinden proteinlerde
meydana gelen hasarlarin onarilmasmin gereksiz oldugu diistiniilebilir. Fakat protein
sentezinin simirli oldugu bazi durumlarda (insan eritrositlerinde nukleus kaybedildigi
icin, gOzln lensindeki kristallin proteini hi¢ sentez edilemedigi igin) bu hasarlarin
kesinlikle onarilmasi gerekir. Ayrica protein sentezi hiicre ekonomisi i¢inde ¢ok diisiik
bir maliyete sahip degildir. Proteinlerin yapisinda gergeklesen hasarlarin onariminda
saperon sistemleri gorev alirken (Bukau ve Horwich, 1998), kovalent degisikliklere

neden olan hasarlarin onarimi ise metionin siilfoksit rediiktaz, peptidil-prolil izomeraz
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ve L-izoaspartil protein karboksil metiltrasferaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir
(Gothel ve Marahiel, 1999; Stadtman ve dig., 2002).

2.4. OKSIDATIF STRES VE APOPTOZ

Oksidatif strese karsi hiicrenin cevabi su sirayla gergeklesir: a- DNA’nin onarimi, b-
DNA onarimma zaman tanimak ve hasarli DNA’nin bolinme yoluyla yayilimini
engelemek icin hicre dongisinde gecikme, c- transkripsiyonel cevap ve d- hasarlarin
onarilamamasi durumunda apoptozun tesviki (Sancar ve dig., 2004; Maynard ve dig.,
2009). Apoptoz biyokimyasal ve morfolojik olarak 6zel sirecleri bulunan, kompleks
organizmalarda hasarli veya zararli hiicrelerin yok edilmesi, doku homeostazisinin
korunmasi ve embriyonik evrede organ gelisimi i¢in gerekli bir siiregtir (Reed, 2000).
Apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda ortaya ¢ikabilir. Apoptotik hiicre
olimii siireci basladiginda hiicre seklinde yiizey adezyonunun kaybindan kaynaklanan
bir yuvarlaklagsma oldugu goriiliir. Daha sonra komsu hiicrelerle temasmn kayboldugu,
hicre hacminin azaldigi, kromatinin nukleus zarina yaklasarak yogunlastigi, plazma
zarmda kabarcik seklinde yapilarin olustugu ve son olarak “apoptotik cisimcik™ olarak
adlandirilan hiicre pargaciklarinin meydana geldiginin goriilmesi ile 6lim gerceklesir
(Reed, 2000). Apoptoz birgok molekiliin yer aldig1 karmagik bir slirectir ve ¢ok siki bir
sekilde kontrol edilmektedir. Apopotoz hiicre iginden veya disindan kaynaklanan birgok
uyaran (DNA hasari, sitotoksik maddeler, radyasyon, viral enfeksiyonlar, metabolik
veya hiicre siklusundaki karigikliklar, canlilik sinyallerinin kaybolmasi, hiicre
yuzeyindeki 6lim reseptorlerinin aktivitesi) ile tesvik edilebilir. Bitun sinyaller 6lim
reseptorii bagimli dis yolak veya mitokondri bagmmli i¢ yolak araciligryla sonugta

kaspaz aktivasyonunu saglar ve apoptozu tesvik eder.

Mitokondri, dis yolak kokenli sinyallerin akisi yaninda hiicre igi yolagin isleyiginde
merkezi bir rol oynar. DNA hasari, oksidatif stres, radyasyon, kemoterapi ilaglari
tarafindan olusturulan sinyaller ve metabolik veya hiicre siklusundaki karigikliklar bu
yolak tarafindan apoptozu tesvik eder (Zamzami ve Kroemer, 2001). Mitokondriye
ulagan 6liim sinyali zar gecirgenliginde degisime ve bu degisimde sitosole sitokrom-c
ve diger pro-apoptotik proteinlerin salinmasma neden olur (Sekil 2.16). Sitosole saliman

sitokrom-c “apoptozom” kompleksinin olusumunu saglayarak kaspaz 9’u aktive eder.
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Kaspaz 9 ise kaspaz 3, 6 ve 7’yi aktive ederek kaspaz kaskadini baslatir. Kaspazlar
sistein proteazlar olup inaktif proenzim olarak sentezlenirler ve oligomerizasyon ve
proteolitik kesim yoluyla aktive olurlar (Reed, 2000). Kaspazlarin substratlar1 arasinda,
kesim sonucu aktive veya inaktive olan apoptozu duzenleyici proteinler (diger
kaspazlar), hicre icin temel olan enzimler (6rnegin, DNA sentez veya onarimi ile ilgili
enzimler), protein kinazlar ve diger sinyal iletim diizenleyicileri, sitosolik ve nukleer
yapisal proteinler ile hucre siklusunu dizenleyen proteinler yer alir (Nunez ve dig.,
1998). H,0, uygulamasi sonucu olusan oksidatif stresin, HeLa hicrelerinde mitokondri
bagimli i¢ yolak aracilig1 ile apoptozu tesvik ettigi bilinmektedir (Singh ve dig. 2007).
HeLa hicrelerinde apoptotik hiicre dlumtnin p73 ve pro-apoptotik Bax proteininin
aktivasyonu ve anti-apoptotik Bcl-xI’nin inaktivasyonu yolu ile gergeklesir (Singh ve
dig., 2007).

MITOKONDRI

Hiicreigi Oliim

Sinyali

Balk
Bax

Sitokrom ¢ » @ ™)

Salmim
Kaspaz 9 === ﬁ Apaf-l  ATP

Apaf-1l
{Jligomerizasyonu
Kaspaz 9
Aktivasyonu ﬁ
CARD

\ CED-4
Basglatica Kaspaz
Aktif 1? Alktivasyonu
Kaspaz 9
K 36,7 .
aspar Efektiir Kaspaz
Aktivasyonu

Sekil 2.16: Mitokondri bagimli i¢ yolagin isleyisi.
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Mitokondri bagimli i¢ yolagm kontroll ve diizenlenmesinde bcl-2 protein ailesine lye

olan ¢ok sayida pro- ve anti-apoptotik protein gorev almaktadir (Hu ve Kavanagh,
2003)

Apoptozun, tumor nekroz faktor reseptdr (TNFR) gen ailesine tye olan oOlim
reseptorleri ile dis sinyallere cevap olarak induksiyonu igin, reseptorin 6zel ligandi ile
birlesip aktive olmasi gerekir. En iyi bilinen 6liim reseptorleri TNFR-1, 6lUm reseptori
4 (DR4) ve olim reseptori 5 (DR5)’tir (Fischer ve Schulze-Osthoff, 2005). Aktive olan
reseptor Oliim tetikleyici sinyal kompleksinin (DISC) olusumunu saglamaktadir. DISC
dogrudan pro-kaspaz 8’in aktive edilmesini, o da hiicresel substratlarin kesiminden

sorumlu Kaspaz 3 ve 7’nin aktivasyonunu saglamaktadir (Nunez ve dig., 1998, Hu ve
Kavanagh, 2003).

25. DOGAL ANTIiOKSIDANLAR VE ZEYTINYAGININ BiYOLOJIK
ETKIiLERI

Epidemiyolojik calismalar antioksidan bilesimi fazla olan besinler ve meyve/sebze
agirhikli beslenmenin dejeneratif hastaliklar ve cesitli kanser tiirlerinin goriilme sikligin1
azalttigim1 ortaya koymustur (Duthie ve dig., 1997; Elliott ve dig., 2000; Collins ve
Horvathova, 2001; Hui-Lian ve dig., 2003).

Bazi dogal iiriinlerin, 6zellikle havu¢ suyu, kekik suyu, zeytinyagi, kakao yagi, soya
yag1 ve aygicegi yagi gibi bitkisel besinlerin (Visioli ve dig., 1998; Wei ve dig., 1996;
Visioli ve dig., 2002a; Visioli ve dig., 2002b; Hui-Lian ve dig., 2003; Garcia-Alonso ve
dig., 2007; Martin ve dig., 2008) ve E vitamini, tirosol, hidroksitirosol, kesretin,
mirsetin ve koenzim Q10 gibi bilesiklerin (Huertas ve dig., 1999; Abalea ve dig., 1999;
Collins ve Horvathova, 2000; Visioli ve dig., 2002a; Quiles ve dig., 2002b; Vayalil ve
dig., 2003; D’Angelo ve dig., 2005; Liu ve dig., 2010) antioksidan ve radikal stiplrici
aktiviteleriyle oksidatif stresin zararli etkilerini azalttig1 bildirilmektedir. Farkl bitkisel
kaynaklardan elde edilmis fenolik bilesiklerin de, Ornegin, kersetin, resveratrol,
mirsetin, kaffeik asit, rozmarinik asit, vanilin, kurkumin ve kumarinin oksidatif DNA

hasarina kars1 koruyucu etkisi farkli hiicre tiplerinde in vitro olarak ortaya konulmustur
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(Duthie ve dig., 1997; Abalea ve dig., 1999; Collins ve Horvathova, 2001; Lima ve dig.,
2006).

Olea europea L. bitkisinin meyvelerinin fiziksel preslenmesi ile elde edilen saf
zeytinyagl antioksidan maddeler bakimindan olduk¢a zengindir (Tablo 2.3).
Zeytinyaginda bulunan mindr bilesenlerden o- tokoferol ve -karoten gibi vitaminler,
fitosteroller, pigmentler, terpenik asitler, skualen, flavanoidler, tirosol ve diger bir¢ok
fenolik bilesik bu etki bakimindan 6ne ¢ikmaktadir (Visioli ve dig., 2002a; Visioli ve
dig., 2002Db).

Tablo 2.3: Zeytinyaginin kimyasal bilesimi.

Bilesen En cok bulunan tur Miktar
Oleik asit (C18:1) % 55-83
Yag Asitleri (Stefanoudaki ve dig., 1999) P'fllm't!k asit (C16:0) %7.5-20
Linoleik asit (C18:2) % 3.5-21
Basit Fenoller (Servili et al., 1999; Visioli ve  Sekoiridoidler, tirosol, 9- 752 3 ma/ml
Galli, 1998) oleuropein, hidroksitirosol -5 Mg

(+)-pinoresinol,

Lignanlar (Owen ve dig., 2000) (+)-1-asetoksipinoresinol

0.65- 99.97 mg/ml

Luteolin, apigenin,

Flavonoidler (Bouaziz ve dig., 2005) kersetin Belirlenmemis
Karotenoidler (Boskou, 2002) B-karoten, lutein 1- 20 mg/ml
Tokoferoller (Boskou, 2002) y- tokoferol, a- tokoferol ~ 5- 300 mg/ml
Terpenoidler (Nenadis and Tsimidou, 2002)  Skualen 2.08- 6.52 g/ml
Fitosteroller (Boskou, 2000) B-sitosterol, kampestrol 1- 2 g/ml

Zeytinyaginda 9-800 mg/kg olarak bulunan fenolik bilesikler (Visioli ve Galli, 1998;
Servili ve dig., 1999), yagm hazirlandigi meyvelerin ait oldugu agacin alttiiriine,
meyvenin olgunlagsma evresine (meyve olgunlastikca fenolik icerik diiser), ezme
prosesine ve yagin saklanma kosullarma bagl olarak ¢ok farkli derisimlerde olabilir
(Fagliano ve dig., 1999; Rotondi ve dig., 2004). Bu fenolik bilesikler yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir ve zeytinyagma 6zel aromasini ve keskin tadm verir.
Bunlardan en ¢ok miktarda bulunan ve antioksidan 6zellige sahip oldugu bilinenler
kaffeik asit, oleuropein, gallik asit, tirosol ve hidroksitirosol’diir (Visioli ve dig., 2002a,
Bartsch ve dig., 2002; Yoshino ve dig., 2002). Bu ¢aligmada standart olarak kullanilan
gallik asit saf zeytinyaginda 0.1- 1.4 mg/kg bulunur (Coni ve dig., 2000).
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Bu fenolik bilesiklerin O™ , H,O, ve reaktif azot tirleri (RAT) Uzerinde sipdiriici
etkisinin oldugu in vitro ve in vivo (Manna ve dig., 1997; Visioli ve dig., 1998; Puerta
ve dig., 2001) testlerle belirlenmistir. Bunlardan hidroksitirosollin ve oleuropeinin, BHT
(butilhidroksitoluen, sentetik bir antioksidan) ve E vitamininden (dogal bir antioksidan)
daha etkili siiperoksit ve HOCI siipiiriicii etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Visioli ve
dig., 2002a).

Akdeniz bolgesinde koroner kalp hastaliklar1 ve belirli kanser tiirlerinin (prostat, gogiis
ve Kkolon kanseri) az goriilmesi, beslenmede zeytinyagmin tercih edilmesiyle
iliskilendirilmis olup saglik iizerindeki bu yararli etkisini sadece yliksek oleik asit
icerigi ile degil, ayrica yiiksek vitamin ve vitamin olmayan antioksidan bilesenleriyle de
iligskili oldugu diisiiniilmektedir (Visioli ve dig., 2002a). Zeytinyaginin bu olumlu
etkisini dogrudan DNA hasarmm1 veya lipid peroksidasyonunu engelleyerek
peroksidasyon drnlerinin neden oldugu DNA hasarlarini engelleyerek gerceklestirdigi
ileri surulmekte olup (Visioli ve dig., 2000b; Bartsch ve dig., 2002) bu etkinin nasil
meydana geldigi molekiiler diizeyde tam olarak ag¢iklanamamistir. Zeytinyaginda
bulunan hidroksitrosoliin LDL oksidasyonunu engelleyici etkisi ise in vitro (Fito ve
dig., 2000; Visioli ve dig., 2002a) ve in vivo (Marrugat ve dig., 2004; Covas ve dig.,
2006b; Gimeno ve dig., 2007) ¢aligmalar ile belirlenmistir.

Hidroksitirosoliin kolon kanser hatt1 (Caco-2) hiicrelerinde H,O,’nin sitotoksik etkisini
ve MDA diizeyinde yaptigi artist engelledigi (Manna ve dig., 1997) ve ndronal
hibridoma hiicre hattinda ONOO™ kaynakl1 oksidatif hasar {iriinlerinin miktarini azalttig1
belirlenmistir (Deiana ve dig., 1999). Insan prostat kanser hiicre hattinda tirosol,
hidroksitirosol ve kaffeik asit uygulamasmin oksidatif DNA hasarin1 doza bagl olarak
azalttig1 ve hidroksitirosoliin en etkin korumay1 gergeklestirdigi ortaya konulmustur
(Quiles ve dig., 2002a). Hidroksitirosolin, insan melanoma hicrelerinde UV-A
uygulamasi ile artan ROT sonucu meydana gelen protein hasarma ve lipid
peroksidasyonuna karsit koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (D’Angelo ve dig.,
2005). insan T-lenfotik hiicre hattinda H,O, uygulanmasi sonucunda olusan DNA hasar1
iizerinde 30 dakikalik total fenolik fraksiyon uygulamasmin oksidatif DNA hasarmi
Onleyici bir etkiye sahip oldugu COMET analizi ile belirlenmistir (Nousis ve dig.,
2005). Hepatokarsinoma (HepG2) hiicre hattt lizerinde yapilan bir ¢aligmada
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hidroksitirosol’in 4 veya 20 saatlik 6n uygulamasinn, tert-bitilhidroperoksit (t-BOOH)
ile indiiklenen oksidatif stres sonucu hticre i¢i ROT ve lipid peroksidasyon uriini MDA
miktarindaki artis1 belirgin bir sekilde 6nledigi ortaya konulmustur (Goya ve dig.,
2007). J774 A.1 makrofaj hiicre hattinda tirosol ve hidroksitirosol’iin hiicre i¢ine hizli
bir sekilde girdigi, ancak hidroksitrosol’in 18 saat i¢inde kayboldugu, tirosol’iin ise
zamanla birikerek ylksek derisimlere ulastigi ve her ikisinin de hicre i¢ci ROT dizeyini
diisiirdiigii belirlenmistir (Di Benedetto ve dig., 2007). insan periferal mononiikleer kan
hicreleri ve promiyelositik 16semi (HL60) hucrelerinde H,0- ile birlikte hidroksitirosol,
tirosol, oleuropein ve kaffeik asit gibi zeytinyaginda bol miktarda bulunan saf
maddelerin, saf zeytinyagi ve zeytin karasuyundan hazirlanmis fenolik ekstrenin
oksidatif stres ile indlklenen DNA hasarini yiiksek oranda inhibe ettigi COMET analizi
ile belirlenmistir (Fabiani ve dig., 2008). Ancak bu ¢alismada H,O, ile antioksidan
maddeler es zamanl olarak uygulandig: i¢in, elde edilen verilerin giivenilirligi azdir.
Monosit hlicre hattinda yapilan bir ¢alismada ise hidroksitirosoliin, lipopolisakkarit
uygulamasi sonucu artan ROT ve NO diizeyini azaltti§1 ve GSH diizeyini ylikselttigi
belirlenmistir (Zhang ve dig., 2009). insan cilt keratinosit hiicre hattina (HaCaT) UV-B
oncesinde 20 dakikalik hidroksitirosol uygulamasi yapilmasi ROT artis1 ile 8-OHdG ve

zincir kiriklariin olusumunu 6nlemistir (Guo ve dig., 2010).

