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1. GIRIS VE AMAC

Glinlimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaclara diren¢ gelistirmesi insanlari dogal ila¢ olarak bilinen {iriinlerin
tiketimine yoneltmistir. Dogal tirlinler yeni farmakolojik kesifler i¢in gelecek vadeden
kaynaklardir. Bu dogal iiriinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan birisi de ar
tiriinleridir. An {irlinleri birgok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin 6niine gecmek, agrilarin
azaltilmast ve hastaligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ari iriinlerinin tedavi
amaciyla kullanilmasina Apiterapi denilmektedir. Apiterapi, aricilik kadar eskidir (1, 2).

Bir ar {riinii olan propolis; bal arilar1 tarafindan agaclarin kabuk ve kozalaklarindan,
bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan ¢esitli polenler, yaglar, 6zel regine ve mumsu
maddelerden olusur (3). Diger ad1 bee glue olan propolis pro- ve -polis koklerinden olusur ve
kovanin (sehrin) savunmasi anlamim tasir (4, 5). Propolis; Tayvan, Japonya, Brezilya, ABD
ve Avrupa ilkeleri gibi diinyanin pek c¢ok yerinde, saglikli yasam ve hastaliklarin
onlenmesinde bir gida {irlinii ve alternatif ilag olarak oldukea ilgi gérmektedir (6).

Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde, ¢ay, iiziim, meyve suyu gibi iceceklerde dogal
olarak bulunan polifenolik bilesiklerdir (7). Flavonoid terimi Latince sar1 anlamia gelen
flavus kelimesinden tiiremistir. Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin yani sira insan diyetinin de
onemli bir pargast olmasina ragmen flavonoidler besin olarak degerlendirilmezler (8).

Bugiine kadar propolisten 38’ den fazla flavonoid izole edilmistir. Bunlara galangin,

kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin ve pinobanksin 6rnek olarak verilebilir.



Propolisin fenolik bilesikleri arasinda baslica; sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil
alkol, benzoik asit, kafeik asit ve esterleri, ferulik asit yer almaktadir (9).

Flavonoidler biyolojik aktivitelerini agir metal iyonlarmi, biyolojik polimerleri
baglayarak, elektron transportunu katalizleyerek ve serbest radikalleri yok ederek dort farkli
sekilde gosterir (10). Flavonoidler; alkilleyici ajanlara, polisiklik aromatik hidrokarbonlara,
radyoaktif kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere karst antigenotoksik aktiviteye
sahiptir (11). Flavonoidler antioksidan 6zelligini yapilarindaki karbonil ve hidroksil gruplar,
cift baglar ve 3’,4’-dihidroksi katekol konfigiirasyonlar ile kazanirlar (11, 12).

Epidemiyolojik calismalar; giinliik diyete ilaveten cesitli kaynaklardan (yesil cay,
lizim, propolis gibi) alinan polifenollerin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve kansere
kars1 koruyucu olabilecegini ortaya koymustur (13, 14).

Oksidatif stres; ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari, santral
sinir sistemi bozukluklar1 gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve dolayisiyla
hiicresel yikim, hiicre hasar1 ve hiicre dliimiinde rol oynayan 6nemli bir mekanizma olarak
son yillarda biiylik 6nem kazanmustir (15, 16, 17). Oksidatif stres serbest radikal olusumu ve
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin bozuldugu durumda ortaya ¢ikar (18).

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA {izerinde,
devamli olarak hasarlar olusmakta ve olusan hasarlar DNA tamir sistemleri tarafindan
onarilmaya c¢alisilmakla birlikte, hasarin ¢ok biiyilk boyutta oldugu veya DNA onarim
sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA iizerinde olusan hasarlar birikmektedir. Bu
birikme zamanla mutasyonlara ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (17).

Hasar tipine bagl olarak okaryotlardaki DNA tamir mekanizmalar1 dort ana yolakla
Ozetlenebilir:

1. Baz eksizyon tamiri, (base excision repair); (BER)

2. Niikleotid eksizyon tamiri, (nucleotide excision repair); (NER)

3. Serbest uglarin homolog olmayan baglanmasi, (Non-homolog end joining); (NHEJ)
4. Homolog rekombinasyon, (Homolog recombination); (HR)

Baz eksizyon tamiri dort temel basamakta gerceklesir (hasarli bazin uzaklagtirilmast,
apiirinik/aprimidinik boélgenin olusturulmasi, dogru bazin yerlestirilmesi ve ligasyon). Bu
reaksiyonlarin gergeklestirilmesinde dort enzim sinifi gorev alir; DNA glikozilazlar,
(apiirinik/aprimidinik endoniikleaz) APE, DNA polimerazlar ve DNA ligazlar (19).

Alkali eliisyon, alkali agilim, GC-MS, HPLC (elektrokimyasal dedektor ile) ve komet

analizi giinlimiizde oksidatif DNA hasarin1 belirlemede kullanilan yontemlerdir. Alkali



elisyon ve alkali agilim giivenilir ve duyarliligi yiiksek metodlar olmasina ragmen, komet
analizine gore daha kisithh uygulama alanina sahiptirler. HPLC ve GC-MS, DNA hasarini
belirlemede ileri teknikler olmalarina ragmen islem siiresinin uzun olmasi, daha maliyetli
olmalar1 ve analize hazirlk asamasinda numunelerde oksidasyon reaksiyonlarmnin
gelisebilmesi sebebiyle, komet analizine gore nispeten daha az tercih edilmektedirler (20).

Son zamanlarda bilimsel arastirmalar i¢in kullanilan gen ekspresyon calismalarinda
kantitatif real-time PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmekte ve gen ekspresyon
seviyeleri hassas bir sekilde belirlenebilmektedir (21). Literatiirde bulunan benzer gen
ekspresyon calismalarinda kullanilan bu yontem bu ¢alismada da kullanilarak ilgilenilen
hedef genin mRNA ekspresyon miktar1 negatif kontrol grubunun mRNA ekspresyon
miktarina gére artan ya da azalan katlar1 seklinde ifade edilmistir (22, 23, 24).

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinden toplanan propolisin etanolik ekstraktinin
DNA tamir enzimlerinin ekspresyonu iizerine etkisi incelenecektir. Propolisin yiiksek
polifenolik  bilesikler icermesi biyolojik oOzelliklerinin  kaynagini  olusturmaktadir.
Boliimiimiizde yapilan bir calismada propolisin etanolik ekstraktinin  DNA hasarimi
engelledigi bulunmustur. Bu bilgi ile sekillenen c¢alismamiz, propolisin DNA hasarini
engelleme roliiniin ne tiir bir mekanizma ile gergeklestigini gostermek igin planlanmustir.
Calismada hiicrelere 6ncelikle propolis ekstraktlar1 verilmistir. Daha sonra kimyasal bir ajanla
oksidatif DNA hasar1 olusturularak, oksidatif DNA hasarini tamir etmede gorevli DNA tamir
enzimlerinden Neil-1 ve hOGG-1 mRNA ekspresyon seviyeleri real-time PCR yontemi ile

tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Propolis

Giiniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya c¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaclara direng gelistirmesi insanlari dogal ila¢ olarak bilinen {iriinlerin
tilketimine yoneltmistir. Dogal {iriinler yeni farmakolojik kesifler i¢in gelecek vadeden
kaynaklardir. Bu dogal iiriinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan birisi de ar1
triinleridir. An {irlinleri bir¢ok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin 6niine ge¢cmek, agrilarin
azaltilmasi ve hastalifin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ar {riinlerinin tedavi
amaciyla kullanilmasina Apiterapi denilmektedir. Apiterapi, aricilik kadar eskidir (1, 2).

Apiterapi; bal, propolis, ar1 siitli, polen ve art zehiri kullanimin1 kapsar (25). Son
yillarda, propolisin bilesimi ve biyolojik 6zellikleriyle alakali olarak, ar1 {irlinlerine olan ilgi
hizla artmakta ve ar1 iirlinlerinin ilag formiilasyonlarinda kullanilmasina yonelik pek ¢ok
caligma yapilmaktadir (2).

Insanoglu propolisi cok eski ¢aglardan beri farkli amaclar icin kullanmistir. Uzun
yillar boyunca propolisten tipta c¢esitli amaglar icin yararlanilmistir. Misirlilar Sliilerini
mumyalamak i¢in propolisin ¢iirlimeyi engelleyici 6zelliginden yararlanirlarken, Romal1 ve
Yunanli hekimler propolisi antiseptik ve yaranin kabuk baglamasini kolaylastirict madde
olarak, Inkalar ise ates diisiiriicii olarak kullanmislardir. Avrupa’ daki 12. yiizyil kayitlari,
propolisin medikal preparatlarinin agiz ve yara enfeksiyonlarinin tedavisi ve dis saglhigi i¢in

kullanimindan bahsetmektedir. Propolis 17. yiizyilda Londra ila¢ kitabinda resmi ila¢ olarak
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yerini almistir. Arilar propolisi milyonlarca, insanlar ise binlerce yildir kullanmaktadir. Arilar
ve insanoglu propolisin birgok yararli ozelliginden faydalanmuslardir. Insanlhik igin bu
re¢inemsi yapinin kesfedilen yararlar1 heniiz ¢ok az aydinlatilabilmistir (1, 2, 27, 28).