Zeytinyagmin bilesiminde bulunan ve kolesterol sentezinde bir ara {iriin olan triterpen
yapisindaki skualen ile beslenmenin, sicanlarda azoksimetan ile indiikklenen kolon
kanserine kars1 koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir (Rao ve dig., 1998). Zeytinyagi
ile beslenmenin, kemoterapik bir ajan olan doksorubisinin intraperitonel enjeksiyon
yolu ile sicanlara verilmesi sonucunda kemik iliginde olusan kromozom aberasyonu
frekansi lizerinde azaltici etkisi oldugu goriilmiistiir (Antunes ve Takahashi, 1999). UV
uygulamasi Oncesi farelerin derileri ilizerine uygulanan zeytinyagiin cilt kanseri
gelisimini hem azalttig1 hem de geciktirdigi ve UV etkisiyle olusan DNA hasarlarmi
azalttig1 belirlenmistir (Budiyanto ve dig., 2000; Ichihashi ve dig., 2000). Ancak
sicanlar iizerinde yapilan bir calismada zeytin, aygicegi veya hindistancevizi yagi ile
beslenmenin karacigerdeki etheno-DNA hasar olusumu {izerinde koruyucu bir etkiye

sahip olmadig1 belirlenmistir (Eder ve dig., 2006).
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Fenolik¢e zengin zeytinyag: tiiketiminin riner atiktaki 8-OHAG miktarini azalttigi ve
plazmadaki okside olmus LDL miktarmi diigiirdiigii belirlenmistir (Weinbrenner ve
dig., 2004). Avrupa’daki 6 arastrma merkezi tarafindan 200 kisi iizerinde
gerceklestirilen genis kapsamli bir ¢alismada, 3 haftalik zeytinyag: tiiketiminin HDL
kolesterol diizeyini artirdig1 ve okside LDL miktarmni azalttig1 belirlenmistir (Covas ve
dig., 2006a). Menapoz sonrast donemdeki 10 saglikli kadn tizerinde gergeklestirilen bir
caligma, zeytinyag tiiketiminin (fenolik igerigi ile dogru orantili olarak) okside DNA ve
DNA’daki zincir kiriklarinin temel diizeyini diisiirerek oksidatif hasara karsi koruyucu
etki gosterdigini ortaya koymustur (Salvini ve dig., 2006). Uc haftalik zeytinyagi
tiketimi sonunda, zeytinyagmmm (diisiik, orta ve yiiksek fenolik i¢erige sahip olmasinin
bir etkisi olmaksizin) DNA’nin oksidasyon oranini diisiirdiigii belirlenmistir. Ayrica
344 Kkisi ile yapilan bu ¢aligmada, Kuzey Avrupali kisilerde Merkez ve Gliney Avrupali
kisilere gore DNA ve RNA oksidasyonunun daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
farkliligin bolgeler arasindaki zeytinyagi tiiketim miktar1 ile iligkili oldugu ve bu
sonucun bazi kanser tiirlerinin goriilme sikhigindaki farkliligi agiklayabilecegi
belirtilmistir (Machowertz ve dig., 2007). Bu 3 galismanin aksine, 3 hafta boyunca
farkli fenolik igerige sahip zeytinyaglar1 ile beslenmenin plazmadaki protein
oksidasyonunun belirteci olan protein karbonil miktary, lipid peroksidasyonunun
belirteci olan lipid hidroperoksit ve MDA miktar1 ve plazma antioksidan kapasitesi
tizerine herhangi bir etkisinin olmadigi ortaya konulmustur (Vissers ve dig., 2001).
Yirmisekiz saghkli kiside 3 haftalik zeytinyagi tiiketimi sonucunda, lipid
peroksidasyonu drtnlerinin DNA ile reaksiyonu sonucu meydana gelen Etheno-DNA
hasarinin miktarinda 6nemli bir degisim olmadigi belirlenmistir (Hillestorm ve dig.,
2006).

Literatiirde zeytinyaginin oksidatif DNA hasar1 Uzerindeki etkisini gene 0zgl olarak

inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamustur.

2.6. HeLa (SERVIKS ADENOKARSINOMA) HUCRELERI

HeLa hicreleri olarak adlandirilan epiteliyal kokenli agresif serviks adenokarsinoma
kanseri hucreleri, 1951°de Johns Hopkins Hastanesinde, 31 yasindaki Henrietta Lacks

isimli bir kadindan rahim kanseri siiphesiyle alinan biyopsi Orneginin Kuguk bir
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kisminin George Gey tarafindan hiicre kiiltiirii laboratuarinda kiiltiire alinmasiyla
iretilmeye baslanmistir (Shannon, 1972). HelLa hicreleri kultiire alinan ilk 6limsiz
hiicre hatt1 olup 50 yildan fazla siiredir kiiltiir ortaminda iiretilmeye devam etmektedir.
HeLa hiicre kiiltiiriiniin baslatildigr 1951°den bu yana biyoloji, tip, ilag liretimi ve
transplantasyon dahil bir¢ok arastirma alaninda model hiicre olarak kullanilmistir (Junji,
2006). Bu hiicreler insan papilloma viris 18 (HPV-18) dizileri icerir (Schwarz ve dig.,
1985) ve ¢ok diisiik oranda p53 gen anlatimi yapar (Scheftner ve dig., 1991). Hucrelerin
% 98’inde kiigiik telosentrik bir kromozom vardir. %100 anoploidi gorultr. Tipik olarak
4 HelLa marker kromozomu oldugu belirlenmistir (Macville ve dig., 1999). Bunlar; bir
kopya MI kromozomu (3. kromozomun uzun kolu ile 1. kromozomun sentrozom ve
uzun kolunun yeni bir diizenlemesidir), bir kopya M2 (3. kromozomun kisa kolu ile 5.
kromozomun uzun kolunun bir kombinasyonudur), 4-5 kopya M3 (5. kromozomun kisa
kolunun bir izokromozomudur) ve 2 kopya M4 (19. kromozomun bir kolu ile 11.

kromozomun uzun kolu igerir) kromozomlaridir.

HelLa kulttrlerinde oksidatif DNA hasar1 ve g¢esitli oksidatif ajanlar ile ilgili calismalar
da mevcuttur. HeLa hicrelerine 20 saat boyunca normal besiortaminda 1-10 mM H;0,
ile uygulama yapildiktan sonra farkli genlerde Southern emdirimi ile DNA hasarinin
belirlendigi bir ¢aligmanin sonuglari, olusan hasarin rastgele gergeklestigini ve bolgeler
arasinda belirgin bir farklilik olmadigini1 gostermistir (Burdon ve dig., 1996). Calismalar
H,O,’in ancak Fenton reaksiyonu ile OH™e ddnismesinin bir sonucu olarak DNA
hasar1 meydana getirdigini (Jornot ve dig., 1998) ve topoizomeraz 1’in H,O,’in
sitotoksisitesinde onemli bir rolii oldugunu (Daroui ve dig., 2004) ortaya koymustur.
Kemoterapd6tik bir ilag olan doksorubisin ve H,O; uygulamasi sonucu olusan DNA
zincir kiriklarmin COMET analizi ile belirlendigi bir ¢alisma da, doksorubisin
tarafindan meydana getirilen kiriklarin H,O, tarafindan meydana getirilen kiriklardan
daha zor onarildig1 belirlenmistir (Li ve dig., 2004). Kuvvetli bir oksitleyici ajan olan
0.2 mM HOCI uygulamasmin HelLa hicre canliligini % 50 azalttigi ve 150 uM HOCI1
uygulamasinin hiicre ici ROT, MDA, protein karbonil ve 8-OH-dG duzeyini 6nemli
Olclde arttirdigi belirlenmistir (Park ve dig., 2008).
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilen tiim analizler en az 3 tekrarh olarak yapild.

3.1. HeLa HUCRELERININ KULTURLEME KOSULLARI

Calismada materyal olarak kullanilan HeLa hiicreleri (Sekil 3.1) Istanbul Universitesi,

Fen Fakdltesi, Molekler Biyoloji ve Genetik Bolimi Hiicre Kiltiri koleksiyonundan

elde edildi. HeLa hiicrelerine ait altkiiltiirlerin yapilmasinda sirasiyla asagidaki islemler

uygulandi (Freshney, 2000):

1. 25 cm®lik kiiltiir kab1 i¢indeki besiyeri [streptomisin (0,1 mg/ml), penisilin (100

unite/ml), amfoterisin (0.25 pg/ml), % 10 fetal sigir serumu (FBS) igeren ve pH’s1
7.4 olan MEM (Minimum Essential Medium)] steril bir ortamda uzaklastirildi.

. Kiiltir kabma hiicrelerin bulundugu yiizeyin karsisindan dikkatlice 5 ml (0.2
ml/cm?) PBS (“Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline”) konuldu ve hiicreler bu
tamponla yikandiktan sonra tampon dokiildii. Kiiltlir kabi igine, yine hiicrelerin
bulundugu yiizeyin karsisindan, 1 ml tripsin/EDTA [%0.2 tripsin, %0.04 EDTA]
eklendikten sonra enzimin tiim yiizeyi kaplamasi saglandi ve kiiltiir kab1 etuvde
(Heraeus D-6450, Hanau) (37°C, % 5 CO) yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

. Inkiibasyon sonunda kiiltiir kabma 5 ml (0.2 ml/cm?) MEM eklenip pipetaj
yardimiyla hiicrelerin birbirlerinden ve tutunduklar1 ylizeyden tamamen ayrilarak
stispansiyon haline gelmeleri saglandi.

. Yeni bir kiiltlir kabinda altkiiltiirleme yapilmadan once hiicreler bir hemositometre
yardimiyla sayildi ve rutin bir altkiiltiir i¢in gerekli olan sayida (10 hiicre/ml) hiicre
alnarak yeni kiiltiir kabina aktarildi. Hiicreler % 5 CO, saglayan etiivde, 37°C’da
uretildi ve 3 guinde bir altkultirleri yapildi.



41

Sekil 3.1: HeLa hiicrelerinin faz kontrast invert mikroskop altindaki gértintisd. (Bu gorint
baslangig hiicre sayis1 10° hiicre/ml olan 2 giinliik kiiltiirdeki hiicrelere ait olup Olympus CK2
model mikroskopla alinmustir.)

3.2. HeLa HUCRELERININ COGALMA EGRIiSININ OLUSTURULMASI

HelLa hiicrelerinin ¢ogalma egrisini ¢izmek ve jenerasyon silresini hesaplamak
amaciyla, baslangi¢ sayis1 10° hiicre/ml olan kiltiirlerde 10 giin boyunca her giin,
kiiltiiriin baglatildig: saatte hiicre sayimi yapildi. Hiicreler 1:1 (v/v) tripan mavisi (% 0.5,
PBS i¢inde hazirlandi) ile boyandi ve hemositometrede canli hiicre sayisi belirlendi
(Freshney, 2000). Absise zaman (giin), ordinata hiicre sayilar1 yerlestirilerek ¢izilen yar1
logaritmik ¢ogalma egrisi yardimiyla hiicrelerin lag, log ve duragan evreleri belirlendi.
Elde edilen ¢ogalma egrisi kullanilarak jenerasyon sayisi ve siiresi, Denklem 3.1 ve
3.2’ye gore hesaplandi (Moat, 1979):

n = (log N2-log N1)/ log 2 (Denklem 3.1)

n : Jenerasyon sayisi
N2: Logaritmik bolinme evresinin sonundaki hiicre sayis1

Ni: Logaritmik boliinme evresinin baglangicindaki hiicre sayisi

St=(T,-T1)/n (Denklem 3.2)
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St : Jenerasyon siresi
T,: Logaritmik bolinme evresinin bitis zamani

T1: Logaritmik bolinme evresinin baslangic zamani

3.3. ZEYTINYAGI FENOLIK FRAKSIiYONUNUN ELDE EDILMESi VE
FENOLIK MADDE MIiKTARININ BELIRLENMESI

Ticari olarak satin alinmis olan zeytinyagindan (dogal sizma, Marmara Birlik)
zeytinyagi fenolik fraksiyonunun (ZFF) elde edilmesinde asagidaki prosediir izlendi
(Nousis ve dig, 2005):

1. 100 g (95 ml) zeytinyagi 30 ml metanol (MeOH, 414816, Carlo Erba) ile ayirma
hunisinde iyice ¢alkalandi. Fazlar birbirinden ayrildiktan sonra MeOH faz1 (alt faz)
ayr1 bir kaba alindi. Ekstraksiyon islemi 3 defa tekrarlandi ve MeOH fazlari
birlestirildi.

2. MeOH ekstresi 3 kez 150 ml hekzan (34859, Sigma Aldrich) ile ayirma hunisinde
calkalanarak hekzan fazina (iist faza) gecen yag kalintilar1 uzaklastirildi.

3. Ekstre vakumlu déner buharlastiricida (RE100, Bibby Siterilin Ltd.) 40°C’da
kuruluga kadar buharlagtirildi.

4. Ele gegen kuru ekstre agirligi belirlendikten sonra dimetil stlfoksit (DMSO, Merck
K18788743) icinde ¢ozindurildi ve -20 °C’da saklandi.

MeOH ekstresinin total fenolik iceriginin belirlenmesinde Ragazzi ve Veronose (1973)
tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Yontem su sekilde uygulandi; fenolik madde
standard1 olarak kullanilan gallik asit (GA) (Sigma G7384) stok ¢Ozeltisi 500 pg/ml
derisimde hazirland1 ve 250 ug/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31,25 ug/ml, 15.62 ug/mi,
7.8 pg/ml, ve 3.9 pg/ml’lik seri sulandirimlari yapildi. Bir ml drnek veya standart
uzerine 0.5 ml Folin belirteci (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, Sigma F9252) eklendi.
Bu karigima 3 ml Na;COj3 (200 g/l) katilarak tiip karistiricida iyice karistirildi. Ardindan
5.5 ml deiyonize su eklendi ve 1250 xg’de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatantin 725

nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrede (uQuant, Bio-Tek) dlgildu.
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3.4. SITOTOKSISITE ANALIZLERIi

Oksidatif stres olusturmak amaciyla kullanilan H,O, standart olarak kullanilan GA ve
deney materyali olan ZFF’nun HeLa hicreleri zerindeki sitotoksik etkisi Mosmann
(1983) tarafindan gelistirilen yontemle belirlendi. Bu yontem, kiltiirdeki canli
hicrelerin mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesi ile MTT (3-4,5-
dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolium bromide; thiazolyl blue) molekilinin tetrazolium
halkasinin koparilmasi sonucu, suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine donilismesi ve
bu kristallerin DMSO’da ¢6zindlrildikten sonra 540 nm’de absorbans olglimunin

yapilmasi esasina dayanir.