Bir ar1 {irtinii olan propolis; bal arilar1 tarafindan agaglarin kabuk ve kozalaklarindan,
bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan ¢esitli polenler, yaglar, 6zel regine ve mumsu
maddelerden olusur (3). Diger ad1 bee glue olan propolis pro- ve -polis koklerinden olusur ve
kovanin (sehrin) savunmasi anlamini tasir (4, 5).

Bal arilar1 recineyi toplarken ¢igneyip tiikiiriik enzimleri ile karistirarak kismen
sindirirler ve kismen sindirilmis materyal, balmumu ile karigtinnllarak kovanda
kullanilmaktadir. Tiikiiriik enzimleriyle karisan propolisin kimyasal yapisinda meydana gelen
degisikliklerden dolay1, propolisin standardize edilmesinde gii¢liikler olusur (10, 29).

Propolis kovanda ¢esitli amaglar igin kullanilmaktadir. Arilar propolisi; kovan
deliklerinin ve ¢atlaklarinin kapatilmasinda, peteklerin tamir edilmesinde ve birbirine
yapistirilmasinda, ¢esitli ar1 hastaliklarindan koloninin korunmasinda ve hastalik etmenlerinin
etkisiz duruma getirilmesinde kullanirlar (5, 30). Ayrica yavru yetistirme doneminde yarik ve
catlaklardan suyun buharlasip kaybolmasi engellenir. Boylece kovan igin gerekli olan nem de
korunmus olur. Bunlarin yaninda olumsuz g¢evre kosullarindan kovani korumak, kovan giris
deligini kiiciiltmek amaciyla da kullanilmaktadir (31).

Propolisin en 6nemli kaynagin1 kavak, kizilagac, hus agaci, kestane, disbudak agaci ve
cesitli Pinus (cam) ve Salix (sogiit) tiirleri gibi bitkiler olusturmaktadir. Ham propolisin
kimyasal yapisini art mumunun igerigindeki cesitlilik etkilemektedir (9).

Propolisin; antibakteriyel, antikaryojenik, antiinflamatuar, antioksidatif, timérisidal ve
antimutajenik ozellikleri ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konulmustur (6). Propolis bu faydal
ozelliklerinden dolayr son yillarda pek ¢ok aragtirmacinin ilgisini ¢ekmektedir. Ayrica
farmasotik ve gida endiistrisinde propolis i¢eren tiriinlerin sayisi da hizla artmaktadir (32).

Propolis; Tayvan, Japonya, Brezilya, ABD ve Avrupa iilkeleri gibi diinyanin pek ¢ok
yerinde, saglikli yasam ve hastaliklarin 6nlenmesinde bir gida iirlinii ve alternatif ila¢ olarak
oldukga ilgi gormektedir (6).

Cildi nemlendirme, yenileme, kirigikliklar1 giderme ve antibakteriyel 6zelliklerinden
dolay1 giizellik kremlerinde, cesitli losyonlarda kullanilarak kozmetik endiistrisinde yer alir
(33). Ayrica propolis; diseti, dudak ve agiz iltihaplarini iyilestirebilmek i¢in dis macunlari ile

ag1z yikama soliisyonlarinda da kullanilmaktadir (10).



Yiyecek teknolojisinde de Onemli bir yere sahip olan propolis, konservecilikte
kimyasal koruyucu olarak (10) ve insan viicuduna yararli bilesenler igermesi nedeniyle de
mineral destekli diyetetik {irlinlerde yer almaktadir (34). Propolis iceren mesrubat ve
yiyeceklere kanserden, diyabetten, inflamasyondan ve gesitli kalp hastaliklarindan korunmak
isteyen tiiketiciler ragbet etmektedirler (29, 35). Ozellikle son yillarda; propolis iceren tablet,

toz ve sakiz tiriinleri marketlerde tiikketicinin hizmetine sunulmustur (10).

Sekil 1. Calismada kullanilan propolis drnekleri (1)

2.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis yapiskan ve recineli bir madde olup, rengi kaynagina ve depolama siiresine
bagl olarak, sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir (29, 35). Genel olarak
60-69 °C arasinda bir erime noktasma sahiptir (36). Sogukta sert ve kirilgan, sicakta ise
yumusak ve yapiskan bir yapisi vardir (10). Calismada kullanilan propolis 6rnekleri sekil 1°
de gosterilmistir.

Propolis su ve hidrokarbon c¢oziiciilerde diisiik, alkollerde ise yiiksek oranda

¢ozliniirliik gosterir (37).

2.1.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve Icerigi

Avrupa, Kuzey ve Giiney Amerika, Asya ve Afrika’ dan toplanan propolis 6rnekleri
kimyasal igerikleri bakimindan incelendiginde, aralarinda farkliliklar oldugu rapor edilmistir

(35, 38). Ham propolisin bilesimi kaynagina gore degismekle birlikte, genellikle % 50 regine,



% 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik maddelerden
olusmaktadir (10, 39).

Propolisteki temel kimyasal smiflar; flavonoidler, fenolik ve ¢esitli aromatik
bilesiklerdir. Bu smiflar disinda bir¢ok B-kompleks vitamini, 6énemli mineralleri ve eser
elementleri de igerir (37). Iliman bdolgelere ait propolis 6rnekleri flavonoidler ve sinnamik asit
tirevleri gibi fenolik bilesiklerce zengindir. Iliman bdlge propolisinde diterpenler ve
prenillenmis bilesikler yok denecek kadar azken, tropikal Giiney Amerika propolisinde bu
bilesiklerle beraber lignanlar ve flavonoidler de bulunurlar (40).

Iliman kusak iilkelerinden elde edilen propolis 6rneklerinden bugiine kadar fenolik
asitler, fenolik asit esterleri ve flavonoidler gibi ana siniflara dahil 300 kadar bilesik

belirlenmistir (32). Propoliste bulunan baslica bilesikler tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (1)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar
(%)
Flavonoidler
Recine Terpenler % 45-55

Fenolik asitler ve esterler

Mum ve yag asitleri Arilardan veya bitkilerden mum, % 25-35
Bitkilerden ¢oklu doymamis yag asitleri

Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler % 10

Polen Eser elementler
Serbest amino asitler %5

Diger maddeler Laktonlar
Steroidler %5
Sekerler
Kinonlar

2.1.2.1. Flavonoidler

Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde, ¢ay, meyve suyu gibi i¢eceklerde dogal olarak
bulunan polifenolik bilesiklerdir (7). Flavonoid terimi Latince sari anlamina gelen flavus
kelimesinden tiiremistir. Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin yani sira insan diyetinin de 6nemli

bir pargast olmasina ragmen flavonoidler besin olarak degerlendirilmezler (8).



Bugiine kadar propolisten 38’ den fazla flavonoid izole edilmistir. Bunlara galangin,
kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostrobin ve pinobanksin ornek olarak verilebilir.
Propolisin fenolik bilesikleri arasinda baslica; sinnamil alkol, sinnamik asit, vanilin, benzil
alkol, benzoik asit, kafeik asit ve esterleri, ferulik asit yer almaktadir (9). Propoliste bulunan

tipik flavonoid ve fenolik bilesiklere ait 6rnekler sekil 2° de verilmistir.

\\% 0 OH
o§>\ @ @ »— CH=CHCOOH " l/\/\\_j@——ori
] OH

PINOCEMBRIN KAFEIK ASIT Ho QUERCETIN

Sekil 2. Propoliste bulunan tipik flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari (37)

Flavonoidlerin  serbest radikal toplama kapasitelerinden dolay1r gosterdikleri
antioksidan oOzellikleri, onlar hakkinda daha pek cok alanda calisma yapma ihtiyacini
beraberinde getirmistir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, flavonoidlerin antioksidan
ozellikleri yaninda; hiicre proliferasyonu iizerine etkili olduklari, anjiogenezi ve hiicreler arasi
sinyal mekanizmasini inhibe ettikleri ve DNA tamir enzimlerini stimiile ettikleri ortaya
konulmustur (22). Flavonoidlerin metabolizmasi sonucu ¢ok sayida fenolik asit tiirevi olusur
ve olusan iriinlerin ¢ogu serbest radikal olusumunu inhibe eder (41).

Flavonoidler biyolojik aktivitelerini agir metal iyonlarini, biyolojik polimerleri
baglayarak, elektron transportunu katalizleyerek ve serbest radikalleri yok ederek dort farkl
sekilde gosterir (10). Flavonoidler alkilleyici ajanlara, polisiklik aromatik hidrokarbonlara,
radyoaktif kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere karsi antigenotoksik aktiviteye
sahiptir (11). Flavonoidler antioksidan 6zelligini yapilarindaki karbonil ve hidroksil gruplar,
cift baglar ve 3°,4’-dihidroksi katekol konfigiirasyonlari ile kazanirlar (11, 12).