Genel Prosedir

1. Her bir kuyucukta (200 pl) 10° hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu petride
baslatilmis olan kiiltiirlerin Uzerindeki 200 ul MEM atildi ve sitotoksik etkisi
arastirtlan maddeyi iceren MEM/HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, H6136,
Sigma) eklenerek % 5 CO, saglayan etiivde, 37°C’da (uygulamaya gore uygun
slirede) inkiibasyona birakildi. Sadece MEM/ HBSS igeren negatif kontrol serisi de
benzer sekilde hazirlanda.

2. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin iizerindeki MEM/ HBSS atild1 ve 200 pl PBS ile
yikama yapild1.

3. Hicrelerin tzerine 5 mg/ml MTT (M5655, Sigma) ¢Ozeltisinden 30 pl ilave edilip 3
saat 37°C’lik ettivde inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda, canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin
¢cozinmesi igin htcrelerin zerine 200 ul DMSO ilave edilip 30 dakika (160
devir/dakika) ¢alkalama yapild1.

5. Olusan renkli iiriiniin 540 nm dalga boyundaki absorbansi (650 nm referans dalga
boyu olarak kullanilarak) 6lgiildii ve 6l¢lim sonuglart Denklem 3.3 kullanilarak
degerlendirildi.

% Canlilik = (Ap /Ax) x 100 (Denklem 3.3)

Ax: Negatif kontrole ait absorbans

Ap: Deney grubuna ait absorbans
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3.4.1. Zeytinyagi Fenolik Fraksiyonunun Sitotoksisite Analizi

HelLa htcrelerine uygulanacak ZFF derisimine ve siresine karar vermek igin yurdtulen
analizlerde ii¢ farkli siire (48, 24 ve 4 saat) ve 5 farkli derisim (0.0025 mg/ml, 0.05

mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml) test edildi.

Yontemde sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1.

10° hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu petride baslatilmus olan killtiiriin 24., 48.
ve 68. saatinde (bkz. sf. 59) hucrelerin Gzerindeki 200 ul MEM atildi DMSO iginde
¢coziindiiriilmiis olan ZFF stoklarindan en fazla % 0.125 DMSO igerecek sekilde
MEM iginde 5 farkli derisimde (0.0025 mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml,
I mg/ml) sulandirimlar1 yapildi. Ayrica DMSO’nun etkisini belirleyebilmek i¢in %
0.125 DMSO igeren MEM de (kontrol) hazirlandi. Hazirlanan test materyallerinden
hticrelerin tizerine 200 ul konularak belirlenen sirelerde etiivde (37°C, % 5 CO,)
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda genel prosediiriin 2. basamagindan

itibaren analiz gergeklestirildi.

3.4.2. Gallik Asitin Sitotoksisite Analizi

ZFF icinde yer alan maddelerden biri olan gallik asit ile ydrutilen referans

calismalarinda hiicrelere uygulanacak GA derisimine ve suresine karar vermek igin

yiiriitiilen analizlerde {i¢ farkli siire (48, 24 ve 4 saat) (Sekil 3.2) ve 6 farkl derisim
(0.001 mg/ml, 0.005 mg/ml, 0.01 mg/ml, 0.025 mg/ml, 0.05 mg/ml ve 0.1 mg/ml) test

edildi. Yontemde sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1.

10° hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu petride baslatilmus olan kiiltiiriin 24., 48.
ve 68. saatinde hucrelerin uUzerindeki 200 pl MEM atildi DMSO iginde
¢oziindiiriilmiis olan ZFF stoklarindan en fazla % 0.125 DMSO igerecek sekilde
MEM iginde 5 farkli derisimde (0.001 mg/ml, 0.005 mg/ml, 0.01 mg/ml, 0.025
mg/ml, 0.05 mg/ml ve 0.1 mg/ml) sulandirimlar1 yapildi. Ayrica DMSO’nun etkisini
belirleyebilmek icin % 0.125 DMSO iceren MEM de (kontrol) hazirland1.
Hazirlanan test materyallerinden hucrelerin Gzerine 200 pl konularak belirlenen
sirelerde etiivde (37°C, % 5 CO,) inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda

genel prosediiriin 2. basamagindan itibaren analiz ger¢eklestirildi.
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3.4.3 Hidrojen Peroksitin Sitotoksisite Analizi

Oksidatif stres olusturmak Uzere kullanilacak H»O, derigsiminin belirlenmesi igin
gerceklestirilen analizde, kiiltlirlerin  baslangicindan itibaren toplam 72 saatlik
inkiibasyon (37°C, % 5 CO) siresinin son 10, 30 ve 60 dakikas1 boyunca hiicrelere
H20, uygulamasi yapildi. Her kullanimdan 6nce stok H,O,’in (K28926297, Merck) 240
nm dalga boyundaki absorbansi dlgiilerek, Denklem 3.3 yardimiyla derigimi hesaplandi
(Barbouti ve dig., 2002).

KH202 = (A24o/ 436) x Sf (Denklem 34)

KHZOZ: HzOz derisimi
Ausp : 240 nm dalga boyundaki absorbans degeri

St Sulandirim faktori

Daha sonra stok H,O, HBSS i¢inde 5 mM, 1 mM, 0.5 mM, 0.05 mM ve 0.005 mM
derisimlere seyreltilerek hiicrelerin (3x10° hiicre/ml) izerine (200 pl/kuyucuk) ilave
edildi. Ayrica sadece HBSS eklenen bir grup da (negatif kontrol) olusturuldu.
Inkiibasyon siiresinin (10, 30 veya 60 dakika) sonunda genel prosedirin 2.

basamagindan itibaren ayn1 iglemler yapildi.

3.4.3.1. Besiyerinde Kalan H;O; Derigsiminin Belirlenmesi

Kdltiir ortamia eklenen oksidatif stres ajan1 H,O,’in hiicre igine alinma miktarmni ve bu
alinim iizerine ZFF ve GA’in bir etkisinin olup olmadigmi belirlemek {izere besiyerinde
kalan H,O; derigsimi “fenol kirmizis1 yontemi” ile belirlendi (Pick ve Keisari, 1980; Liu
ve Sun, 2003). Bu yontem; yaban turbu peroksidazi (HRP) varliginda, H,O, bagimli bir
reaksiyonla fenol kirmizisinin (fenolsiilfonfitalein) okside olmasi sonucu reaksiyon
karisimimin mor renk almasi esasina dayanan kolorimetrik bir yontemdir. Yontemde

strastyla asagidaki islemler uygulandi:

1. Hela hiicre kiiltiirleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda, 10° hiicre/ml (200 pl) olacak
sekilde baslatildi.

2. Kilturin 24. veya 68. saatinde hucrelerin zerindeki besiyerleri, ZFF (95 ug/ml)
veya GA (28 pg/ml) iceren taze besiyerleri ile degistirildi.
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3. Kiiltiiriin 72. saatinde besiyerleri atilarak hiicreler 200 pl PBS ile yikand1 ve fenol
kirmizis1 icermeyen modifiye HBSS (Sigma H6648) ile sulandirimi yapilan 50 ve
100 uM H,0; (200 pl) ile normal kiiltiir sartlarinda 1 saat inkiibe edildi. Kulttr
kabinin hiicresiz bir kuyucuguna da ayni derisimlerde H,O, eklendi ve H,O;’in
hiicresiz ortamdaki durumu degerlendirildi.

4. Besiyerinde H;O, derisminin zamana baglhh degisimini belirlemek igin,
inkiibasyonun 10. , 30. ve 60. dakikasinda kuyucuklardaki HBSS Orneklerinden 100
ul alnd1 ve 200 pl fenol kmizisi ¢ozeltisi [40 mM NaCl, 0.1 g/l fenol kirmizisi
(1.07241.0005, Merck), 8.5 U/ml HRP (1.16216.0001, Merck), 10 mM sodyum
fosfat tamponu ( pH 7.0)] iizerine tiip karistiricida karistirilarak eklendi ve 37°C’da
5 dakika inkube edildi.

5. Ink basyon sonund ak aiszma 2 pl 1 N NaOH eklendi v e olusan mor renkli
kompleksin 610 nm dalga boyundaki absorbanst c¢ok kuyucuklu okuyucuda
(uQuant, BioTek) olglldi. H20, igermeyen HBSS ile yapilan 6l¢iimden elde edilen
deger kor olarak kullanildi.

Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen H,O, miktarlarmin belirlenmesinde;
HBSS icinde 6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 uM derisimde hazirlanmig H,O, standartlarmin
610 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ile olusturulan standart grafik ve dogru

denkleminden yararlanildu.

3.5. HUCRE ICi ROT DUZEYININ BELIRLENMESI

Hicre ici ROT duzeyleri, 2°,7°-diklorofloresin diasetatin (DCFDA) hiicre ici
oksidasyonu sonucu olusan fluoresan drtnin 6lgimi temeline dayanan yontemle
belirlendi (Negre-Salvayre ve dig., 2002). Bu yontemde DCFDA hiicre i¢ine alindiktan
sonra esterazlar tarafindan kesime ugratilarak DCFDA’nin indirgenmis formuna
(DCFH) doniisiir. DCFH ise, hiicre igindeki ROT tarafindan DCF’e oksitlendikten sonra
yaydig1 fluoresans ile [eksitasyon (485 nm) ve emisyon (530 nm)], hicre i¢i ROT

miktarmin bagil olarak belirlenmesine olanak saglar.
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Yontem su sekilde uygulandt:

1. HelLa htcre kultirleri fluoresans 6lglimi i¢in uygun 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda,
10° hiicre/ml (200 pl) olacak sekilde baslatild:.

2. Kilturun 24., 48. veya 68. saatinde hiicrelerin tzerindeki besiyerleri ZFF (95 pug/ml)
veya GA (28 pg/ml) igeren taze besiyerleri ile degistirildi.

3. Kiiltiirlin 72. saatinde besiyerleri atilarak hiicreler PBS ile yikandi. Deney grubuna
ait hucreler HBSS ile sulandirimi yapilan 200 uM H,O; ile, kontrol grubuna ait
hiicreler ise sadece HBSS ile 1 saat boyunca etiivde 37 °C’da inkibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki iist sivilar atilarak PBS ile yikama yapildi.
Kuyucuklara fenol kirmizis1 icermeyen modifiye HBSS i¢inde taze olarak hazirlanip
37 °C’da 6n 1sitma yapilan 5 pM DCFDA (Sigma, D6883) cozeltisinden 200 pl
eklenerek 15 dakika ettivde inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonunda fluorometrede (FLx800, Bio-Tek) 485 nm (eksitasyon) ve 530
nm (emisyon) dalga boylarinda 10 dakika arayla 6 kez (0., 10., 20., 30., 40. ve 50.
dak) fluoresans 6lglim yapildi.

6. Elde edilen fluoresans degerlerinin (rfu/min; bagil fluoresans birimi/dakika)
normalize edilmesi amaciyla Thoma laminda sayim yapilarak, her bir kuyucuktaki
hiicre sayist belirlendi. Esit sayida hiicrenin yaptigi fluoresans degerleri
hesaplanarak bagil hiicre i¢i ROT miktarlar1 Denklem 3.5 kullanilarak hesaplandt:

Bagil hiicre ici ROT miktar1 (% Kontrol)= (Fq/ Fx) x 100 (Denklem 3.5)

Fq: Deney grubuna ait fluoresans miktari.
F«: Kontrol grubuna ait fluoresans miktari.

3.6. DNA HASARININ BELIRLENMESI

DNA hasarlarinin gene 6zgii olarak belirlenmesinde olduk¢a hizli ve duyarlt bir teknik
olan Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Qantitative Polymerase Chain Reaction”,
QPCR) teknigi kullanild1 (Wang ve dig., 2003; Ayala-Torres ve dig., 2000; Sawyer ve
van Houten, 1999).

Bu teknigin uygulandigi HeLa hiicrelerine, deney Oncesinde wuygulanan test

materyallerinin dozlar1 ve uygulama siireleri Tablo 3.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.1. DNA izolasyonu 6ncesinde HeLa hiicrelerine yapilan uygulamalar.

Gallik Asit ZFF H,0,
Doz On uygulama Doz On uygulama Doz Uygulama
(ng/ml) Suresi (saat) (ng/ml) Suresi (saat) (uM)  Sdresi (saat)
0
28 4 95 4 _— 1
750

Y ontemin uygulanmasindan 6nce hiicrelerden DNA izolasyonu yapildi; ardindan QPCR

analizi i¢in ilk kez bu ¢alismada kullanilacak 3 farkli bolge ile 2 internal kontrole ait

bolgelerin PCR optimizasyonlar: gergeklestirildi.

3.6.1. DNA izolasyonu

QPCR analizinde kullanilacak DNA orneklerinin izolasyonunda Kalinovski ve dig.

(1992) tarafindan 6nerilen DNA izolasyon yontemi modifiye edilerek kullanildi.

Yontemde sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1.
2.
3.

Hicrelerin Uzerindeki HBSS uzaklastirildi ve PBS ile yikama yapildi.

150 pl tripsin-EDTA eklenerek 15 dakika etlivde (37°C, % 5 CO,) inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklara tripsin enzimini inaktive etmek icin 5 ml MEM
eklendi ve hiicre stispansiyonu falkon tiipe aktarilarak 10°C’da 3000 xg’de 5 dakika
santrifiij edildi.

Siipernatant atild1 ve hiicreler 1 ml PBS ile yikanarak tekrar 10°C’da 3000 xg’de 5
dakika santrifij edildi ve siipenatant atild1.

Pellet Uzerine 1.5 ml lizis tamponu [0.05 M Tris-HCI (pH 7.5), 0.5 M NaCl, 0.05 M
EDTA, % 2 SDS] eklenip stspanse edildi ve 200 pg/ml proteinaz K konularak
37°C’de bir gece inkiibasyona birakild:.

Inkiibasyon sonunda lizata esit hacimde fenol: kloroform: izoamil alkol (25:24:1
v/viv) eklendi ve 16 000 xg’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA organik (iist) faza
cekildi.

Ust faz yeni bir tiipe alind1 ve (st faz ile 6. basamak bir kez daha tekrarland.

Ust faz tekrar yeni tiipe aktarildi ve 15 pg/ml RNaz eklenerek 37°C’da 1 saat inkiibe
edildi
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9. Inkiibasyon sonunda esit hacimde kloroform: izoamil alkol (24:1 v/v) ile nazikce
karistirilip 16000 xg’de 5 dakika santriflj edildi.

10. Ust faz yeni bir tiipe aktarild1 ve 3 M NaAc (sodyum asetat) (pH 5.2) ¢ozeltisinden
1:10 (v:v) oraninda eklendi ve nazik¢e karistirildi.

11. Elde edilen karisim hacminin 2 kat1 %100 izopropanol ile karistirildi ve DNA
cOkene kadar nazikge alt-Ust edildi.

12. Tip i¢inde ipliksi bir goriinumde ¢oken DNA bir pipet ucu ile yeni bir mikrotupe
aktarildi, 1 ml %70 (v/v) EtOH (etil alkol) ile yikandi ve oda sicakliginda alkollin
ugmasi i¢in 5-10 dakika bekletildi.

13. DNA 400 ul steril ultra saf H,O’da 37°C’da ¢6ziindrildi ve -20°C’da saklandh.
Izole edilen DNA’larn kalitesi yatay agaroz jel elektroforezinde kontrol edildikten
sonra miktarlar1 fluorometrik olarak “Quant-iT™ dsDNA Analiz Kiti” (Q32850,

Invitrogen) ile belirlendi.