Epidemiyolojik c¢alismalar; giinliik diyete ilaveten ¢esitli kaynaklardan (yesil cay,
kirmiz1 iiziim, propolis gibi) alinan polifenollerin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kansere kars1 koruyucu olabilecegini ortaya koymustur (13, 14). Bu &zellikleri gosteren ve

propoliste bulunan bazi flavonoid ve fenolik bilesikler tablo 2 de verilmistir.



Tablo 2. Propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenolik bilesikler (37)

Dihidro Sinnamik
Flavonlar Flavonoller Flavononlar asit Digerleri
Flavonoller .. .
tirevleri
Apigenin  Kaempferol  Pinosembrin Pinobanksin Ferulik asit 11-F§1rnesol
(seskiterpen)
Akasetin  Kaempferid  Sakuranetin Pinobanksin-3- ol asit  Prkaryofilen
asetat (terpenoid)
Baisetin  Galangin izosakuranetin " noPanksin-7- - p-Kumarik Terpinkol
metil eter asit (terpenoid)
Krisin [zoramnetin Benzoik asit
Luteolin  Ramnetin Syringaldehit

Tektokrisin  Mirisetin

Fisetin

Rutin

(diterpenikasit)

Protokatesuik asit

(benzoik asit
tiirevi)

Vanillin
(benzaldehit
tiirevi)

2.1.2.2. Ar1 Mumu ve Yag Asitleri

Propoliste bulunan ar1 mumu ve yag asitleri propolisin yaklasik % 30’ unu olusturur

(42). An

mumu baslica mono esterler,

diesterler,

uzun zincirli

hidrokarbonlar,

hidroksiesterler, poliesterler, uzun zincirli yag asitleri, triesterler ve asit esterlerinden olusur

(38).

2.1.2.3. Esansiyel Yaglar

Propolisteki ugucu bilesenler propolisin yaklasik % 10’ unu olusturur (42). Ancak

Schmidt ve arkadaglarina gore propoliste bulunan ugucu yaglar, terpenler ve ar1 mumu

propolisin etkisini ve kimyasal 6zelliklerini anlamli bir sekilde etkilememektedir (38).
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2.1.2.4. Mineral Elementler

Propolis mineral elementleri iizerine yapilan ¢alismalarda, Makedonya 6rneklerinde;
Ca, Mg, K, Na, Fe ve Zn; Kiiba orneklerinde ise Fe, Mn, Zn, Cu elementleri belirlenmistir.

Her iki ¢caligmada atomik absorbsiyon spektroskopisi kullanilmistir (43).

2.1.3. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolisin; en fazla Candida albicans’ a olmakla birlikte Candida tiirleri ve
dermatofitlere kars1 antifungal, influenza, herpes simpleks ve reoviriis iizerine antiviral, lokal
anestezik, noroprotektif (44), antibakteriyel, antikaryojenik, tiimorisidal, antimutajenik (6),
radyoprotektif (45), kardiyoprotektif (46), hepatoprotektif (47), immiinostimiilator (48),
sitostatik (49), yara iyilestirici (50), apopitotik (42), antioksidatif (51), antiinflamatuar (52),
antimetastatik (37), antigenotoksik (53) ve antiproliferatif (54) o6zellikleri ¢esitli ¢aligmalarla
ortaya konulmustur. Bu 6zelliklerinden dolay1 hastaliklardan korunma ve genom kararliliginin
stirdiiriilmesinde faydali olabilecegi diistiniilmektedir (13).

Polifenoller pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip sekonder bitkisel metabolitlerdir ve
antioksidan aktivitelerinin yani sira diger enzim ve antioksidanlarla sinerjik etkilesimleri
tanimlanmistir. Polifenollerin degisik hiicre tiplerinde oksidatif DNA hasarii engelledigine
dair pek ¢ok c¢alisma mevcuttur (23, 53).

Bununla beraber tiim flavonoidlerin tamamen saglikli oldugunu diisiinmek yanlis olur.
Baz1 polifenol tiirlerinin konsantrasyona bagli olarak mutajenik ve pro-oksidan ozellik
gosterebilecegi, dolayisiyla topoizomeraz enzim aktiviteleri, prostanoid biyosentezi ve sinyal
transdiiksiyonu gibi esansiyel biyokimyasal yolaklar1 olumsuz etkileyebilecegi de ileri
stiriilmektedir (13).

Degisik tilkelerden elde edilen propolisin farkli kimyasal yapiya sahip olmasi, onlarin
farkli biyolojik aktiviteye sahip olmasimna neden olmaktadir. Ancak bu durum her
farmakolojik ozellik igin aym degildir. Ilging bir sekilde karasal ve ekvatoral bolgeleri de
icine alan farkli bolgelerden toplanan ve farkli kimyasal yapiya sahip olan propolis
orneklerinin, benzer biyolojik aktiviteler gosterdigi bulunmustur. Propolis kovanda
enfeksiyonlardan korunma amaglh kullanilmaktadir ve bu nedenle degisik propolis tiplerinin
hem antibakteriyel hem de antifungal 6zellik gostermesi dogaldir. Bu sebeple goézlenen

aktivitenin sadece belirli bir bilesik grubuna atfedilmesi dogru degildir. Nitekim propolisin
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antibakteriyel aktivitesinden sorumlu bilesik gruplari; kavak tipi propoliste flavonlar,
flavononlar, fenolik asitler ve onlarin esterleri iken, Baccharis tipi (Brezilya) propoliste
prenillenmis p-kumarik asitler, diterpenler, kirmizi Kiiba propolisinde ise prenillenmis
benzofenonlardir. Bu nedenle propolisin antibakteriyel 6zelligi tiim diinyada propolisin

tizerinde en ¢ok calisilan 6zelligi olmustur (31).
2.2. Radikal Kavrami ve Oksidatif Stres

2.2.1. Serbest Radikaller

Atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ciftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis yoriingede bulunan
elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmasiyla bozulursa, momenti
dengelenmemis bu tek elektron; atoma ya da molekiile biiyiik bir aktiflik kazandirir. Bir ya da
daha fazla ortaklanmamuis (eslesmemis) elektron i¢eren, bagimsiz olarak varligini siirdiirebilen
molekiil, atom veya atom gruplari1 serbest radikal olarak tanimlanir ve molekiiliin kimyasal
simgesinin sag iist kosesine konan nokta veya cizgiyle (R°, R) gosterilir (15). Fe**, Cu®",
Mn®* ve Mo®" gibi gecis metalleri ortaklanmamus elektronlara sahip olduklar1 halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest
radikaller pozitif yiikli, negatif yiiklii veya elektriksel olarak n6tr olabilirler. Serbest radikal
tanimma gore molekiiler oksijen biradikal olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal
olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde, diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Organizmada gegis
metallerini (Fe®* ve Cu® gibi metaller) igeren enzimler vasitasiyla molekiiler oksijene tek
elektronlarin transferi suretiyle, oksidasyon reaksiyonlar1 meydana gelir. Molekiiler oksijen,
biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
olusturma egilimindedir (51). Reaktif oksijen tiirlerinin olusum mekanizmas: sekil 3° te

Ozetlenmistir.
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O

t-0:0-¢

Molekiiler oksijen

P

Oz
Siiperoksit radikali
(stperoksit anyonu)

l/e—, 2H*

H-O-
H::Ci::Cé:H‘

Hidrojen peroksit

g

H.O + OH"
-O:H

Hidroksil radikali

l, = H*

H-O (Su)

Sekil 3. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (56)

2.2.1.1. Serbest Radikal Olusum Nedenleri

1- Aktive olmus fagositler (respiratory burst)

2- Radyasyon

3- Alkol, uyusturucu

4- Cevresel faktorler (sigara dumani, aromatik hidrokarbonlar )

5- Cerrahi stres

6- Mitokondriyal elektron (e) transportu: Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagidir. ¢
transportu sirasinda, € sizmasi olur. Sizan e larin O;’ i indirgemesi ile ROS meydana gelir.
7- Ksantin oksidaz: Enerji azlig1 ve artmis intraseliiler kalsiyum varliginda kalsiyuma bagimli
proteaz aktive olarak, ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza donistiiriir. Ksantin oksidaz,

ksantinin tirik aside doniisiimii sirasinda O;" olusumuna neden olur.

Ksantin Oksidaz
Ksantin + 2 O, + H0 ---=--=-=-nmmmmmmeoeooeeeee — Urik asit+2 O, + 2 H*
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8- Hemoglobin yikimi: Hem yikiminda gorevli bir enzim olan, hem oksidaz enzimi ROS
olusumuna neden olur.

9- Endoplazmik retikulum e transport sistemleri

10- Peroksizomlarda bulunan oksidazlar: Bol miktarda hidrojen peroksit (H,O,) iiretirler.

11- Arasidonik asit metabolizmasi: Lipooksigenaz ve siklooksigenaz, reaksiyonun katalizi
sirasinda ROS olustururlar.

12- iskemi, travma, intoksikasyon (57).

2.2.1.2. Serbest Radikallerin Genel Reaksiyonlar:

Serbest radikaller, diger molekiillerle ¢esitli sekillerde reaksiyona girerler.
1. Iki serbest radikal karsilastiklarinda, her ikisinin de ortaklanmamis elektronlar1 bir kovalent

bag olusturacak sekilde birlesirler ve radikal 6zelliklerini kaybederler (58).

H +H — H

2. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir bilesikle reaksiyona girdiginde yeni bir radikal
olusur:
» Radikal, ortaklanmamis elektronunu eslemek {izere radikal olmayan baska bir bilesikten

elektron alabilir (okside edici radikal).
X ->e+X"

» Radikal, ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir bilesige verebilir (rediikte edici
radikal).
X +Y->X+Y"

» Radikal, radikal olmayan bir bilesige katilabilir.

X +Y - [X-Y]

» Radikal, C-H bagindan bir hidrojen atomu koparabilir.

CH+OH — C +H,;0
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Ancak bu reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik radikal hale gelir. Bu
nedenle serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar: birbirini izleyen zincir
reaksiyonlar1 seklinde olur.

Bu 6zellikleri ile reaktif oksijen tiirleri; tablo 3’ te verildigi gibi radikaller ve radikal

olmayanlar olarak iki ana baslik altinda incelenmektedir (59).

Tablo 3. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri (59)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit, O," Hidrojen peroksit, H,O;
Hidroksil, OH' Hipokloréz asit, HOCI
Peroksil, ROy Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet Oksijen, O
Hidroperoksil, HO, Peroksinitrit, ONOO"
Nitrik oksit, NO Hidroperoksit, L(R)OOH

2.2.1.3. Serbest Radikal Tiirleri

2.2.1.3.1. Siiperoksit Radikalleri (O, )

Stiperoksit radikali (O;"), hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusan bir ajandir. Oy radikalleri hiicrelerde rediikte elektron
tastyicilarinin  otooksidasyonu ile iretilmektedirler. O," olusumu; elektron tasiyicisinin
redoks durumuna ve ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Uzun bir yar1 dmre sahip olup,
lipofilik 6zellik gdsterir. Bu 6zelliginden dolay: da olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla
yayilabilmektedir. Zayif bir oksidan olan O," radikalinin kendi basina 6nemli hiicre
hasarlarina yol agmas1 miimkiin goriilmemektedir. Ancak O," radikalleri oksidatif strese yol
acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baglatabilir. Bu reaksiyonlarin en dnemlilerinden biri Haber-
Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,0», Fe2* varliginda etkileserek oldukga reaktif
olan hidroksil (OH") radikallerini olusturmaktadir. Uretilen bu OH radikalleri oldukca reaktif
olup, DNA gibi yapilarla reaksiyonlara girerek 6nemli hasarlara yol acabilmektedir (56, 57).
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0O, + e — Oy (siiperoksit radikali)

H,O0,+ 0" - OH" + OH + O3
2.2.1.3.2. Hidroksil Radikalleri (OH")

Hidroksil radikali (OH"), biyolojik sistemlerde bulunan en giiglii serbest radikaldir.
H,O,> nin Fe®" veya Cu?* ile reaksiyona girmesiyle OH' olusmaktadir. H,O, toksisitesinin
biiyiikk ¢ogunlugunun temelinde, bu olusan OH" radikalinin oldugu diistiniilmektedir. Bu
reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gdzlenmistir ve giiniimiizde de Fenton

reaksiyonu olarak bilinmektedir.
Fe”* + H,0, — Fe** + OH + OH®

Cu® + H,0, — Cu?* + OH + OH"

Hidroksil radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak {izere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH" radikallerinin,
DNA’ da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek ¢esitli tirlinler olusturdugu ve olusan
bu iriinlerin bazilarinin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH" radikalleri aromatik
halkaya katilma ozelligi gosterdiginden, DNA ve RNA’ da bulunan piirin ve pirimidin
bazlarma katilarak, radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin; timine katilarak timin
radikalini olusturabilir ve timin radikali de oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif
olan timin peroksil radikaline doniisebilir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH" radikali,
DNA’ nin baz ve seker yapilarinda da ciddi hasarlar olusturarak DNA tizerinde zincir kiriklar
meydana getirirler. Hasarin ¢ok kapsamli olmasi durumunda, olusan hasar hiicresel koruyucu
sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri
meydana gelebilir (56, 57, 60).

2.2.1.3.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslinda bir radikal

degildir. O" radikalinin, hidrojenle verdigi reaksiyona ‘Dismutasyon Reaksiyonu’ adh verilir
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ve dismutasyon hizi asidik pH degerlerinde hizlanir (56, 57). Reaksiyon su sekilde ifade
edilir:

202'+2H+—>H202+02

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen bilesikleri
kapsamina girer. Ciinkii Fe?* veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu, Oy’
radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest

oksijen radikali olan OH’ radikali olusturur (59).
Fe®* + H,0;, — Fe®* + OH"
Fenton Reaksiyonu
O;'+ H,0, — OH' + OH+ O,

Haber — Weiss Reaksiyonu

2.2.1.3.4. Tersiyer Biitil Hidroperoksit (t-BHP)

Organik bir hidroperoksit olan t-BHP, oksidatif hiicre hasart mekanizmalarini
kapsayan caligsmalarda siklikla kullanilan bir bilesiktir ve agik formiilii sekil 4’ te verilmistir.
Organik hidroperoksitler alkil radikallerine bir oksijen eklenmesi ve/veya peroksil
radikallerinden bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi sonucu olusurlar. t-BHP sonradan diger
alkoksil ya da peroksil radikallerine ayrigabilir ve bu durum lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarim1  hizlandirabilir. Bu ayrigma reaksiyonlari metal iyonlar1 ve onlarin
kompleksleri vasitasiyla gergeklesir. t-BHP kaynakli toksisitenin nedenleri i¢in Onerilen etki
mekanizmalar1 soyledir; intraseliiler kalsiyum dengesindeki degisiklikler ve bunu takiben
glutatyon ve protein tiyol diizeyindeki azalma, DNA tek zincir kiriklarinin olusumu, lipid
peroksidasyonunun baslamasi ya da tersiyer biitoksil radikallerinin olusmasi. t-BHP kaynakli
genotoksisite; bir gecis metali aracilikli reaksiyon ile HoO; gibi degisik tipteki ROS’ larin

iiretimiyle sonuglanan bir siirectir (61, 62).
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HSCXO“OH

H:C  CH,

Sekil 4. t-BHP’ nin agik kimyasal formiilii
2.2.1.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu; inflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO;), ozon (Ogz), azot dioksit (NO,), kimyasal
maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikallerin; hiicrelerin lipid,
protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tim nemli bilesiklerine olan zararl etkileri tablo 4
ve sekil 5’ te 6zetlenmistir. O," radikali ve OH" radikali; sitoplazma, mitokondri, ¢ekirdek ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Membranlarda lipid
peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gegirgenligi artar. Serbest radikallerin
etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak

yikilir, niiklear ve mitokondriyal DNA okside olur (17, 55).

Tablo 4. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl etkileri

Lipidler Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde ¢apraz baglanmalar

Karbohidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Niikleik asitler Tek ve ¢ift zincir kiriklari, protein ¢apraz baglari,
baz igermeyen bolgeler, kimyasal modifikasyonlar

Proteinler Peptid zincirinde kopmalar, denatiirasyonlar, enzim
inhibisyonu

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin, birgok patolojik olayda ve
hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson hastaligs,
Alzheimer hastaligi, akut renal yetmezlik, diyabet, bobrek yetmezligi, anfizem/bronsit,
kanser, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar gibi durumlarda ROS aracilikli hiicre hasari
s6z konusudur (55, 63).
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2.2.2. Oksidatif Stres ve Hastaliklardaki Rolii

Oksidatif stres serbest radikal olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki dengenin bozuldugu durumda ortaya ¢ikar (18).

Serbest tiyol oksidasyonu ve protein disiilfitlerinin ortaya ¢ikmasi, ATP havuzundaki
azalma, serbest sitozolik kalsiyumun yiikselmesi, sitoiskelet elemanlarinin biitiinliigiiniin
kaybolmasi, plazma membran1 gecirgenliginin artmasi, plazma membraninda artmig
peroksidasyon, sitozolik bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasi ve artmis DNA hasar1 oksidatif

stresin bulgular1 arasinda gosterilebilir (61).