3.6.2. QPCR Primerlerinin Tasarimi

BER onarim sisteminde kilit rol oynayan bu enzimi sifreleyen APEX gen bolgesi
icinden 2082 niikleotidlik bir bolge, HeLa hicrelerinde transkripsiyonel olarak aktif bir
bolge (Kane ve Linn, 1981; Fan ve dig., 2003) olarak QPCR analizinde kullanilmak
uzere belirlendi. APEX genine ait 2637 bazlik diziden 2082 baz ¢ifti (bg) triin (APEX-
U) elde etmek i¢in asagida baz dizisi verilen primer ¢ifti Ulusal Biyotekneloji Bilgi
Merkezi’nin (National Center for Biotechnology Information, NCBI) Primer-BLAST
programi  kullanilarak tasarlandi  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tool/primer-blast/).
Ayrica internal kontrol olarak kullanilmak iizere 180 b¢ trtin (APEX-K) elde etmek igin

baska bir primer ¢ifti de ayn1 program ile tasarland.

2082 bg’lik urune ait primer ¢ifti
Primer I: 5-ATAACGTGGTTTGAAAGGCG-3'
Primer II: 5-AATGGTAGTTGAGGGGGCTT-3'

180 b¢’lik Urlne ait primer gifti
Primer 1: 5-CCCCAGATCAGAAAACCTCA-3'
Primer 11: 5-AACGGAGAAAAGGGGTGACT-3'
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HelLa hucrelerinde transkripsiyonel olarak inaktif bir bolgeye ait hasarin belirlenmesi
amaciyla B-globin gen kiimesinden 2334 b¢ Uriin (BETA) elde etmek igin asagida baz
dizisi verilen primer ¢ifti NCBI’in Primer-BLAST programi kullanilarak tasarlandi.

Primer I: 5-TTGCTGCAATTGCTTTTCAC-3'
Primer 11: 5- GCACGTTCTTAGGAGTTGGACT-3'

16569 nukleotid uzunlugundaki mMtDNA’nin 5981-8213 bg arasindaki COX I, tRNA-
serin, tRNA-asparajin ve COX II’ye ait genleri iceren bolgeden 2232 b¢ uriin (COX-U)

elde etmek icin tasarlanan primer cifti asagida goriilmektedir.

Primer I: 5-TGGAGTCCTAGGCACAGCTC-3'
Primer 1I: 5-GATGGGCATGAAACTGTGGT-3'

Ayrica mtDNA’nin ¢ogaltiminda internal kontrol olarak kullanilmak {izere 161 bg Grln

(COX-K) elde etmek icin tasarlanan primer ¢ifti de asagida goriilmektedir:

Primer I: 5-ATCGCCCTTACCACGCTAC-3'
Primer 1I: 5-GTTGATGCAGAGTGGGGTTT-3'

3.6.3. QPCR Analizi

3.6.3.1. QPCR Optimizasyonu

Nikleer ve mtDNA’da QPCR analizini gergeklestirmek i¢in dizayn edilen primer
ciftleri ile tek ve istenilen boyutta Urin elde etmek igcin MgCl, derisimi, primer
ciftlerinin derisimi, Tag DNA polimeraz miktari, dNTP derisimi, kalip miktar1 ve
primerlerin baglanma sicakliklarimda degisiklikler yapilarak PCR optimizasyonlari
gergeklestirildi  (TC-3000, Techne®) (Tablo 3.2). Optimizasyon amaciyla

gerceklestirilen PCR’larda Uriinlerin kaliteleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

QPCR analizinde dogru dongii sayis1 secilmesi ¢ok 6nemlidir (Yakes ve Van Houten,
1997). Bunun i¢cin nDNA’daki bolgeler icin 20-30 dongulik, mtDNA’daki bolgeler icin
10-20 dongiilik reaksiyonlar yapilarak absise PCR iirlin miktarlari, ordinata dongii

sayilar1 konularak ¢izilen grafiklerden dongii sayisina bagli olarak iiriin miktarmm iissel
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degisim gosterip gostermedigi kontrol edildi. Grafiklerde her bir bolge icin Griin
miktarmin kolay ve basarili bir sekilde Olciilebilecegi ekponansiyal artisin oldugu
dongulerden biri secildi (Yakes ve van Houten, 1997). Belirlenen dongii sayisinda PCR
tirtin miktarinin kalip miktar1 ile dogru orantili olarak degistigini gérmek ve uygun kalip
derigimine karar vermek i¢in 50ul reaksiyon hacmi ¢inde 12.5, 25, 50, 100 ve 200 ng

kalip DNA iceren PCR’lar 3 tekrarli olarak yapildi. Gergeklestirilen tiim optimizasyon
caligmalar1 sonucunda belirlenen uygun degerlerdeki bilesen derisimleri ve miktarlar

Tablo 3.3’te reaksiyon kosullar1 ise Tablo 3.4, 3.5 ve 3.6’da verildi.

Tablo 3.2: Optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda denenen PCR bilesenlerinin derigim ve

miktarlari.
] . PCR Bolgesi
PCR Bileseni coX-u COX-K APEX-U APEX-K BETA
?S\Z)P karisimt—554_300 200-300 200-300 200-300 200-300
MgCl, (mM) 1,152 1252354 152234 1,152 25 1523 4

Primer [ (uM)  0.25,0.3,0.4 0.25,0.3,04 0.25,0.3,04 0.250.3,04 0.250.3,04

Primer IT (uM) 0.25,0.3,0.4 0.25,0.3,0.4 0.25,0.3,04 0.25,0.3,04 0.250.3,04

Kalip DNA 100, 250, 100, 250,

(el 50 al) 100, 250,300 100, 250, 300 o o 100, 250, 300
Tag DNA 1.25.2. 3 1.25.2. 3 125,23 1252 3 1.25 2.3
Polimeraz (U)

Baglanma 57,56,59,60, 56,57,58,  56,57,5, o ;oo 55 56,57,
Sicaklign (°C) 61, 62, 63 59, 60 59, 60 » 98, 58, 59, 60

Tablo 3.3: QPCR’da kullanilan bilesenlerin; marka, kod ve son derisimleri.

PCR Bil leri Marka, PCR Bilesenlerinin Son Derisimi/ Miktari
riesentert Kod no. COX-U COX-K APEX-U APEX-K BETA

H,0 - - - - - -
Fermentas,

10x PCR tamponu EP402 1x 1x 1x 1x 1x

dNTP Karigimi (uM) Fegg;ztlas' 200 200 200 200 200
Fermentas,

MgCl, (mM) EP402 1.25 25 2 1 2

Primer I (uM) IDT, - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Primer IT (uM) IDT, - 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

Kalip DNA (ng) - 100 100 100 100 100

Tag DNA Fermentas,

Polimeraz (U) EP402 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

Reaksiyon Hacmi (ul) - 50 50 50 50 50
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Tablo 3.4: APEX geninde 2082 ve 180 b¢’lik bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan QPCR

kosullari.
APEX-U (2082 bc) APEX-K (180 bg)
su?éc(atﬁlfi(ka) Dongtl sayist su?éc(atﬁlfi(ka) Dongll sayrst

On Denatiirasyon 94°C, 3 1 94°C, 3 1
Denatiirasyon 94°C, 0.5 94°C, 0.5
Baglanma 58°C, 1 27 57°C, 1 25
Uzama 72°C, 2 72°C, 0.5
Son Uzama 72°C, 10 1 72°C, 10 1

Tablo 3.5: B globin gen kiimesinde 2334 bg¢’lik bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan QPCR
kosullart.

BETA (2334 bg)
Sicaklik, Siire (dakika) Dongii sayisi

On Denatiirasyon 94°C, 3 1
Denatiirasyon 94°C, 0.5
Baglanma 58°C, 1 27
Uzama 72°C, 2
Son Uzama 72°C, 10 1

Tablo 3.6: mtDNA’dan 2232 ve 161 bg’lik bélgenin ¢cogaltilmasinda kullanilan QPCR kosullar.

COX-U (22320c) COX-K (161 bg)
su?éc(a(ﬁlfi(ka) Dongli sayist su?éc(a(ﬁlfi(ka) Dong says:
On Denatiirasyon 94°C, 3 1 94°C, 3 1
Denatiirasyon 94°C, 0.5 94°C, 0.5
Baglanma 59°C, 1 16 57°C, 1 18
Uzama 72°C, 2 72°C, 0.5
Son Uzama 72°C, 10 1 72°C, 10 1

3.6.3.2. QPCR Uriin Miktarlarinin ve DNA Hasar Frekanslarizin Belirlenmesi

Izole edilen DNA’lar kullanilarak 3 tekrarh olarak yapilan QPCR’lar sonucu olusan
triinlerin miktar1 fluorometrik olarak “Quant-iT™ dsDNA Analiz Kiti” (Q32850,
Invitrogen) ile belirlendi (Kovalenko ve Santos, 2009). Daha sonra hasar frenkansini

belirlemek istedigimiz dizilerin PCR iirtinlerinin miktarlar1 internal kontrollere ait PCR
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iiriinlerinin miktarlarma gore normalize edildi. Urlindeki lineer azalmay: gérmek ve
reaksiyonun isleyisini kontrol etmek igin (Yakes ve van Houten, 1997) her bir
reaksiyonda butun kaliplar igin DNA’larin normale gore yarisinin (50 ng) kalip olarak
kullanildig1 bir reaksiyon da gergeklestirildi. PCR {irlinlerinin bagil miktarmnin

belirlenmesi i¢in asagidaki formil kullanildi:
PCR drlnlerinin bagil miktar1 (%) = (Dg/ Dk) X 100 (Denklem 3.6)

Dq: Deney grubuna ait DNA ile elde edilen PCR iiriiniiniin miktars.
Dy: Kontrol grubuna ait DNA ile elde edilen PCR f{iriiniiniin miktar.

Elde edilen PCR dUrlnlerinin bagil miktar;; Poisson denklemi olarak adlandirilan ve
biyuk drneklemlerde disiik frekanslarda meydana gelen olaylarm sikligmi belirlemek
icin kullanilan asagidaki denklemde yerine konularak hedef dizilerdeki hasar frekansi
(A) hesaplandi (Ayala-Tores ve dig., 2000).

=-In (Ad AY) (Denklem 3.7)

Ay: Deney grubuna ait bagil {iriin miktar1
Ay : Kontrol grubuna ait bagil {iriin miktari.

Tiim dizilerin karsilastirilabilmesi i¢in elde edilen hasar frakanslar1 Denklem 3.8, 3.9 ve
3.10 kullanilarak 10 kb’lik dizilerdeki hasar frakanslaria dontistiiriildii.

APEX-U i¢in Hasar Frekans1 /10 kb=(10000x Hasar Frekans1)/2082 (Denklem 3.8)
BETA icin Hasar Frekansi /10 kb= (10000x Hasar Frekansi1)/2334 (Denklem 3.9)
COX-U i¢in Hasar Frekans1 /10 kb= (10000x Hasar Frekans1)/2232 (Denklem 3.10)

3.6.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen DNA’larin ve optimize PCR driinlerinin kalite kontrolleri %1’ik agaroz jel
elektroforezi ile yapildi. Ylritme tamponu olarak 1x tris-asetat (TAE) tamponu

kullanild: (Tablo 3.7). Islem, Maniatis ve dig., (1982)’nin nerdigi gibi gerceklestirildi.
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Tablo 3.7: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan yiiriitme tampon ¢0zeltisinin igerigi.

Y Urttme Tamponu
(5x/ 1L, TAE tamponu, pH 8.0)

Miktar Marka, Kod No.

Tris-base 242 g Sigma, T8524
Glasiyel asetik asit 57,1 mi Sigma, A9967
0.5M EDTApH 8.0 100 ml Sigma, E5134

0.4 g agaroz (Bioron, SIG045K0014) 40 ml 1x TAE tampon ¢ozeltisi icinde mikrodalga
firnda eritildikten sonra 50-60°C’a kadar sogutuldu. Daha sonra iizerine 4 pl EtBr (5
mg/ml) ilave edilerek homojen hale getirildi. Jel karisimi, tarak yerlestirilerek
hazirlanmis yatay jel kasetine (6x 9 cm) (Minicell® Primo™ EC320, Thermo) dokiilerek

polimerize olmas1 beklendi.

Polimerize olan jel, ylritme tamponunun bulundugu tanka alindi ve 14 pl PCR urini
veya esit miktarda DNA ornegi, uygun miktarda 6x yikleme tamponu c¢ozeltisi
(Fermentas, R0611) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez islemi 70 V
sabit voltajda, 45 dakika siiresince gergeklestirildi.

3.7. ENZIMATIK ANALIiZLER

3.7.1. Kaspaz 9 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Oksidatif stres sonucu olusan DNA hasarinin tetikledigi apoptotik hiicre 6limu ile ZFF
ve GA’in bu surecteki roluni belirlemek amaciyla hiicre i¢i yolagin baslatic1 kaspazi
olan kaspaz 9 enziminin aktivitesi “Kaspaz-9 fluorometrik aktivite analiz Kkiti”
[“Caspase 9 Fluorometric Activity Assay Kit, LEHD”, Chemicon (Millipore)]
kullamlarak belirlendi. Bu analiz, substrat olarak kullanilan LEHD-AFC’nin (7-amino-
4-triflorometil kumarin) kaspaz 9 enzimi tarafindan kesilmesi sonucu olusan iriiniin
fluorometrik olarak belirlenmesi esasmma dayanmaktadir. LEHD-AFC 400 nm’de
maksimum fluoresans yayarken kaspaz 9 kesimi sonucu olusan iiriin (serbest AFC) 505
nm’de fluoresans yayar. Enzim aktivitesi sonucunda reaksiyon karisiminin fluoresan
ozelligindeki bu degisim fluorometrede 400 nm eksitasyon ve 505 nm emisyon filtresi
kullamlarak enzim aktivitesinin belirlenmesine olanak saglar. Kaspaz 9 enzim

aktivitesini bu kit ile belirlemek Uzere sirastyla asagidaki islemler uygulandi.
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25 cm”lik kiiltiir kaplarinda 10° hiicre/ml (8 ml) olacak sekilde baslatilmis olan
kilturlere inkubasyonun son 4 saati boyunca 95 ug/ml ZFF, 28 ug/ml GA veya
sadece MEM (kontrol) ile uygulama yapildi.

Uygulama sonunda hucrelere 750 uM H,O; ile 1 saat uygulama yapildi ve daha
sonra taze besiyeri eklenerek 5, 15, 23 ve 47 saat normal kiiltiir sartlarinda (%5 COs,
37°C) inkube edildi.

Inkiibasyon sonunda hicrelerin tizerindeki MEM 15 ml’lik tiiplere alindu.

Kiiltir kabina hiicrelerin bulundugu yiizeyin karsisindan dikkatlice 5 ml PBS
aktarildi ve hiicreler yikandiktan sonra tampon dokiildi. Kiiltiir kab1 i¢ine 1 ml
tripsin/EDTA eklendikten sonra enzimin tiim yilizeyi kaplamasi saglandi ve kiiltiir
kabs etiivde 37°C’da yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda kiiltiir kabina 5 ml MEM eklenip hiicreler stispanse edildi ve
bu silispansiyon 3. adimda 15 ml’lik tiiplere aliman MEM iizerine aktarilarak
+4°C’da 3000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

Slpernatant atildiktan sonra MEM’in tamamen uzaklastirilmasi i¢in hiicre pelleti 2
ml PBS ile stispanse edilerek +4°C’da 3000 xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 100 pl soguk lizis tamponunda
stispanse edildi ve icine buz atilarak sogutulmus ultrasonik su banyosunda 15 sn
sonikasyon 10 sn buz ustlinde bekletilerek 15 dakika pargalama yapildi.

Hiicrelerin par¢alanmis oldugu mikroskobik olarak kontrol edildikten sonra 50 pl
hicre lizatina 2x reaksiyon tamponu (50 pl) ve 1 mM LEHD-AFC substrati (5 pl)
eklendi ve 37 °C’da 1.5 saat inkiibe edildi. Hiicre lizatinin geri kalan kismu protein
miktar tayininde kullanilmak {izere -80°C’da saklandu.