AR Solunumsal <\
Protein Hasar « e fg Enzimler; g N
[ ‘ 8. )\ =i~ Mitokondrial
/ / < Y / \
Membran [ [ < e \ "‘1 Hasar
Hasari »~f-~f~> N i)
\ \ > X ' ‘
I-_ \ 25 MO A /
DNA Ha LAY s Na‘y, Rl 4 Hucre Sigmesi
san ’V‘Q'W"\N - TONAY ol W S
N Caty. \«\\1( Artrg
: # Gegirgenlik
7 g L0 Yiiksek Miktarda
Ca+2 Girigi

Lipid Peroksidasyonu

Sekil 5. Hiicrede radikal aracili hasar (56)

Oksidatif stresin biyolojik etkileri; olusan ROS’ larin igerigine, kokarsinojenlerin
varligina, maruz kalma siiresine ve konsantrasyonu ile maruz kalma sirasinda hiicre
siklusunun durumuna baglidir (63).

Endojen ROS’ larmn esas kaynagi Oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif
metabolizmanin Uriinleridir. Reaktif oksijen tiirleri her zaman hiicresel metabolizmanin bir
iriinii olmayabilir; sitokinlere, biiyiime faktorlerine ve spesifik sinyal yolaklarindaki ikincil
habercilere cevap olarak 6zel plazma membran oksidazlar tarafindan da tiretilebilir (64).

Hiicresel oksijen konsantrasyonu, metabolik 6liime yol agan yetersiz oksijenden ve
oksidatif hasara yol agan asir1 oksijenden kaginarak saglanir. Enerji tiretiminin esas bileseni
olan oksijen, gercekten de ¢ogu yasamsal yapilar i¢in tehlikelidir. Oksijen toksisitesine karsi

ilk savunma sistemi, tiim memelilerde goriilen % 20 lik ¢evresel oksijenin, % 0,5-5" lik
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dokulardaki konsantrasyonunu saglayan oksijen basincinin net gradientidir. Dokulardaki bu
rolatif oksijenin diisiik konsantrasyonu, canliy1 oksidatif hasardan korumaktadir (63).
Oksidatif stres, ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari, santral
sinir sistemi bozukluklar1 gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve dolayisiyla
hiicresel yikim, hiicre hasar1 ve hiicre dliimiinde rol oynayan 6nemli bir mekanizma olarak

son yillarda biiylik 6nem kazanmistir (15, 16).

2.3. DNA Hasari ve Tamir Mekanizmalari
2.3.1. DNA Hasari

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA iizerinde
devamli olarak hasarlar olusmakta, olusan hasarlar DNA tamir sistemleri tarafindan
onarilmaya ¢alisilmakla birlikte, hasarin ¢ok biiyilk boyutta oldugu veya DNA onarim
sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA {izerinde olusan hasarlar birikmektedir. Bu
birikme zamanla mutasyonlara ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir. DNA’ da hasar olusturan
ajanlar, hasar tipleri ve tamir mekanizmalari sekil 6’ da 6zetlenmistir.

DNA {izerinde olusan hasar iki grupta incelenebilir:

A. Kendiliginden degisimler sonucu olusan hasar
a) Yanlis eslesme
b) Bazlarin kimyasal yapisinda kendiliginden meydana gelen degisimler
1- Keto-enol tautomerizasyonu
2- Bazlarin deaminasyonu
c) Baz kayb1
d) Oksidatif hasar
B. Cevresel hasar
a) DNA hasarina yol acan fiziksel etkenler
1- Iyonizan radyasyon
2- Ultraviole (UV)
b) DNA hasarina yol agan kimyasal etkenler
1- Alkilleyici maddeler
2- Capraz baglayicilar
3- Elektrofilik reaktanlara metabolize edilen kimyasallar (17).
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Oksidatif hasara bagli olarak DNA’ da, tek ve cift zincir kiriklari, abazik alanlar, baz
modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker-fosfat omurgasi hasari
meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (65, 66).

ROS kaynakli hasarin iki farkli sekilde oldugu 6ne siiriilmektedir:

1- Fenton Kimyas: hipotezinde OH" radikalleri DNA’ ya saldirarak hasar olusturur. H;O,, O°
gibi radikaller dogrudan DNA hasari olusturamazlar. OH" radikalinin DNA iizerine etkili
olabilmesi i¢in bizzat DNA’ da veya ¢ok yakininda olusmasi gerekmektedir. DNA ¢ok sayida

negatif ylklii fosfat gruplar icerdiginden, cesitli katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiyiik

2+ 3+ +/2+
/

bir anyondur. Fe ve Cu™" iyonlar negatif yiikli DNA’ ya siirekli bagli bulunabildikleri
gibi, oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan demirli ve bakirli proteinlerden
serbestleserek de DNA’ ya baglanabilmektedirler. Redoks aktif transisyon metal iyonlarinin
baglanmalart DNA molekiiliinii H,O,’ nin hedefi haline getirmektedir (58, 59). DNA’ ya
bagli metal iyonlar1 ile H,O,* nin DNA {izerindeki reaksiyonu sonucu olusan OH" radikalleri,
OH" radikal temizleyicileri tarafindan uzaklagtirllamamaktadir. Ayrica, OH® radikal
temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ ya hasar verebilmektedirler (67).

2- Niikleaz Aktivasyonu hipotezine gore oksidatif stres, sitozolik Ca®* iyon konsantrasyonunda
biiyiik bir artisa neden olarak, nukleusdaki Ca®* bagimli endoniikleazlar1 aktive etmekte ve
DNA’ nin fragmantasyonuna neden olmaktadir. Niikleaz aktivasyonu DNA bazlarinda
kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir. Ca®* selatorlerinin kullanimi ile DNA hasarinin
engellenebildigini gdsteren arastirmalar bulunmaktadir.

In vivo kosullarda her iki hipotezin de birlikte gegerli oldugu kabul edilmektedir.
Hiicre tipine ve oksidatif stres etkenine bagli olarak mekanizmalardan biri 6ne ¢ikmaktadir.
Metal iyonlarinin varligi reaksiyon hizini, mekanizmasini ve baz modifikasyonunun tiirtinii
etkilemektedir (68).

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz
hasarlar1 analizlenmistir. Cu®* iyonlart DNA’ da G-C’ den zengin bolgelerde yiiksek oranda
bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. DNA yapisinda bulunan
8-OH guaninin, GEC — T=A mutasyonuna neden oldugu c¢esitli calismalarla ortaya
konulmustur (17). Bu nedenle en yaygin olarak dlgiilen baz hasar1 8-OH-dG’ dir (65, 66, 69).
Normal insan hiicresinde bile yaklasik olarak 10° guanin rezidiisiinde, bir 8-OH guanin
olusmaktadir (70). Gilinimiizde HPLC ve GC-MS ile diizeyi belirlenebilen 8-OH guanin,
serbest oksijen radikallerinin olusturdugu DNA hasarinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan

belirtegtir (17).
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2.3.1.1. DNA Hasarmin Yol Actig1 Yamtlar

Hiicrede DNA hasar1 olustugunda dort 6nemli yanit meydana gelir:
1. Hasarli DNA’ mnin ¢ikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmast (DNA tamir mekanizmas),
2. DNA hasart kontrol noktalarmin aktivasyonu ile hiicre dongisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmas1 ve hasarl
kromozomlarin genetik gecisinin dnlenmesi,
3. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde degismesi
(transkripsiyonel cevap),
4. Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerin elenmesi (programli hiicre 6liimii, apopitoz)

Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaglanma ile

sonuglanir (71).

2.3.2. DNA Tamir Mekanizmalari

Hasar tipine bagli olarak dkaryotlardaki DNA tamir mekanizmalar1 dort ana yolakla
Ozetlenebilir:
1. Baz eksizyon tamiri, (base excision repair); (BER)
2. Niikleotid eksizyon tamiri, (nucleotide excision repair); (NER)
3. Serbest uglarin homolog olmayan baglanmasi, (Non-homolog end joining); (NHEJ)

4. Homolog rekombinasyon, (Homolog recombination); (HR) (19).
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Sekil 6. DNA’ da hasar olusturan ajanlar, hasar tipleri ve tamir mekanizmalari (71)

Oksidatif stres sonucunda ortaya ¢ikan serbest radikaller genellikle baz degisimlerine,
tek ve ¢ift DNA ipligi kiriklarina neden oldugundan dolayt DNA tamir yollarindan baz kesip
¢ikarma tamiri, homolog rekombinasyon ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi tamiri
devreye girmektedir. ROS’ un yol agtig1 tek zincir DNA kiriklar1 BER ile tamir edilmektedir
(72).

2.3.2.1. Baz Eksizyon Tamiri

Baz eksizyon tamiri dort temel basamakta gerceklesir (hasarli bazin uzaklastirilmasi,
apiirinik/aprimidinik bdlgenin olusturulmasi, dogru bazin yerlestirilmesi ve ligasyon). Sekil 7’
de verilmistir. Bu reaksiyonlarin gergeklestirilmesinde dort enzim smifi gorev alir; DNA
glikozilazlar (hOGG (human 8-oxoguanin DNA glikozilaz)-1, Neil-1/2 (human Nei-like
enzim, NTH (endoniikleaz IIT)), APE, DNA polimerazlar ve DNA ligazlar.