Inkiibasyon sonunda &rneklerin fluoresans (rfu/min) miktarlar1 ¢ok Kuyucuklu
fluorometrik okuyucuda (FLx800, Bio-Tek) 400/505 nm’de (eksitasyon/ emisyon)
6lctim yapilarak belirlendi.

Elde edilen fluoresans degerleri Orneklerin protein derisimlerine gdre normalize

edildi ve bagil kaspaz 9 enzim aktivitesi Denklem 3.11 kullanilarak hesaplandi.
Kaspaz 9 aktivitesi (% Kontrol)= (Fp/ Fx) x 100 (Denklem 3.11)

Fp = Deney grubuna ait fluoresans miktari
Fk = Kontrol grubuna ait fluoresans miktari
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3.7.2. Sitokrom ¢ Oksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Mitokondride elektron tagima sisteminde IV. kompleks olarak islev goren sitokrom c
oksidaz enzim aktivitesi oksidatif stres ile mitokondriyal fonksiyon arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi amaciyla belirlenmistir. Sitokrom oksidaz enzim aktivitesi
kolorimetrik bir yontem ile “Sitokrom ¢ Oksidaz Analiz Kiti” (“Cytochrome ¢ Oxidase
Assay Kit”, Sigma) kullanilarak belirlendi. Bu yontem; Sitokrom oksidaz tarafindan
ferrositokrom c’nin ferrisitokrom c’ye oksitlenmesi ve sonucgta olusan Uriin nedeniyle
550 nm’deki absorbansin azalmasi temeline dayanir (“Cytochrome ¢ Oxidase Assay Kit
Technical Bulletin”, Sigma). Sitokrom oksidaz enzim aktivitesini, bu kit ile belirlemek

tizere swrastyla agagidaki islemler uygulandt:

1. 25 cm®lik kiiltir kaplarinda 10° hiicre/ml (8 ml) olacak sekilde baslatilmis olan
kaltarlerdeki hicrelere ZFF (95 pg/ml), GA (28 pg/ml) ve/veya 750 uM H,0,
uygulamas: yapildiktan sonra 8 ml taze besiyeri eklenerek 5 saat 37°C’de etlivde
inkube edildi.

2. Hucrelerin tzerindeki MEM/HBSS atildiktan sonra 5 ml PBS ile yikama yapilip 1
ml tripsin/EDTA eklenerek enzimin tiim yuzeyi kaplamasi saglandi ve kiiltiir kab1
etlivde 37°C’da yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda kiiltiir kabma 5 ml MEM eklenip hiicreler siispanse edildi ve
hiicre siispansiyonu tiipe aktarild1 ve +4°C’da 3000 xg’de 10 dakika santriftjlendi.

4. Supernatant atildiktan sonra MEM’in tamamen uzaklastirilmasi i¢in hiicre pelleti kit
icerigindeki izolasyon tamponu | (250 mM sukroz, 2 mM EDTA, 1 mg/ml BSA, pH
7.4) (5 ml) ile siispanse edilerek santrifiij tekrarlandi.

5. Sipernatant atildiktan sonra hiicre pelleti 1 ml izolasyon tamponu | ile stispanse
edildi ve igerisine buz eklenerek sogutulmus ultrasonik su banyosunda 10 sn
sonikasyon 15 sn buz ustlinde bekletilerek 15 dakika pargalama yapildi.

6. Hucre lizat1 +4°C’da 10000 xg’de 5 dakika santrifiijlendi.

7. Pellet, kit igerigindeki izolasyon tamponu 11 (0.1 M KCI, 50 mM Tris HCI,1 mM
MgCly, 0.2 mM EDTA, %1 BSA, pH 7.5) (1 ml) ile stispanse edildi ve 0°C’da 7000
xg’de 10 dakika santrifujlendi. Pellet (mitokondriler) 0.25 M sukroz ¢Ozeltisi (100
ul) icinde stispanse edildi.

8. Kuvartz kuvet icine alinan 80ul mit okondri stispansiyonu 950 ul analiz tamponu
(120 mM KCI, 10 mM Tris HCI, pH 7.0) ve 50 ul enzim analiz tamponu (250 mM
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sukroz, 10mM Tris HCI, pH 7.0) ile karistirildi. Reaksiyon, 50 pl ferrositokrom ¢
eklenerek baslatildi ve 550 nm’deki absorbans degisimi (AA/dakika)
spektrofotometrede, ekleme yapildiktan 5. saniye sonra baslanarak 1 dakika
boyunca (10 sn arayla 7 defa) kinetik okuma yapilarak belirlendi. Sitokrom oksidaz
enzim aktivitesi Denklem 3.12 kullanilarak hesapland: [Unite; 25°C’da pH 7.0’de
dakikada 1 uM ferrositokrom c’yi oksitleyen enzim miktarmi tanimlar
(“Cytochrome ¢ Oxidase Assay Kit Technical Bulletin”, Sigma)]. Mitokondri
stispansiyonunun 20 pul’si  protein miktarinin  belirlenerek normalizasyon

yapilabilmesi i¢in -80 °C’da saklandi.

Unite/ml= (AA/ dakika) x Toplam reaksiyon hacmi (1.1 ml) (Denklem 3.12)
[Ornek hacmi (0.08 ml)x 21.84]

3.7.3. Protein Miktarmin Belirlenmesi

Kaspaz 9 ve sitokrom oksidaz enzim aktivitelerinin belirlenmesinde protein
derisimindeki farkliliklarin giderilmesi ve normalizasyon yapilabilmesi i¢in drneklerin
protein derisimleri bisinkoninik asit (bicinchoninic acid, BCA) yontemine gore (Smith
ve dig., 1985), BCA™ protein analiz kiti (“BCA™ Protein Assay Kit”, Pierce
Biotechnology) kullanilarak belirlendi. Once 96 kuyucuklu kabin kuyucuklarma 200 pl
caligma soliisyonu [tampon A: tampon B, 50:1] ve lzerine standart olarak kullanilacak
farkli derisimlerdeki BSA c¢Ozeltileri veya Orneklerden 25 pl eklenerek pipetajla
homojenize edildi ve 37°C’da 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda kap oda
sicakligina gelinceye kadar beklendi ve 562 nm dalga boyunda spektrofotometrede
Olcim gerceklestirildi. BSA standartlarina ait absorbans degerleri Standart grafigin
cizilmesinde, bu grafikten elde edilen denklem ise Orneklerin protein derisimlerinin

hesaplanmasinda kullanild.

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Deneylere ait tim sayisal veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Aritmetik
ortalamalar (X) ve standart sapmalar (SD) hesaplandi. Gruplar arasindaki farklarin
anlamli olup olmadigini belirlemek igin ANOVA (tek yonlii varyans analizi; one-way

ANOVA) testi ve ikincil test olarak Dunnet testi yapildi. Anlamlilik sinir1 olarak p<0.05
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olarak kabul edildi. Bu istatistiksel islemler GraphPad Prism 4.0 paket program ile
gerceklestirildi.
3.9. TOPLU DENEY CiZELGESI

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen tiim uygulamalar, analizler ve saatleri Sekil 3.2°de

Ozetlenmistir.



ANALIZLER

UYGULAMALAR

ZFFIGA
sitotoksisite analizi

H,0,

sitotoksisite analizi

DNA

47 saat inkilbasyon

23 saat inkiibasyon

QPCR Analizi

Izolasyonu

Hicre ici ROT

15 saat inkilbasyon

5 saat inkiibasyon

belirlenmesi

Besiyerindeki

Sitokrom oksidaz
aktivitesi

l

\_ H,0O,’nin belirlenmesi Kaspaz 9 Kaspaz 9 Kaspaz 9 Kaspaz 9
aktivitesi aktivitesi aktivitesi aktivitesi
| | | | [ [ [ [
I 2'4 ! | | | | |
0. (Saat) : 48. 68. 72.73. 78. 88. 9. 120,
- t

[ zrrica || zrrioA | [ zFrica |

TI TTBE |

H.0,

4 saat uyg,

24 saat uygulama

48 saat uygulama

Sekil 3.2: Deneysel ¢aligmalarin sematik gosterimi.
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TBE: Taze Besiyeri eklenmesi
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4. BULGULAR

4.1. HeLa HUCRELERININ COGALMA EGRISi

HeLa hiicrelerine ait ¢ogalma egrisi Sekil 4.1°de goriilmektedir. Baglangigtaki hiicre
sayis1 10° hiicre/ml olan kiltirlerin giinliik hiicre sayis1 degisimlerinin &lgtilmesi
sonucunda elde edilen grafige gore, hiicrelerin logaritmik faza 1. giin, duragan faza ise
7. giin girdikleri saptandi. Elde edilen grafik yardimiyla HeLa hicrelerinin jenerasyon
stiresinin 2 giin oldugu hesaplandi. Bu sonuclara gore madde uygulamalarinin
hicrelerin kiiltire alimmalarindan sonraki 24. saatte; adaptasyon ve tutunmalarinin

gerceklesmesinden sonra yapilmasina karar verildi.

106+

Hiicre sayisi/ml

1054

o 2 4 6 8 10 12
Zaman (Gln)

Sekil 4.1: HeLa hiicrelerinin yari-logaritmik ¢ogalma egrisi (R*= 0.99)
4.2. ZEYTINYAG| FENOLIK FRAKSIYONUNDAKiI FENOLIK MADDE

MIiKTARI

Nousis ve dig. (2005) tarafindan 6nerilen yonteme gore 100 g (95 ml) zeytinyagidan
yapilan fenolik ekstraksiyon sonucunda 362.2 + 4.8 mg kuru madde elde edildi.
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Elde edilen fenolik fraksiyonun i¢erdigi total fenolik madde miktarinin belirlenmesinde
Ragazzi ve Veronose (1973) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. YOntemin
uygulanmasi sonucunda elde edilen, gallik asit standartlarina ait OD725 degerleri absise,
gallik asit standartlarinin derisim degerleri ise ordinata konularak standart grafik cizildi
ve dogru denklemi olusturuldu (Sekil 4.2). Orneklerin igerdigi fenolik madde miktarlar1
standart grafige ait dogru denklemi yardimiyla hesaplandi. Sonug¢ olarak kullanilan
zeytinyaginin fenolik igeriginin 19.76 = 0.5 mg gallik asit esdegeri/ kg oldugu
belirlendi.

1.25+
1.00+

0.75-

OD725 nm

0.50+

0.254

y=0.004733x + 0.0003635
T 1

| | |
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (ug/ml)

0.00

Sekil 4.2. Gallik asit standart grafigi (R°= 0.99).

4.3. SITOTOKSISITE ANALIZLERI

ZFF, GA ve oksidatif stres olusturmak igin kullanilan H,O’in derisimi ve uygulama
sliresine bagli olarak HelLa hucrelerinin canliligi tizerine etkileri MTT analizi ile
belirlendi. ZFF ve GA stoklar1 hazirlanirken kullanilan DMSO’in hiicre canliligina
etkisini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde, besiyerinde % 0.125 DMSO

bulunmasinin canlilik {izerine herhangi bir etkisinin olmadigi gozlendi.

4.3.1. Zeytinyag Fenolik Fraksiyonunun Sitotoksik Etkisi

Yapilan sitotoksisite analizleri sonucunda ZFF uygulamasi sonucu canli hiicre sayisini
%350 diigiiren madde derisimi (1Csp), sadece 48 saatlik uygulama i¢in 514 pg/ml olarak
hesaplanabildi (Sekil 4.3). Test edilen derisim araligindaki (0.0025- 1 mg/ml) ZFF’nun
4 ve 24 saatlik uygulamalariyla kaydedilen 6liim oranlar1 1Cso degerinin saglikli bir

sekilde hesaplanmasma olanak verecek olgiide gerceklesmedi. Bu analiz sonuglarina
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gore; calismanin daha sonraki asamalarinda istatistiksel verilerle sitotoksik etkisi

olmadigi belirlenen 95 pg/ml derisimde ZFF kullanilmasina karar verildi.

=
E
3]
@)
o\o »,
—-—— 24 saat .. \‘I
o [— 48 saat N
C 1 1 1 ~'$
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.3: 4, 24 ve 48 saat ZFF uygulamasinin Hel.a hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi.

4.3.2. Gallik Asitin Sitotoksik Etkisi

GA i¢in yapilan sitotoksisite analizleri sonucunda ICsy degeri sadece 48 saatlik
uygulama icin 50 pg/ml olarak hesaplanabildi (Sekil 4.4). Test edilen derisim
araligdaki (0.001- 0.1 mg/ml) GA’in 4 ve 24 saatlik uygulamalariyla kaydedilen 6lim
oranlar1 1Cso degerinin saglikli bir sekilde hesaplanmasma olanak verecek Olciide
gerceklesmedi. Bu analiz sonuglarina gore; ¢aligmanin daha sonraki asamalarinda

istatistiksel verilerle sitotoksik etkisi olmadigi belirlenen 28 pg/ml derisimde GA

kullanilmasina karar verildi.

=
S 50 ——4saat 5, T
= —== 24 saat “\_._
25 --ee- A8saat e 3
0

1 1 1 1
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.4: 4, 24 ve 48 saat GA uygulamasinin HeLa hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi.
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4.3.3. Hidrojen Peroksitin Sitotoksik Etkisi

H20, ile yapilan sitotoksisite analizleri sonucunda 1Cso degeri sadece 60 dakikalik
uygulama icin 808 uM olarak hesaplandi (Sekil 4.5). Test edilen derisim araligindaki
(0.005- 5 mM) H20,’in 10 ve 30 dakikalik uygulamalariyla kaydedilen 6liim oranlar1
I1Cs0 degerinin saglikli bir sekilde hesaplanmasina olanak verecek olclide gerceklesmedi.
Sitotoksisite analiz sonuclarina gore; c¢alismamizin daha sonraki asamalarinda
uygulanacak farkli deney sistemlerinin ve kullanilacak tekniklerin duyarlilik sinirlari
icinde kalmak kaydiyla 1Csg degerinin altinda bulunan, farkli derisimlerde (50- 750 pM)

H,0; ile oksidatif stres olugturulmasi kararlagtirildi.

100
L 75
E
O 504
X
257 _—- 30 dakika
—— 10 dakika
C ] ] ] ] ]
0 1 2 3 4 5

Konsantrasyon (mM)

Sekil 4.5: 10, 30 ve 60 dakika H,O,uygulamasimin HeLa hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi.

4.3.3.1. Besiyerinde Kalan H-O, Derisimi

HeLa hucrelerinde oksidatif stres olusturmak ic¢in kullanmilan H,O’in hiicre igine
allmmin zamana gore degisimini belirlemek ve ZFF veya GA’in bu alim {izerine
etkisini incelemek igin, deneysel kosullarda besiyerinde kalan H,O, miktar1 “fenol
kirmizis1 yontemi” ile belirlendi. Bu yontem; yaban turbu peroksidazi (HRP) varliginda,
H20, bagimli bir reaksiyonla pembe renkli olan fenol kirmizisinin okside olmasi sonucu
reaksiyon karigiminin mor renk almasi esasina dayanan kolorimetrik bir yontemdir
(Sekil 4.6). YOontem uygulanirken hazirlanan standart grafikte 100 uM’in istiindeki
H20; derisimlerinde dogrusalligin kaybolmasindan dolay1 bu yontem sadece 50 ve 100
uM H,0; ile gergeklestirildi (Pick ve Keisari, 1980). Besiyerindeki H,O, miktarmin
belirlenmesi i¢in kullanilan standart grafik Sekil 4.7’de verildi.
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Sekil 4.6: Besiyerinde kalan H,O, miktarinin belirlemesinde kullanilan fenol kirmizi
yonteminde gozlenen renk degisimleri
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H,0, Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.7: H,O, standart grafigi (R*= 0.97).

Hucresiz ortamda H,O;’in oldukg¢a kararli oldugu gozlendi ve besiyerindeki H,O;
derisimindeki diislisiin, bu maddenin hiicreye girisinden kaynaklandigi anlasildi (Yakes
ve van Houten, 1997). Elde edilen sonuglar, 60 dakika uygulanan her iki dozun da
blyiik oranda (~% 80) hiicrelerin i¢ine girdigini ortaya koydu (Sekil 4.8 ve 4.9). Ayrica
50 ve 100 uM H,0O, uygulanan kontrol grubu ile 4 veya 48 saat; ZFF veya GA ile
uygulama yapilan deney gruplar1 arasinda besiyerindeki H;O, derisim degisimi

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.
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Sekil 4.8: 50 uM H,0, uygulamasinda zamana bagli olarak besiyerindeki H,O, derisimindeki
degisim. A) 4 saat uygulama yapilmis hiicrelerin besiyerindeki H,O, derisim degisimi, B) 48
saat uygulama yapilmis hucrelerin besiyerindeki H,O, derisim degisimi. (Kontrol: Sadece H,0,
uygulanmis hiicreler, ZFF: 95 pg/ml ZFF ve H,O, uygulanmis hiicreler, GA: 28 pg/ml GA ve
H,0O, uygulanmig hiicreler, Negatif Kontrol: hiicresiz ortamdaki H,O,)
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Sekil 4.9: 100 uM H,0, uygulamasinda zamana bagli olarak besiyerindeki H,O, derisimindeki
degisimi. A) 4 saat uygulama yapilmis hiicrelerin besiyerindeki H,O, derisim degisimi, B) 48
saat uygulama yapilmig hiicrelerin besiyerindeki H,O, derisim degisimi. (Kontrol: Sadece H,0,
uygulanmis hiicreler, ZFF: 95 pg/ml ZFF ve H,0, uygulanmis hiicreler, GA: 28 pg/ml GA ve
H,0, uygulanmus hiicreler, Negatif Kontrol: hiicresiz ortamdaki H,0,)
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4.5. HUCRE iCi ROT DUZEYI]

Deney ve kontrol kosullarinda HelLa hicrelerinde olusan ROT miktari, indirgenmis
2’ 7’-diklorofloresin diasetatin (DCFH) hiicre i¢indeki ROT tarafindan diklorofloresin’e
(DCF) oksitlenmesi sonucu yaydigi fluoresansin 6l¢iilmesi ile bagil olarak belirlendi.
Stres uygulanmadigi kosullarda 4 saatlik ZFF veya GA uygulamasmin hiicre i¢gi ROT
miktarint sirasiyla % 9.95 ve % 8.66 oraninda azalttigi, 24 saatlik ZFF veya GA
uygulamasinin ise swrasiyla % 7.7 ve % 6.99 oraninda azalttigi ve 48 saatlik
uygulamanin ise herhangi bir degisiklige yol agmadigi belirlendi (Tablo 4.1). Kontrol
grubu ile kargilastirildiginda 4 saatlik uygulamalar istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p<
0.01); 24 saatlik uygulamalar ise anlamli (p < 0.05) bir diisiis gosterdi.

Tablo 4.1: 95 pg/ml ZFF veya 28 pg/ml GA uygulanmig Hela hucrelerindeki bagil hiicre ici ROT
miktarlari.

Uygulama Suresi (Saat)

4 24 48
Kontrol 100.00 +0.29 100.00 +0.29 100.00 +0.29
200 pM H,0, 119.20 £ 1.72*  119.20 £ 1.72** 119.20 £ 1.72**
ZFF 90.05 + 1.69 ** 92.30+2.58* 103.20 +1.19
GA 91.34 +1.69 ** 93.01+2.69* 94.80 + 2.96

Kontrol ile karsilastirildiginda; *: p < 0.05, **: p< 0.01

Tablo 4.2: 95 pg/ml ZFF veya 28 pg/ml GA uygulamalarindan sonra 200 uM H,0O; ile 1 saat
isleme sokulmus HeLa hiicrelerindeki bagil hiicre i¢i ROT miktarlari.

Uygulama Siresi (Saat)

4 24 48
200 pM H,0, 99.51 +5.27 99.51 +5.27 99.51 +5.27
ZFF 75.19 £5.19 ** 79.81 £5.97 ** 89.36 £ 2.98 **
GA 77.49 £ 4,93 ** 79.20 £ 4.37 ** 83.87 £5.73 **

200 uM H,0, uygulanmis deney grubu ile karsilastirildiginda; **: p < 0.01

Tek tabaka halinde kiiltiir kabina tutunan HeLa hiicrelerine ylizeyden ayrilmalarina yol
acmayacak diizeyde (200 uM H0; ile) stres uygulandiginda ise, ZFF veya GA ile 6n
uygulama yapilmasmin hiicre i¢i ROT miktar1 diizeyini belirgin bir sekilde azalttigi
goruldi (Tablo 4.2). Gerek ZFF gerekse GA icin, tum uygulamalarda kontrole gore
kaydedilen diisiisler istatistiksel olarak ¢ok anlamli (p < 0.01) bulundu.
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ZFF ve GA ile 4 ve 24 saat yapilan 6n uygulamalar, hicre ici ROT dizeyini H,0,
uygulanmamis kontrol hiicrelerinden bile daha diisiik diizeye indirgedi. 4 saatlik 6n

uygulamanin 24 saatlik 6n uygulmaya gore daha etkin oldugu goruldu.

4. 6. DNA HASARI

4.6.1. DNA Izolasyonu

DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilmak tizere 750 pM H,0, ile oksidatif strese
sokulmus HelLa hucrelerinden izole edilen DNA o6rneklerinin  agaroz jel
elektroforezindeki kontrolleri sonucunda, ylksek molekiiler agirliga sahip hiicresel
DNA’nin basariyla izole edildigi belirlendi (Sekil 4.10). Miktarlar1 fluorometrik olarak
belirlenen DNA 6rnekleri QPCR analizinde kullamlana kadar -20 °C’da saklandu.

5 Kontrol 750 pld

29946 by
24508 he

Sekil 4.10: 750 uM H,0, uygulanmus HeLa hiicrelerinden (~3x10°) izole edilen DNA 6rnekleri.
(M: Marker; SM0351, Fermentas)

4.6.2. QPCR Optimizasyonu

QPCR analizinin temeli; hedef dizideki DNA hasarlarmin DNA polimerazin is
gormesini engelleyerek PCR iiriin miktarm diisiirmesi esasma dayanir. Uriin
miktaridaki bu azalma ancak reaksiyonda, iiriiniin lissel artig gosterdigi eksponensiyal
faz icindeki bir dongl sayis1 ve uygun kalip miktar1 kullanilarak g6zlenebilir (Grimaldi
ve dig., 2002). Bu nedenle ilk olarak, daha 6nce QPCR analizi i¢in kullanilmamis olan

ti¢ farkli bolgenin ve iki internal kontroliin optimizasyonlar1 gerceklestirildi.

DNA hasarinin belirlenmek istendigi APEX genine ait 2082 bg¢’lik ve nDNA igin
internal kontrol olarak kullanilacak olan 180 bg’lik dizinin PCR drunlerinin dongi
sayisina bagli Ussel degisim grafigi Sekil 4.11. ve 4.12.’de verildi. APEX genine ait
2082 be’lik diziye ait QPCR analizinde 27 dongulik reaksiyonun, 180 b¢’lik diziye ait
QPCR analizinde ise 25 donguluk reaksiyonun uygun olacagina karar verildi.
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Sekil 4.11. APEX genine ait 2082 bg’lik (APEX-U) dizinin 20. 22, 24, 26, 28 ve 30 dongulik
PCR’1 sonucunda olusan iiriinlerin miktarlarna ait grafik ve jel goriintiisii (M: Marker;
SMO0331, Fermentas).
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Sekil 4.12: APEX genine ait 180 b¢’lik (APEX-K) dizinin 20, 22, 24, 26, 28 ve 30 dongtiluk
PCR’1 sonucunda olusan iiriinlerin miktarlarina ait grafik ve jel gorinttsu (M: Marker;
SMO0371, Fermentas).

B-globin gen kiimesinin 2334 bg’lik dizisine ait PCR iiriiniiniin dongii sayisina bagl
issel degisim grafigine (Sekil 4.13) gore QPCR analizinde kullanilmak tizere 27
dongiiliik reaksiyonun uygun olacagina karar verildi. mtDNA’ya ait 2232 b¢’lik ve 161

b¢’lik dizilerin PCR urunlerinin dongii sayisina bagl iissel degisim grafiklerine (Sekil



69

4.14 ve 4.15) gore, 2232 be’lik dizi i¢in 16 dongulik, 161 b¢’lik dizi iginse 18 donguluk
QPCR yapilmasinin uygun olacagina karar verildi. Bu grafiklere gore her bir bdlgenin
QPCR analizi i¢in uygun bulunan kosullar Tablo 3.4, 3.5. ve 3.6.’da verildi.
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Sekil 4.13: B-globin gen kiimesine ait 2334 b¢’lik (BETA) dizinin 20. 22, 24, 26, 28 ve 30
dongiilik PCR’1 sonucunda olusan iiriinlerin miktarlarma ait grafik ve jel goriintiisii (M:
Marker; SM0331, Fermentas).
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Sekil 4.14: mtDNA’ya ait 2232 bg’lik (COX-U) dizinin 10. 12, 14, 16 ve 18 dongiilik PCR’1
sonucunda olusan iirlinlerin miktarlarmna ait grafik ve jel gorunttst (M: Marker; SM0331,
Fermentas).
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Sekil 4.15: mtDNA’ya ait 161 b¢’lik (COX-K) dizinin 12, 14, 16, 18, 20 ve 22 dongiiliik PCR’1
sonucunda olusan iirinlerin miktarlarmna ait grafik ve jel goriinttsii (M: Marker; SM0371,
Fermentas).

Tim PCR iiriinleri i¢in, tiriin miktarinin kalip miktari ile dogru orantili olarak arttigmi
gormek ve uygun kalip miktarina karar vermek igin 12.5, 25, 50, 100 ve 200 ng kalip
DNA kullanilarak gergeklestrilen PCR sonucunda elde edilen driinlerin miktarlariyla
cizilmis grafikler Sekil 4.16.- 4.20.’de gorulmektedir. Kalip optimizasyonu sonuglarina
gore QPCR analizi igin uygun goriilen kalip miktarlar1 Tablo 3.3.’te verilmistir.

125 25 50 100 200 M

S 3000 bg
2500 bg
2000 b

PCR Uriin Miktar1 (ug/ml)
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Sekil 4.16: APEX genine ait 2082 b¢’lik (APEX-U) dizinin 50 pl reaksiyon hacmi iginde 12.5,
25, 50, 100 ve 200 ng kalip DNA ile 27 dongiiliilk PCR’1 sonucu elde edilen {iriin miktarlar ve
jel goruntisi (M: Marker; SM0331, Fermentas).
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Sekil 4.17: APEX genine ait 180 bg’lik (APEX-K) dizinin 50 ul reaksiyon hacmi i¢inde 12.5,
25, 50, 100 ve 200 ng kalip DNA ile 25 dongtiluik PCR’1 sonucu elde edilen Griin miktarlar1 ve
jel goruntisi (M: Marker; SM0371, Fermentas).
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Sekil 4.18: B-globin gen kiimesine ait 2334 bg’lik (BETA) dizinin 50 ul reaksiyon hacmi iginde
12.5, 25, 50, 100 ve 200 ng kalip DNA ile 27 dongiilitk PCR’1 sonucu elde edilen Grin
miktarlar1 ve jel gorinttsu (M: Marker; SM0331, Fermentas).
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Sekil 4.19: mtDNA’ya ait 2232 b¢’lik (COX-U) dizinin 50 pl reaksiyon hacmi iginde 12.5, 25,
50, 100 ve 200 ng kalip DNA ile 16 dongtilik PCR’1 sonucu elde edilen iiriin miktarlar: ve jel
gorantisu (M: Marker; SM0331, Fermentas).
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Sekil 4.20: mtDNA’ya ait 161 b¢’lik (COX-K) dizinin 50 ul reaksiyon hacmi iginde 12.5, 25,
50, 100 ve 200 ng kalip DNA ile 18 dongtilik PCR’1 sonucu elde edilen iiriin miktarlar: ve jel
gorantisu (M: Marker; SM0371, Fermentas).
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4.6.3. QPCR Analizi

HeLa hiicrelerinde H,O,’in meydana getirecegi DNA hasarlarinin belirlenmesi amaciyla
QPCR analizi yapildi. Oksidatif stres uygulanmamis ve 750 uM H;O, ile 1 saat
uygulama yapilarak oksidatif strese maruz birakilmis hiicrelerden izole edilen DNA’lar

ile QPCR analizleri gergeklestirildi.

APEX-U bdlgesinde gergeklestirilen QPCR analizi sonucunda oksidatif stres
uygulanmayan hiicrelerde (0 uM H0;) hasar olusumu {izerine ZFF ve GA
uygulamasinin herhangi bir etkisinin olmadigi gorildi (Sekil 4.21). 750 uM H,0; ile
olusturulan oksidatif stres kosulunda ise bu bdlgede 10 kb’lik dizi bagina ~1.6 hasar
olustugu, ZFF uygulamasmin hasar1 tamamen 6nledigi, GA uygulamasmin ise hasari

belirgin diizeyde (p<0.01) diisiirdiigii belirlendi.
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'§A 100 ; B ? 15 I GA
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H,0, Konsantrasyonu (uM) H,0, Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.21: APEX-U dizisine ait QPCR analiz sonuglari. A) Bagil PCR iiriin miktar1 (%
Kontrol), B) 10 kb’lik dizi basma hasar (x«: p< 0.01).
B-globin gen kiimesine ait bolgede gerceklestirilen QPCR analizi sonucunda oksidatif
stres uygulanmayan hicrelerde (0 uM H,0;) hasar olusumu flizerine ZFF ve GA
uygulamasinin herhangi bir etkisinin olmadigi gorildi (Sekil 4.22). 750 uM H,0; ile
olusturulan oksidatif stres kosulunda ise bu bdlgede 10 kb’lik dizi bagina ~1.5 hasar
olustugu, ZFF uygulamasmin hasar1 tamamen 6nledigi, GA uygulamasmin ise hasari

belirgin diizeyde (p<0.01) diisiirdiigii belirlendi.
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Sekil 4.22: BETA dizisine ait QPCR analiz sonuglar1. A) Bagil PCR iiriin miktar1 (% Kontrol),
B) 10 kb’lik dizi basma hasar (x+: p< 0.01).

MtDNA’ya ait bolgede gerceklestirilen QPCR analizi sonucunda oksidatif stres
uygulanmayan hiicrelerde hasar olusumu iizerine ZFF ve GA uygulamasmin herhangi
bir etkisinin olmadig: goriildii (Sekil 4.23). 750 uM H,0 ile olusturulan oksidatif stres
kosusunda ise bu bolgede 10 kb’lik dizi basma ~3.2 hasar olustugu, ZFF veya GA

uygulamasmin hasar: 6nlemede herhangi bir etkisinin olmadig: belirlendi.
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Sekil 4.23: COX-U dizisine ait QPCR analiz sonuglar1. A) Bagil PCR iiriin miktar1 (% Kontrol),
B) 10 kb’lik dizi bagina hasar.
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Oksidatif stres uygulamasi sonrasinda transkripsiyonel olarak aktif olan (APEX-U)
nDNA bolgesi ile inaktif olan (BETA) nDNA bdlgesi arasinda hasar frekansi
bakimimdan anlamli bir farklilik bulunmazken, mtDNA’da her iki nDNA bdlgesinden
~2 kat fazla hasar olustugu belirlendi (Sekil 4.24).