Bu tamir mekanizmasmin ilk basamagi, hasarli bolgenin DNA glikozilaz enzimi
tarafindan taninma agamasidir. DNA glikozilaz enzimi hasarli bolgeyi tanimak icin DNA’ nin
kiiclik oyuguna yerlesir ve hasar goren baz ile niikleotidin seker birimi arasinda bulunan N-§3
glikozid bagmi kirarak bazin poliniikleotidden ayrilmasimi gergeklestirir. DNA glikozilazin
hasarli baz1 ayirmasindan sonra olusan bazsiz bolge apiirinik/aprimidinik bolge (AP bolgesi)

olarak adlandirilir. AP bolgesi AP endoniikleazlar (insanda APE1) tarafindan taninir.
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Sekil 7. Baz kesip ¢ikarma tamir yolu (19)

XRCC1 enzimi (X-ray cross complementing enzyme) ise hasarli bolgede DNA
glikozilaz enziminin APE1 ile yer degistirmesini saglar ve hasarli bazin ¢ikarilmasini
hizlandirir. AP bolgesindeki fosfodiester baglarinin APE1 tarafindan yikilmasinin ardindan
poli ADP-riboz polimeraz-1 (PARP-1) enzimi kirikk DNA uglarina baglanarak bu uglar
yikimdan korumaktadir. PARP-1 kendisini ADP-ribozilasyonla aktiflestirmektedir. PARP-1
aktive olduktan sonra BER mekanizmasinda fonksiyon goren enzimlerin aktivasyonunu
saglamaktadir. PARP-1 tarafindan aktive edilen XRCC1 enzimi, APE1 enziminin polimeraz f3

ile baglantisin1 saglayarak polimerizasyon ve baglama basamagmin aktivite kazanmasini
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saglamaktadir. Bu asama sonrasinda tamir, kisa ve uzun olmak {izere iki alternatif yolaktan
devam eder. Memelilerde, kisa yolakta sadece bir hatali niikleotid, uzun yolakta ise 2-12
niikleotidden olusan fragmentler kesilip ¢ikartilir. AP bolgesinin baglanmasi kisa yolakta
DNA polimeraz B tarafindan gerceklestirilir. BER’ in en son basamaginda ise olusan bosluk
DNA polimeraz {3 ile doldurulur ve DNA ligaz ile fosfodiester baginin olusumu katalizlenir.
Kisa BER yolaginda Ligaz 3, uzun BER yolaginda ise Ligaz 1 adi verilen DNA ligaz
enzimleri gorev almaktadir (19, 72, 73, 74, 75).

2.3.2.1.1. hOGG-1

hOGG-1 hem okside guanin (8-OHG) ile deoksiriboz yapist arasindaki N-glikozid
baglarmi keserek 8-OHG’ nin uzaklastirilmasini hem de B-eliminasyon reaksiyonu ile
fosfodiester bagin1 keserek abazik bolge olusmasini katalizleyen DNA glikozilaz/AP liyaz
aktivitesine sahip bifonksiyonel bir enzimdir. Ancak hOGG-1’ in AP liyaz aktivitesi
glikozilaz aktivitesinden daha zayiftir. Memeli hOGG-1 enziminin serbest hali ile DNA’ ya
baglanmis sekli konformasyonel olarak birbirinden farklidir. Enzimin aktif bolgesi Lys249
olarak belirlenmistir ve 8-OHG:C baz ¢iftinin taninmasi igin bu bolgeden hem 8-OHG’ ye
hem de sitozine hidrojen baglariyla baglanmasi gerekmektedir (76, 77).

2.3.2.1.2. Neil-1

Neil endoniikleazlar bakteriyel MutM/Nei ailesinin homologudurlar. Neil-1
endoniikleaz olduk¢a genis bir substrat havuzuna sahiptir ve formamidoprimidin A (FapyA),
formamidoprimidin G (Fapy G), timin glikol, 5-hidroksi urasil gibi modifiye bazlari taniyarak
DNA zincirinden ¢ikarabilmektedir (78).

Neil endoniikleazlar, OGG-1 ve NHT-1" den farkli olarak DNA replikasyonu veya
transkripsiyon esnasinda olusan tek zincir {izerindeki baz lezyonlarin1 da kesip
cikarabilmektedirler (79).

DNA zinciri iizerinde tek zincir kiriklarinin yakininda bulunan 5-OH-Urasil ve 8-OH
Guanin lezyonlarimin NTH-1 ve hOGG-1 DNA glikozilaz enzimleri tarafindan etkili bir
sekilde ortadan kaldirilamadig1 Neil-1 enziminin bu kesme islemini etkili bir sekilde yaptigi

bildirilmistir (80, 81).
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2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 énlemek
icin vicutta antioksidan savunma sistemi adi verilen bir¢ok savunma mekanizmalar
gelismistir. Tablo 5° te verilmistir. Biitiin hiicreler gii¢lii savunma sistemlerinin varlig1 ile
oksidatif strese kars1 miicadele etmektedirler. Savunma sistemleri; Serbest radikal toplayicilar
ve bazi1 enzimlerden olusmakta olup, savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi etkili
olmaktadir. Antioksidanlar reaktif oksijen triinlerini inaktive eden ve bu nedenle oksidatif
hasar1 Oonleyen ya da geciktiren bilesiklerdir (82). Gidalar ile alinan antioksidanlarin basinda E

vitamini, C vitamini, fenolik bilesikler ve karotenoidler gelir (56).

Tablo 5. Antioksidan sistem (1)

Enzimatik Non-enzimatik
Siireoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Bilirubin
Katalaz (CAT) a-tokoferol (Vit E) Urik asit
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbik asit (Vit C) Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GR) B-karoten Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Flavonoidler Alblimin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Seruloplazmin Transferrin

Antioksidanlarin oksidatif strese karsi koruyuculuklari, reaktif oksijen bilesiklerine
kars1 reaktivitelerine baghdir. In vitro calismalarda flavonoidler, basit fenolik asitler ve
karotenoidler gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili serbest reaktif oksijen siipiiriiciileri oldugu
ancak bunlarin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller olabilecegine iligskin bulgular elde
edilmistir. Bu sekonder radikaller hiicre ig¢ine ulasip burada lipidler, proteinler ve DNA gibi
kritik hedeflerde sitotoksik ve genotoksik etkilere yol agabilecek degisiklikler yapabilir.
Gidalarda bulunan antikarsinojen oOzellikteki bilesiklerin antioksidan o6zellik tasidig
bilinmektedir. Bu bilesiklerin islevleri; serbest radikallerin siipiiriilmesi, antioksidan savunma
enzimlerinin aktivitesini arttirma ya da redoks homeostazindaki biyokimyasal olaylari

etkilemektir. Birgok rahatsizlia karsi koruyucu oldugu varsayilan antioksidanlar ile ilgili
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caligmalar in vitro kosullarda yapilmis olup, in vivo g¢alismalardan elde edilen bilgiler
smirhidir.  Antioksidan etkinin kansere karst koruyucu rolii heniiz kesin olarak

aydinlatilmamistir (83).

2.4.1. Antioksidan Etki Mekanizmalari

A. Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya
¢ok daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir. Antioksidan enzimler ve fenolik bilesikler bu
tipte etki gosterirler.

B. Bastiric1 (quenching) etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak, aktivitelerini azaltan ve inaktif sekle donistiiren mekanizmadir. A vitamini ve
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

C. Onaria (repair) etki: Antioksidan ozellige sahip polifenolik bilesiklerin, BER
mekanizmasinda gorevli olan 8-oxoguanin DNA glikozilaz 1, apiirinik/aprimidinik
endoniikleaz ve DNA polimeraz beta gibi DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve
ekspresyonlarini indiikledigi ortaya konulmustur.

D. Zincir kiric1 (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak,
zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini

ve mineraller zincir kiric1 6zellik gosterirler (22, 84, 85).

2.5. Hiicre Canlihk Testleri

Hiicre sayiminda klasik yontem bir mikroskop altinda sayim i¢in hazirlanmis bir lam
(hematositometre) ile Olii-canli hiicre ayrimini saglayacak olan bir boyanin (tripan blue)
kombine kullanimiyla gergeklestirilmektedir. Giinlimiizde ise elektronik sayici {initelere sahip
Ozellikle kiimelesmeyen hiicreler i¢in tasarlanmis otomatik cihazlar kullanilmaktadir.
Bunlarin yani sira organel canliligini esas alan yontemler de gelistirilmistir.