Sonug olarak ZFF uygulamasinin her iki nDNA bolgesinde de oksidatif stres sonucu
olusan hasarlar1 tamamen 6nledigi, GA’in ise etkin bir sekilde onleyici etki gosterdigi,

fakat mtDNA’da olusan hasarlar lizerinde her iki uygulamanin da bir etkisinin olmadig:

belirlendi.
4 -
T
s i
3 -
- [0 COX-U (MtDNA)
= 21 APEX-U (nDNA)
< T E==m BETA (NDNA)
[9+]
Qg 1-
I Tt
0 =0 Fﬁ ::E: %
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Sekil 4.24: 750 uM H,0, uygulanmis Hel a hiicrelerinde farkli gen bélgelerine ait hasar
frekanslarinin karsilagtirilmasi ZFF: 95 pg/ml ZFF, GA: 28 pug/ml GA uygulanms hiicreler .

4.7. ENZIMATIK ANALIiZLER

4.7.1. Kaspaz 9 Aktivitesi

Kaspaz aktivasyonu apoptotik hiicre 6liimiiniin en 6nemli kanit1 olarak kabul edilir.
HelLa hiicre kultirlerinde 750 uM H20- ile olusturulan oksidatif stresin apoptozu hangi
diizeyde uyardigini belirlemek amaciyla apoptozun hiicre i¢i yolaginda temel rol alan
kaspaz 9 aktivitesi Olculdu. Oksidatif stres sonucunda enzimatik aktivitenin en st
diizeye ¢iktig1 zamanin belirlenebilmesi igin, H,O, uygulamasindan sonra hiicreler taze
besiyeri eklenerek 5, 15, 23 ve 47 saat normal kiiltiir sartlarinda inkiibe edildi ve her bir
stirenin sonunda kaspaz 9 enzim aktivitesi belirlendi (Barbouti ve dig., 2002) (Sekil
4.25).
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Elde edilen bulgulara gore kaspaz 9 aktivitesinin 6lglimii i¢in en uygun zamanin
maksimum aktivitenin belirlendigi H,O; uygulamasindan sonraki 23. saat oldugu
anlagildi. 750 uM H,O; uygulamasi sonucunda kaspaz 9 aktivitesinde, kontrole gore
~2.2 kat artis belirlendi. Hicre i¢i ROT dlzeyini diisiirme bakimindan, ZFF ve GA
uygulamalar1 i¢cinde en etkin olanin 4 saatlik uygulamalar oldugu daha once
belirlendiginden (bkz. Tablo 4.2), deney kosullarindaki aktivite ¢alismalar1 bu grupta

yuratuldu.

—— 750 uM
-==+-- Kontrol

= =
al ~
o [6)]
1 1

(% Kontrol)

[y

N

a1
1

Bagil Kaspaz 9 Aktivitesi

1004 &==-======== Fmmmmmm—— D =

5 5 3 47
Zaman (saat)

Sekil 4.25: 750 uM H,0,uygulamasi sonrasinda 5, 15, 23 ve 47 saat normal kiiltiir kosullarinda
inkiibe edilen hiicrelerin bagil kaspaz 9 aktivitesi.

ZFF ile 4 saatlik 6n uygulama sonucunda kaspaz 9 aktivitesinin kontrol grubu hiicrelere
gore anlamli olgiide (~% 11.2) azaldigi, GA ile 6n uygulamanin ise kontrole gore
anlamli bir farklilik olusturmadig: belirlendi (Sekil 4.26). ZFF ve GA ile 6n uygulama
yapildiktan sonra oksidatif strese sokulan hicrelerde ise ZFF’nun kaspaz 9 aktivitesini
~2 kat azaltarak kontrol hiicreleri ile ayni diizeyde kalmasmi sagladigi, GA’in ise

kaspaz 9 aktivitesini 6nemli diizeyde (p< 0.01) (~1.6) azalttig1 belirlendi.
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Sekil 4.26: Bagil kaspaz 9 enzim aktivitesi A) 4 saat ZFF veya GA ile uygulama yapilmis HelLa
hucrelerindeki bagil kaspaz 9 enzim aktivitesi B) 4 saat ZFF veya GA ile 6n uygulama ve 750
UM H;O,uygulamasi yapilmis Hela hiicrelerindeki bagil kaspaz 9 enzim aktivitesi. (** : p<
0.01, Kontrol: Higbir uygulama yapilmamus hiicreler, ZFF: 95 ng/ml ZFF uygulanmus hiicreler,
GA: 28 pg/ml GA uygulanms hiicreler, H,O5: 750 M H,0, uygulanmis hiicreler, ZFF+H,O:
95 pug/ml ZFF ve 750 uM H,0, uygulanmus hiicreler, GA+H,0;: 28 pg/ml GA ve 750 uM H,0,
uygulanmis hiicreler)

4.7.2. Sitokrom C Oksidaz Enzim Aktivitesi

Sitokrom oksidaz enzim aktivitesi, H,O- ile olusturulan oksidatif stresin ve ZFF ve
GA’in mitokondriyal redoks fonksiyonu tzerindeki etkisini belirlemek igin 6lculdi.
ETZ’nin son elektron alicist olan sitokrom oksidaz enzim aktivitesi izerine ZFF ve GA
ile 6n uygulama yapilmasi anlamli bir farklilik olusturmadi (Sekil 4.27, A). 750 uM
H20, uygulamasindan 5 saat sonra yapilan 6lgiim sonucunda bu enzimin aktivitesinin
~% 44 azaldig1, ZFF ve GA ile 4 saat On uygulama yapilmasinin ise bu azalma iizerinde

bir etksinin olmadigi belirlendi (Sekil 4.27, B).
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Sekil 4.27: Bagil sitokrom ¢ oksidaz enzim aktivitesi A) 4 saat ZFF veya GA ile uygulama

yapilmis HelL.a huicrelerindeki bagil sitokrom c oksidaz enzim aktivitesi B) 4 saat ZFF veya GA

ile 6n uygulama ve 750 uM H,O,uygulamas1 yapilmis HelLa hicrelerindeki bagil sitokrom ¢

oksidaz enzim aktivitesi. (Kontrol: Hicbir uygulama yapilmamus hiicreler, ZFF: 95 pg/ml ZFF

uygulanmis hiicreler, GA: 28 pg/ml GA uygulanmg hiicreler, H,O,: 750 uM H,0O; uygulanmis
hicreler, ZFF+H,0;: 95 ug/ml ZFF ve 750 uM H,O, uygulanmig hiicreler, GA+H,0,: 28

pg/ml GA ve 750 uM H,0, uygulanmus hiicreler)
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser gelisimi, yaslanma ve dejeneratif hastaliklarla iligkili oldugu ortaya konulmus
olan oksidatif DNA hasarinin en Onemli nedeni hiicresel metabolizma kaynakli,
Ozellikle enerji merkezi olan mitokondrinin ETZ’nde olusan ROT’dir. ROT’nin
hiicrelerde meydana getirdigi molekiiler hasarlar ve bunlarin 6nlenmesine iliskin
arastirmalarda cesitli oksidatif stres ajanlarindan yararlanilmaktadir. Bu caligmada
oksidatif stres olusturmak igin kullanilan H2O,, hicresel zarlardan su molekili ile
benzerliginden dolay1 kolaylikla gecerek (Bienert ve dig., 2006) Fenton reaksiyonu
araciligiyla en reaktif tiirlerden biri olan OH”e doniisebilen oldukga tehlikeli bir
maddedir. H,O,’in OH" araciligiyla, doza bagh olarak oksidatif DNA hasarina yol agtig1
iyi bilinmektedir (Jaruga ve Dizdaroglu, 1996; Yakes ve van Houten, 1997; Ballinger ve
dig., 2000; Jin ve dig., 2001; Sawyer ve dig., 2003; Bennetts ve Aitken, 2005; Bennetts
ve dig., 2008). Oksidatif stres kaynaklit DNA hasarlarmni 6nleyici dogal bilesikler ve
antioksidanlar konusunda ¢ok sayida arastirma yiiritiilmiistir (Duthie ve dig., 1997,
Abalea ve dig., 1999; Collins ve Horvathova, 2001; Lima ve dig., 2006; Garcia-Alonso
ve dig., 2007). Zeytinyaginin da benzer bir etkiye sahip oldugu cesitli calismalarla
ortaya konulmustur (Deiana ve dig., 1999; Antunes ve Takahashi, 1999; Budiyanto ve
dig., 2000; Ichihashi ve dig., 2000; Quiles ve dig., 2002a; Weinbrenner ve dig., 2004;
Nousis ve dig., 2005; Salvini ve dig., 2006; Machowertz ve dig., 2007; Guo ve dig.,
2010).

Bu ¢aligmada, zeytinyag: fenolik fraksiyonunun (ZFF) normal fizyolojik kosullarda ve
oksidatif stres altinda HeLa hiicrelerindeki DNA hasarlar1 iizerindeki koruyucu etkisi
arastirilmistir. Calismada, ZFF igeriginde varligi bilinen gallik asit (GA) referans olarak
kullanilmig, H,O; ile strese sokulmadan once hiicrelere ZFF veya GA uygulamasi
yapilmustir. 1lk asamada gergeklestirilen sitotoksisite analizleri sonucunda uygulama
derisimleri olarak ZFF i¢in 95 pg/ml, GA ic¢in 28 ug/ml secilmistir. Zeytinyaginda
bulunan gallik asit, antioksidan aktiviteye sahip polifenolik bir bilesiktir (Yoshino ve
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dig., 2002). Farkli gida maddelerindeki yaglar1 bozulmaya kars1 korumak igin serbest
radikal siipiiriicii aktivitesinden dolay1 besin katkisi olarak genis ¢apta kullanilir
(Nakagawa ve dig., 1997). Ancak gallik asitin ¢esitli tlrevlerinin pro-oksidan etkisinden
dolayr bazi1 hiicre ve doku tiplerinde apoptotik ve sitotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmis olup bu ¢aligmalarda uygulanan dozlar bilesigin ICso dozunun ¢ok Gstiindeki
dozlardir (Inoue ve dig., 1995; Sakaguchi ve dig., 1998). ZFF’nin Jurkat (Nousis ve
dig., 2005) ve HL60 ve mononiikleer kan hiicreleri (Fabiani ve dig., 2008) tizerindeki
koruyucu etkisi daha once belirlenmis olmasina ragmen, HeLa hiicreleri {izerindeki

sitotoksik etkisi ilk kez bu ¢aligmada ortaya konulmustur.

Oksidatif stres ajani olarak kullanilan H,O,’in hiicre igine girisi, besiyerinde kalan
miktarmim belirlenmesiyle, dolayli yoldan gosterilmistir. Bulgular, Yakes ve van
Houten (1997)’in transforme fibroblast hiicrelerinde, Ballinger ve dig. (1999)’nin insan
transforme retinal pigment epitel hiicrelerinde goézlemledigi H,O; tiiketimine iligkin
bulgularla paralellik gostermistir. Bir saatlik uygulama siiresi sonunda H,O’in buyuk
bir kisminmn (~% 80) hiicre igine girdigi ve hiicre ici ROT diizeyini artirarak hticreler
Uzerinde oksidatif stres olusturdugu belirlenmistir. ZFF veya GA ile 0n uygulama
yapilan hiicreler ile herhangi bir uygulama yapilmamus hiicreler arasinda H,O;’in hiicre
icine almimi bakimmdan anlamli bir farklilik belirlenmemistir. H,O’in zarlardan
taginimina iligkin bir derlemede (Bienert ve dig., 2006) H,O;’in hiicre i¢i ile hiicre dist
dengesinin, alimda is goren mekanizmalar (diflizyon, akuaporin-aracili taginma) ile
hiicre i¢i tiretim ve bozunma dengesine bagli oldugu vurgulanmaktadir. Buna gore, bu
caligmada uygulanan ZFF ve GA’in bu dengeyi degistirecek bir etki yapmadigi
anlagilmigtir. H»O, bozunmasinda dogrudan bir etkisi bulunmadigi bilinen fenolik
fraksiyonun, H,O, alimini degistirmedigi diigiiniilebilir. Ancak bu dengenin degismeme
nedenlerinden biri de uygulanan H;O, dozunun ¢ok diisiik kalma olasiligidir.
Uygulanan heriki konsatrasyonun da diisiik oranda hiicre 6liimiine sebep olmasi (hlcre
canliligint 50 uM H,0,; ~%10, 100 uM H;0; ise ~% 15 inhibe eder) bu 6ngoruyi
desteklemektedir.

Hicre igine giren H,O,’nin beklenen ilk etkisi, hiicre i¢i ROT diizeyini artirmasidir. Bu
nedenle ¢aligmanin 2. asamasinda tiim deney ve kontrol gruplarinda hiicre i¢i ROT

diizeyleri belirlenerek karsilagtirilmistir. ZFF uygulamasi hem normal hem de oksidatif



81

stres kosullarinda hiicre ici ROT miktarin1 belirgin diizeyde azaltmistir. Bu etki referans
olarak kullanilan GA’in etkisi ile benzerdir. ZFF hiicre i¢i ROT diizeyini dogrudan
antioksidan aktivitesi ile diigiirmiis olabilecegi gibi, dolayli olarak antioksidan savunma
sistemlerini aktive ederekte diisiirmiis olabilir. Zeytinyagi bilesimindeki hidroksitirosol
ile gece boyu isleme sokulan melanoma hiicrelerinde UV-A tarafindan meydana
getirilen hiicre i¢i ROT diizeyinde de 6nemli bir diisiis belirlenmistir (D’ Angelo ve dig.,
2005). HepG2 hucreleri uzerinde hidroksitirosolin (10- 40 uM), stres uygulanmamis
hiicrelerin hiicre i¢gi ROT miktarimi azalttigi, t-BOOH ile meydana getirilen oksidatif
stres altinda ise ROT miktarimi 6nemli miktarda diisiirdiigii belirlenmistir (Goya ve dig.,
2007). Insan monositik THP-1 hiicreleri iizerinde 10 dakikalik hidroksitirosol (25-100
uM) uygulamasi sonrasi lipopolisakkarit ile stimiile edilmesi sonucu meydana gelen
hiicre ici oksidatif strese karsi, ROT miktarin1 ~% 35 azaltarak ve GSH miktarini ise
kontrole gore de daha yuksek miktarlara g¢ikmasmi saglayarak koruyucu etki
gdstermistir (Zhang ve dig., 2009). Insan cilt keratinosit hiicrelerinde UV-B sonras1 20
dakikalik hidroksitirosol (100 uM) uygulamas1 UV-B induksiyonu ile artan hicre ici
ROT miktarim etkin bir sekilde azaltmistir (Guo ve dig., 2010). Bu ¢alismada ZFF’ nun
hiicre i¢ci ROT miktarini azaltict etkisi ilk olarak belirlenmis olup, zeytinyaginmn fenolik
fraksiyonu i¢inde bulunan hidroksitirosol’iin de benzer etkileri oldugu yukarida

bahsedilen ¢aligmalarla ortaya konulmustur.

Calismamiz kapsaminda gergeklestirilen QPCR analizleri sonucunda HeLa hicrelerine
750 uM H20; uygulamasmin mtDNA’da nDNA’nin ~2 kat1 hasar meydana getirdigi
belirlenmistir. Bu sonug, mtDNA’daki okside baz miktarinin nDNA’dan 2-3 kat fazla
bulunmasi ve mtDNA’nin oksidatif hasara daha duyarli olmasi ile agiklanabilir (Yakes
ve van Houten, 1997; Hudson ve dig., 1998). mtDNA’nin nDNA’ya gore oksidatif
hasara daha a¢ik olmasinin bir¢ok nedeni vardir. Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
kompleks | ve III aktivitesi ile dogrudan hiicre i¢indeki toplam oksijenin yaklasik % 1-
5%ini O,"'a donistirir (Turrens, 1997). Ayrica ETZ proteinlerinin demir/bakir
merkezlere sahip olmasi HyO,’in gecis metalleri ile Fenton reaksiyonu sonucunda
meydana getirdigi OH" miktarim artirir (Salazar ve van Houten, 1997). Sonug olarak
mtDNA, mitokondriyal i¢ zarla iligkili yerlesim gosterdiginden, demir/bakir merkezlere
sahip ETZ proteinlerine dolayisiyla ROT olusum merkezlerine yakin konumlandigindan

oksidatif saldiriya daha aciktir (Ballinger ve dig., 1999; Maynard ve dig. 2009). Ayrica
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i¢ zar ile yakin iligkisi, lipid peroksidasyon iirtinlerinin de hedefi olmasina yol acabilir.
Bu calismada, stresten dnce ZFF uygulamasi, mtDNA’da H,O; tarafindan meydana
gelen hasar1 6nlemede yetersiz kalmistir. Bu da mtDNA’nin daha fazla oksidana daha
uzun siire maruz kalmasiyla aciklanabilir. nDNA ise ROT kaynaklarindan uzakta
konumlanmasi ve nukleusta daha az miktarda kismen indirgenmis metal bulunmasindan
dolayr H,O,’ten daha az etkilenir (Maynard ve dig. 2009). Bu calismada mtDNA ile
nDNA arasinda oksidatif hasar bakimindan belirlenen farklilik bir¢ok c¢aligmanin
sonuglari ile paralellik gostermektedir. Transforme insan fibroblast SV-40 hiicrelerinde
H;0, uygulamasi sonucunda (10 kb’lik dizide) mtDNA’da 2.25, B-globin gen
kiimesinde 0.436, HPRT gen bdlgesinde 0.442 ve DNA polimgsagen ®lgesinde
0.310 hasar olustugu goriilmiistiir (Salazar ve van Houten, 1997). Insan kordan ven
endotel hucreleri (HUVEC) ve aort duz kas hucreleri (HASMC) (zerinde H,0,
uygulamasinin mtDNA’da [2.59 (HUVEC), 1.68 (HASMC) hasar/ 10kb] nDNA’ya
[1.02 (HUVEC), -0.09 (HASMC) hasar/10 kb) gore daha yiksek miktarda hasar
olusturdugu belirlenmistir (Ballinger ve dig., 2000). Insan spermatozoa hiicrelerinde
HPRT gen bolgesinde sadece 5 mM H;0; uygulamasi sonucunda (0.07 hasar/10 kb)
hasar meydana gelirken, mtDNA’da (0.25 mM: 0.62; 1 mM: 1.34; 5 mM: 1.42 hasar/10
kb) cok daha fazla hasar olusmustur (Bennetts ve Aitken, 2005). Sperm hiicreleri
izerinde gergeklestirilen diger bir ¢aligmada da 300 uM H,0; uygulamasi sonucunda 10
kb’lik dizide mtDNA’da 1.32 ve nDNA’da (B-globin gen kimesinde) 0.47 hasar
meydana geldigi belirlenmistir (Bennetts ve dig., 2008).

nDNA’da transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif bdlgeler arasinda strese duyarlilik
bakimindan bir fark olup olmadigini belirlemek iizere segtigimiz iki gen dizisi (aktif
APEX geni ile inaktif B-globin gen kiimesi) i¢in de benzer sonuglar elde edilmistir.
H,0, uygulamast APEX geninde 10 kb’lik dizi basina ~1.6 Hhsara, -globin gen
kiimesinde ~1.5 hasara yol agmistir. Bu bulgular, daha 6nce transforme insan fibroblast
hicrelerinde (Salazar ve van Houten, 1997) ve insan sperm hicrelerinde (Sawyer ve

dig., 2003) elde edilmis sonuclarla uyumludur.

Zeytinyag1 ve ¢esitli bilesenlerinin DNA hasarm 6nleyici etkileri farklh hiicre kiiltiirii
sistemlerinde gosterilmistir. Hidroksitrosoliin, néronal hibridoma hiicre hattinda ONOO"

kaynakli sekiz okside DNA baz {irliniiniin miktarmi azalttig1 belirlenmistir (Deiana ve



83

dig., 1999). Tirosol, hidroksitirosol, kaffeik asit ve zeytinyaginin total fenolik
fraksiyonu ile 6n uygulama yapilan insan T-lenfotik ve prostat kanser hiicre hatlarinda
H20, uygulanmasi ile olusan DNA hasarlarinda azalma olmustur (Quiles ve dig., 2002a;
Nousis ve dig., 2005). Insan keratinosit deri hiicresi hattina (HaCaT) 20 dakikalik
hidroksitirosol uygulamasi, UV-B’nin neden oldugu 8-OHdG ve DNA’daki zincir
kiriklar1 tizerinde engelleyici etki gdstermistir (Guo ve dig., 2010).

Hayvanlar {izerinde yiiriitiilen ¢aligmalar da vardir. Fareler {izerinde gergeklestirilen az
sayidaki ¢alismada, deri Uzerine uygulanan zeytinyagmmn UV etkisiyle olusan DNA
hasarlarini azalttig1 gosterilmistir (Budiyanto ve dig., 2000; Ichihashi ve dig., 2000).
Doksorubisinin siganlarda neden oldugu kromozom aberasyonlarimin zeytinyagi ile
beslenme sonucunda azaldigi goriilmiistiir (Antunes ve Takahashi, 1999). Ancak
sicanlar lizerinde yapilan bir caligmada zeytinyagi ile beslenmenin karacigerdeki
etheno-DNA hasarlar1 iizerine koruyucu bir etki gostermedigi belirlenmistir (Eder ve
dig., 2006).

Konuya iligkin, insanlarda yapilan ¢aligmalar zeytinyaginin gida olarak tiiketimini temel
almaktadir. Ornegin, fenolikge zengin zeytinyag tiiketiminin iiriner atiktaki 8-OHdG
miktarini azalttigr bildirilmektedir (Weinbrenner ve dig., 2004). Menapoz sonrasi
donemdeki 10 saglikli kadin iizerinde gerceklestirilen baska bir ¢alismada, zeytinyagi
tilketiminin (fenolik icerigi ile dogru orantili olarak) periferal kan hiicrelerinde okside
DNA bazlarinin ve DNA’daki zincir kiriklarimin temel diizeyini diisiirerek oksidatif
hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini ortaya koymustur (Salvini ve dig., 2006).
Ucgyiizkirkddrt kisi Uzerinde yapilan bir caliymada, 3 haftalik zeytinyag tiiketimi
sonucunda (diisiik, orta ve yiiksek fenolik i¢erige sahip olmasinin bir etkisi olmaksizin)
DNA’nin oksidasyon oranmin diistiigii belirlenmistir. Ayrica bu calismada, Kuzey
Avrupalt bireylerde Merkez ve Giiney Avrupali bireylere gére DNA ve RNA
oksidasyonunun daha yuksek oranda gergeklestigi one siiriilmektedir. Bu farkliligin
bolgeler arasindaki zeytinyagi tiketim miktar1 ile iligkili oldugu ve bazi kanser
tirlerinin goriilme sikligindaki farklilig1 agiklayabilecegi belirtilmistir (Machowertz ve
dig., 2007). Bu 3 calismanin aksine 28 saglikli kisi iizerinde gerceklestirilen diger bir
caligmada, 3 haftalik zeytinyagi tiiketimi sonucunda, iiriner atiktaki etheno-DNA
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hasarlarinin miktarinda 6nemli bir degisim olmadig1 kaydedilmistir (Hillestorm ve dig.,
2006).

HeLa hiicreleriyle yiiriitiilen bu tez calismasinda oksidatif stres oncesi ZFF ile On
uygulama yapilmasmin transkripsiyonel olarak aktif olan APEX genine ait dizide ve
transkripsiyonel olarak inaktif olan B-globin gen kiimesine ait dizide hasar olusumunu
tamamen engelledigi, GA ile yapilan 6n uygulamanin ise hasar olusumunu 6nemli
dizeyde azalttigi belirlenmistir. ZFF’nin oksidatif DNA hasarmi Onleyici etkisi,
dogrudan antioksidan aktivitesi veya dolayli olarak antioksidan savunma sistemlerini
aktive ederekte digiirmiis diislirmiis olabilecegi gibi, hiicre i¢ci ROT diizeyini
olabilir.H,O’in neden oldugu oksidatif DNA hasarini engellemede ZFF’nun GA’ten
daha etkin olmasi, fenolik fraksiyonun farkli siipiiriicii aktivitelere sahip karigik bir
bilesime sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. ZFF stres sonucu olusan hiicre i¢gi ROT
miktarmi hiicrenin normal sartlardaki ROT miktarinin da altina diistirmiistiir. Benzer bir
bulgu Goya ve dig., (2007) tarafindan da HepG2 hicrelerinde hidroksitirosol igin

bulunmustur.

Bu caligma sonucunda, ZFF’nun mutajenik ve kanserojenik oldugu belirlenmis olan
(Salles ve dig., 1999; Loeb ve Loeb, 2000; Marnett, 2000; Dizdaroglu ve dig., 2002; de
Souza-Pinto ve dig., 2008) oksidatif DNA hasarlarin1 nDNA’da tamamen engelledigi

ortaya konulmustur.

H,0; oldukea diisiik derisimlerde sinyal yollarinda 6nemli roller tistlenir (Finkel, 1998;
Hancock ve dig., 2001). Bununla beraber yiiksek derisimlerde oksidatif stres meydana
getirerek HeLa hiicrelerinde mitokondri bagimli i¢ yolak araciligr ile apoptozu tesvik
eder (Singh ve dig., 2007). Hiicrenin oksidatif strese cevabi, olusan DNA hasarinin
Onarimi, onarim i¢in zaman kazandiran hiicre dongiisiinde gecikme ve onarilamayan
hasarlar sonucunda apoptoz seklinde gelisir (Maynard ve dig., 2009). Jurkat T
hicrelerinde 6 saatlik H,O, uygulamasinin DNA’da meydana getirdigi zincir kiriklar
sonucunda hucre dongiisiindeki aksamalardan dolay1 apoptotik hiicre oliimiinii tesvik
etmis olabilecegi One siirlilmektedir (Barbouti ve dig., 2002). Yakes ve van Houten
(1997) tarafindan yapilan bir caliymada ise mtDNA’da onarillamayan hasarlarin

apoptotik hicre 6limine neden olabilecegi bildirilmistir. Retinal pigment epitelyum
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hlcrelerinde H,O; uygulamasinin mtDNA hasarina ve apoptotik hiicre 6liimiine sebep
oldugu gosterilmistir (Jin ve dig., 2001). Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirteclerinden
biri, i¢ yolakta gorevli baslatici enzim kaspaz 9’dur (Nunez ve dig., 1998). Bu
caligmada incelenen deney gruplarinda, oksidatif stres ve antioksidan korumanin
apoptozla iliskisini ortaya koymak {izere kaspaz 9 aktivitesi Ol¢lilmiistiir. HeLa
hicrelerinde kaspaz 9 aktivitesinin H,O; (1 saat, 750 uM) uygulamasi ile ~2.2 kat arttig1
belirlenmistir. ZFF ile 4 saatlik 6n uygulama bu artis1 tamamen Onlerken, GA 6nemli
miktarda diismesini saglamistir. Dolayisiyla ZFF’nin anti-apoptotik aktivitesi insan
saghgi tizerindeki olumlu etkilerinin bir nedeni olabilir. Bu etki antioksidan savunma
sistemine ROT diizeyini digiirerek yaptigi katkidan, nDNA’daki hasarlar1 onleyici

etkisinden veya baska etki mekanizmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

H>0,’in, 6zellikle ETZ proteinlerinin demir/bakir merkezleri ile reaksiyonu sonucunda,
bu enzimler inaktive olabilir. Bu olay, elektron tasmiminin inaktivasyonuna neden
oldugu gibi, hasar gérmiis proteinlerin elektronlarini alan oksijenin yliksek miktarda
O;" olusturmasina da neden olur (Salazar ve van Houten, 1997). Calismamizda
uygulanan maddelerin sitotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilan MTT
analizi, ETZ’nin 11. kompleksi olan suksinat dehidrogenaz enzim aktivitesinin 6lgilmesi
araciligiyla gerceklestirilir (Yakes ve van Houten, 1997; Ballinger ve dig., 1999).
Suiksinat dehidrogenaz aktivitesi mitokondriyal redoks fonksiyonunun bir belirtecidir.
Hiicrenin solunum ve redoks foksiyonunu veya canliligmi belirlemek i¢in sik¢a
kullanilir (Huet ve dig., 1992; Ballinger ve dig., 1999). Sitokrom oksidaz enzim
aktivitesindeki azalmanin da mtDNA’da meydana gelen molekiiler degisimlerle
(oksidatif hasar, mutasyon, delesyon) iliskili oldugu bilinmektedir (Miiller-HOcker ve
dig., 1993). Ballinger ve dig. (2000) tarafindan HUVEC ve HASMC f{izerinde H,0O,
uygulamasinin meydana getirdigi DNA hasar1 ile hiicrelerin fonksiyon kaybi arasindaki
iliskinin arastirildigi bir calismada; mtDNA’da nDNA’dan daha fazla hasar olustugu
goriilmiis ve kompleks II aktivitesinin ve hiicresel ATP diizeylerinin 6nemli miktarda
azalmasi araciligiyla mitokondriyal fonksiyonun kaybedildigi belirlenmistir. Bu tez
caligmasinda siiksinat dehidrogenaz aktivitesi ile uygulanan H,O, derigimleri arasinda
ters bir oranti oldugu ve 500 uM H,O; ile 1 saatlik uygulama sonunda stksinat
dehidrogenaz enzim aktivitesinin ~% 42 azaldig1 belirlenmistir. Sitokrom oksidaz enzim

aktivitesinin ise 5 saatlik inkiibasyondan sonra ~% 44 azaldig1 ve ZFF veya GA ile 6n
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uygulama yapilmasinin bu enzimin aktivitesi lizerinde bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
Sitokrom oksidaz enzim aktivitesinde belirlenen azalma bu enzimin Kkatalitik alt
birimlerine ait dizileri iceren mtDNA’da QPCR analizi ile belirlenen hasar ile
uyumludur. Yaglanma ile birlikte mtDNA’da biriken hasarlarin bir sonucu olarak
ETZ deki enzimlerin aktivitesinde gozlenen azalma ve buna bagl olarak mitokondriyal
fonksiyon kayiplar1 daha 6nce bir¢ok calisma ile belirlenmistir (Hudson ve dig., 1998;
Ballinger ve dig., 2000).

Sonug olarak, bu calismada HelLa hucrelerinde 4 saatlik ZFF 6n uygulamasinin;

1. Normal fizyolojik kosullar altinda, hiicre i¢i ROT miktarmni belirgin duzeyde
azalttig,

2. Hy07’in meydana getirdigi oksidatif stres kosulunda, hiicre ici ROT miktarmin
normal diizeyinde kalmasimi sagladigi,

3. nDNA’y1 H;07’in neden oldugu oksidatif DNA hasarlarina kargi tamamen
korudugu,

4. Normal kosullarda, bazi fizyolojik siirecler ile tesvik edilen apoptotik 6lim
oranini anlamli diizeyde diisiirdiigi,

5. H202’in i¢ yolak aracilifiyla tesvik ettigi apoptotik hiicre Oliimiine karsi ise

tamamen koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir.

ZFF’nun oksidatif strese karst koruyucu etkisini hiicre i¢ci ROT miktarin1 azaltarak,
nDNA’y1 oksidatif hasardan koruyarak ve oksidatif stresin bir sonucu olan apoptotik

hiicre 6liimiinii 6nleyerek gdsterdigi ortaya konulmustur.

Bu c¢alismanin devaminda, ZFF’nun nDNA’y1 oksidatif hasardan koruyucu etkisinin
molekiiler mekanizmasmin aydimnlatilmasi amaciyla antioksidan savunma sistemleri
Uzerindeki etkisi (katalaz, glutatyon, BER-DNA onarim sistemi, vb.) belirlenmelidir.
Ayn1 zamanda oksidatif stresin hasar verdigi diger makromolekiiller (lipid ve proteinler)

tizerindeki etkisi de degerlendirilmelidir.
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