Mikroskop altinda yapilan hiicre canlilig1 analizlerinde siklikla tripan blue yontemi
kullanilabilir. Burada hematositometre lami olarak Neubauer lami yaygin bir kullanima
sahiptir. Hiicre soliisyonu tripan blue boyasiyla karistirilinca canli hiicreler kiigiik ve yuvarlak
halde kalirken, 6lii hiicreler Na'/K* ATPaz’ 1n islevsizligi nedeniyle hiicre i¢inde biriken K™’

dan dolay1 sigkin, biiylimiis ve koyu mavi olarak goriiliirler.
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MTT yontemi ilk kez Mosmann tarafindan 1983 yilinda tanimlanmistir. Hiicre
canliligi, proliferasyonu ve aktivasyonu hakkinda fikir verebilen hassas, kantitatif ve giivenilir
bir kolorimetrik metottur. Yontemin esas1 yasayan hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz
enzimlerinin kapasitelerine gore sar1 renkli suda ¢oziinebilen 3-(4,5-dimetil hidrazol-2-yl)-
2,5-difenil tetrazolyum bromiir boyasini suda ¢oziinmeyen koyu mavi formazan kristallerine
doniistiirebilmesine dayanir. Uretilen formazan kristallerinin miktar1 ¢alisilan hiicre serisinin
canliligr ile dogrudan orantilidir. MTT yontemi Ozellikle boliinmeyen aktif hiicrelerin
canliliginin belirlenmesinde ¢ok kullanighdir.

Notral red yontemi in vitro hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla tasarlanmis, yillar
icerisinde modifiye edilerek in vitro sitotoksisite c¢alismalarinda kullanilabilir hale
getirilmistir. Notral red (3-amino-7-dimetil-2-metilfenazin hidrokloriir) suda ¢6ziinebilen,
zayif bazik karakterde, supravital bir boyadir ve canli hiicrelerin lizozomlarinda birikir.
Boyanin hiicrelere girisi membrandan pasif transport ile gergeklesir. Hasarli ya da olii
hiicreler lizozoma giren nétral red boyasini sitoplazmik vakuollerde daha fazla tutamazlar ve
plazma membrani da boyanin hiicre igerisinde kalmasini saglayacak bir bariyer gorevi
géremezler.

LDH yonteminin esas1 piriivatin laktata indirgenmesini saglayan laktat dehidrogenaz
(E.C.1.1.1.27) enziminin aktivitesinin dl¢iilmesine dayanir. Bu indirgenme NADH’ in NAD™

ya oksidasyonu esliginde 340 nm’ de spektrofotometrik olarak izlenir (86).

2.6. Oksidatif DNA Hasarimi Belirlemede Kullanilan Yontemler

Alkali eliisyon, alkali unwinding, GC-MS, HPLC (elektrokimyasal dedektor ile) ve
Komet analizi gliniimiizde oksidatif DNA hasarin1 belirlemede kullanilan yontemlerdir. Alkali
eliisyon ve alkali unwinding giivenilir ve duyarlilig1 yiiksek metodlar olmasina ragmen, komet
analizine gore daha kisithh uygulama alanina sahiptirler. HPLC ve GC-MS, DNA hasarini
belirlemede ileri teknikler olmalarina ragmen islem siiresinin uzun olmasi, daha maliyetli
olmalar1 ve analize hazirlik asamasinda numunelerde, oksidasyon reaksiyonlarinin

gelisebilmesi sebebiyle, komet analizine gore nispeten daha az tercih edilmektedirler (20).
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2.6.1. Komet Analizi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Sitogenetik yontemler, mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan topluluklarin
biyolojik izlenmesinde genis 6l¢iide kullanilmaktadir. Son yillarda gelisen komet analizi de
cesitli tipte DNA hasarlarmin tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir bir yontem olmasi
nedeniyle yaygin kullanim gérmektedir (63).

Tek hiicre jel elektroforez yontemi ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
tek hiicre DNA hasarini goriintiilemek amaciyla gelistirilmistir. Gelistirilen bu teknige gore
hiicreler mikroskopik lamlar ilizerindeki agaroz jele gomiilmekte, tuz ve deterjan iceren
cozeltilerle muamele edilip lizize ugratilmakta ve notral sartlarda elektroforez yapilarak, DNA
serbestlestirilmekteydi. Elektrik akimi uygulanmasi, kirilmis ve hafiflemis DNA
fragmanlarmin, ¢ekirdekten hizla gogiinii saglamaktaydi. Ozellikle DNA ¢ift zincir kirig
(DSB) artmis hiicrelerde, kirtk DNA’ nin katottan anoda gogii floresans bir boya ile
boyanarak goriintiillenmekteydi. Goriinisleri itibariyle kuyruklu yildiza benzediklerinden
comet diye adlandirilan bu goriintiiler 6lgiiliip degerlendirilmekteydi (87).

DNA ¢ift sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren noétral sartlar, tek sarmal
kirilmalarinin belirlenmesine izin vermemekteydi. Ayrica, DNA’ da hasar olusturan ¢ogu
ajan, DNA ¢ift sarmalindan ¢ok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun
yaninda nétral sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirilamamaktadir. Bu nedenlerden dolay1
daha sonradan Singh ve arkadaslar1 (1988) ile Olive ve arkadaslar tarafindan (1989), alkali
sartlarda (pH >13) elektroforeze dayali mikrojel teknigi tanimlanmistir. Olive ve arkadaslari
da bundan iki y1l sonra bu teknigin baska bir alkali versiyonunu (pH >12.3) gelistirmislerdir.
Daha sonraki yillarda da Collins ve arkadaslar1 (1993) ile Singh ve arkadaslari (1994)
tarafindan modifiye protokoller gelistirilmistir (63). Boylelikle komet tekniginin yeni dizayni,
insan hiicrelerinin hemen hepsinde DNA hasar1 biiylikliigliniin direkt olarak tespitini
saglamaktadir. Bunun yanisira DNA hasar/onarim tespiti ve mekanizmasi ile genotoksisite
calismalarinda da kullanilabilmektedir (87, 88, 89, 90).

Komet goriintiilerinin degerlendirilmesi iki sekilde yapilir:

1- Gorsel analiz

2- Bilgisayar analizi

Gozlemler icin 515-600 nm eksitasyon filtreli epi-floresans mikroskop kullanilir.

Floresans boya ile boyanan hiicreler floresans mikroskopta her alana birka¢ hiicre diisecek
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sekilde, en azindan 100 hiicre olacak sekilde degerlendirilir. Komet skorlamasinda en basit
yontem gorsel degerlendirmedir. Hasar biiytikliigii; hasarsizliktan en ¢ok hasara dogru 0-3
arasinda olacak sekilde smiflandirilir. Sekil 8 de verilmistir. Gorsel analiz, komet
goriintiilerinin degerlendirilmesinde yaygin kullanmima sahiptir. Ozellikle basit olmas1, daha
az zaman almasi ve pahali bilgisayar sistemlerine gereksinim gostermemesi sebebiyle siklikla
tercih edilmektedir. Uzman gozlerin yaptigi gorsel analiz sonuclart ile bilgisayarli analiz

sonuglar1 arasinda 6nemli farklar olmadigi otoritelerce vurgulanmaktadir (88, 89, 90, 91, 92).

Sekil 8. Gorsel analiz ile komet skorlamasi (92)

2.7. mRNA Ekspresyon Calismalar

2.7.1. Real-Time PCR

Real-time PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu), DNA amplifikasyonu
ile es zamanli olarak artig gosteren floresans sinyalin 6l¢iilmesi ile kantitatif sonug verebilen
bir PCR yontemidir.

Bilim ve tip alanindaki ¢alismalarda niikleik asit miktar1 belirleme analizleri i¢erisinde
en etkili teknigin real-time PCR oldugu ortaya konulmustur. Bu teknik 80°1i yillarin ortasinda
Kary Mullis ve calisma arkadaslar1 tarafindan gelistirilen PCR’ 1n ileri bir versiyonudur.
Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir 6rnekten herhangi bir niikleik asit dizisini analiz etmek i¢in

cok sayida dongiisel islemle istenilen miktarda ¢ogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek
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basina matematiksel olarak {iirlin miktar1 hakkinda bilgi saglamamakla birlikte, islem
sonrasinda da {irlin miktarin1 net olarak belirlemek olduk¢a giigtiir. Ciinkii klasik PCR
baslangicta var olan DNA miktarindan bagimsiz olarak bir iirlin miktar1 ortaya c¢ikarir.
Higuchi ve arkadaslar1 1992 yilinda real-time PCR’ 1 gelistirmislerdir. Real-time PCR teknigi
ile DNA dizileri es zamanli olarak ¢ogaltilmis ve belirlenebilmis, reaksiyon siiresi boyunca
olusan {irlinlin miktarin1 real-time PCR sirasinda gozlemek miimkiin olmustur.
Amplifikasyonun her basamaginin takip edilebilmesi real-time PCR’ 1 6zel kilan en 6nemli
ozelligidir. Amplifikasyon egrileri iizerinde tiim amplifikasyon profili gozlenebilmektedir. Bu
imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii floresans isaretli problar ile saglanir
(93, 94).

Son zamanlarda bilimsel arastirmalar icin kullanilan gen ekspresyon caligmalarinda
kantitatif real-time PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmekte ve gen ekspresyon
seviyeleri hassas bir sekilde belirlenebilmektedir. Real-time PCR ile elde edilen veriler
mutlak kantitasyon (absolute quantification) veya goreceli kantitasyon (relative
quantification) analiz teknikleri ile degerlendirilmektedir. mRNA ekspresyon g¢alismalarinda
ise relative quantification kullanilmaktadir. Bu teknikte ayni 6rnege ait iki farkli hedef genin
ekspresyon seviyeleri karsilastirilir ve sonu¢ bu hedeflerin orani olarak ifade edilir.
Karsilagtirma amaciyla kullanilan ikinci gen ekspresyonu referans gen olarak isimlendirilir ve
tim deney sartlarinda degismez miktarda eksprese oldugu kabul edilir. Bu referans gen
internal kontrol olarak bilinir ve Ornekten Ornege olan farkliliklarin degisiminin
normalizasyonu ic¢in kullanilir. Ilgilenilen genin deney gruplarinin ekspresyon seviyeleri
muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon seviyeleri baglangic alinarak rolatif olarak ifade
edilir. Boylelikle rolatif kantitasyon kullanicilara bir hedef genin en az iki farki durumdaki
ekspresyon profilini kolayca karsilastirmaya olanak saglar. Rolatif kantifikasyon gen

ekspresyonunun belirlenmesinde en iyi teknik olarak kabul edilmektedir (21).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihaz, Alet, Malzeme ve Kimyasallar

3.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Tezde kullanilan cihaz, alet ve malzemeler tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Marka / Model

Derin dondurucu, -20°C

Vestel

Derin dondurucu, -80°C

Thermo Electron Corporation

Dalga boyu ayarlanabilir mikropleyt okuyucu

VERSAmMax Molecular Devices

Etiiv Heraeus

Calkalayici Eppendorf Thermo Mixer Comfort
Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S
Manyetik karistiric Termal

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler Eppendorf

Pipet pompasi

JetPip Pipette Aid

pH-metre

Hanna Instruments, HI 9321

Mikro santrifiij

Thermo EC Micromax Eppendorf 5810

Spektrofotometre

Shimadzu, UV — 1601

Vorteks (Karistiricr)

IKA Genius 3

Membran filtreleri

Agilent Econofilter 0,22pm
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Hiicre kaltira kabini

Heraeus KS-12 Air Flow

Invert mikroskop

Nikon Eclipse TS100

CO, inkiibator Thermo Forma 381
Mikro dalga firin Altus ALMD 171
Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklari Greiner Cellstar
Santrifiij Eppendorf 5810

15 mL’ lik ve 50 mL’ lik steril falkon tiipler TPP, Greiner

10 mL lik steril disposible pipetler

Grenierbio-one, 607 180

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uglar1

Greiner (0,5-10, 1-200, 100-1000 pL )

Neubauer lami1 ve lameli

Marienfeld

0,5 ve 1,5 mL’ lik eppendorf tiipler

Greiner

Elektroforez tanki

Thermo EC320

Elektroforez gii¢ kaynagi

Thermo EC250-90

Calkalayic1 inkiibator

ShellLab/Sheldon S14-2

Real-Time PCR Cihazi

Roche Light cycler 480 11

RNA Konsantrasyon Olgiim Cihaz

Nanodrop

Otoklav

Tuttnauer 3150 ELV

Gel Goruntiileme Sistemi

Gel Logic 200 Imaging System Carestream Health

Floresans mikroskop

Nikon Eclipse E800

Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje, cam sise)  Isolab
Pudrasiz eldiven Seasoul
EtBr Koruyucu eldiven Broche

1/3 rodajli lamlar Honka
24x24 lameller Marienfeld
Yatay ve dikey tip boyama saleleri Marienfeld
Tiip sporu LP- Italiana
Ceker ocak Giirgelik
Buzdolab1, +4 °C Altus
Manyetik barlar Marienfeld
Pens Isolab
Lam sepeti Marienfeld

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tezde kullanilan kimyasal maddeler tablo 7’ de verilmistir.



Tablo 7. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Saflig1

Tert-butyl hydroperoxide (t-BHP)

Sigma

Etilen Diamin Tetra Asetik asit (EDTA)

Sigma

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum
bromid (MTT)

Sigma, M2128-1G

Etanol

Merck, 1.00986, absolute

Real-Time PCR kiti (One step)

Qiagen Quantitect SYBR Green RT-PCR

Cat. No. 204243

Metanol J.T.Barker

Dimetil siilfoksit (DMSO) Carlo Erba reagents
Penisilin+Streptomisin Gibco 15140

Fetal Bovine Serum Biochrom S0113
Tripsin/ EDTA ¢ozeltisi Gibco 25300
Tripan Blue Sigma, T8154
DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin iceren) Lonza

Etidyum Bromiir

Sigma, E7637-1G

PBS Tablet Medicago, 09-2051-100

NMP Agaroz Sigma

Agarose Type 1-A Low EEO Sigma

Poly L-Lysine Biochrom

pH-metre kalibrasyon ¢ozelti (4.01, 7.00, 9.18) Merck

Sodyum Kloriir Merck

Tris Baz Sigma

Triton X-100 Sigma

Sodyum hidroksit Riedel-de-Haen

RNA izolasyon Kiti Qiagen (RNeasy Mini Kit (50) Cat. No. 74104)

3.2. Kullanilan Metodlar

3.2.1. Deneyin Planlanmasi

Daha onceden bolimiimiizde yapilan bir baska calismada propolisin etanolik
ekstraktlarinin DNA hasarimi engellediginin tespit edilmesi lizerine planlanan bu ¢alismada,
propolis verilen hiicrelerde DNA hasar1 yapilarak DNA tamir enzimlerinin ekspresyonu
lizerine etkisi tespit edilmeye calisildi. Oncelikle uygun hasarlayici t-BHP konsantrasyonunun
tespiti i¢in 0-1000 uM aras1 konsantrasyonlarda t-BHP hiicrelere verilerek 4 saat sonra komet
analizi yapildi ve en uygun hasarlayici konsantrasyonu bulundu. Daha sonra t-BHP ile verilen

hasarin tamirini gergeklestiren propolis ekstrakt konsantrasyonlarinin bulunmasi igin sabit
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konsantrasyonda hasarlayici ile birlikte 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL
konsatrasyonlarda ve 4, 8, 12, 24 saatlik periyotlarda hiicrelere etanolik propolis ekstrakti
verilerek komet analizleri yapildi. Komet analizlerinin sonuglarina gore en uygun etanolik
propolis ekstraktr konsantrasyonu tespit edildi. Son olarak mRNA ekspresyon caligsmasi i¢in
tablo 8 de verilen sartlarda dort farkli saat icin {i¢ farkli grup deney kosulu olusturularak

RNA izolasyonlar1 ve komet analizleri yapildu.

Tablo 8. Olusturulan deney gruplar1 ve muamele sartlari

Muamele Siireleri Flask Numarasi Icerik

4 saat 111,112, 113
8 saat 121,122,123 Negatif (-) Kontrol Grubu:
12 saat 131, 132, 133 200.000 hiicre / flask
24 saat 141, 142, 143
4 saat 114, 115, 116

Pozitif (+) Kontrol Grubu:
8 saat 124,125, 126

200.000 hiicre / flask ve

12 saat 134, 135, 136 ]

300 uM t-BHP ile muamele
24 saat 144, 145, 146
4 saat 117, 118, 119 Deney Grubu:
8 saat 127,128, 129 200.000 hiicre / flask,
12 saat 137, 138, 139 200 pg/mL propolis ekstrakti
24 saat 147, 148, 149 ve t-BHP ile muamele

3.2.2. Kullanilan Cozelti, Kimyasal Madde ve Malzemelerin Hazirlanmasi

DMEM Hazirlanmasi

442,5 mL DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin igeren) iizerine 50 mL FBS ve 7,5 mL
penisilin-streptomisin eklendi. 50 mL’ lik falkon tiiplere béliinerek +4 °C de saklandh.
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Propolisin Etanolik Ekstraktlarinin Hazirlanmasi (25 mg/mL)

Fanus Gida tarafindan, Tirkiye’ nin gesitli yorelerinden toplanarak temin edilen ve
buzdolabinda -20 °C’ de dondurulmus olan dogal propolis {iiriinii rendelendi. Rendelenen
propolis, 6giitiiciide toz haline getirildi ve -20 °C’ de donduruldu.

0,5 g toz propolis 10 mL saf etanol ile ¢oziildii. Saf etanol ile 20 mL’ ye tamamlandi.
fyice vortekslendikten sonra 60 °C de 150 rpm’ de siirekli calkalanarak 24 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra 4000 rpm’ de 10 dk santrifiijlendi. Partikiilleri tam ¢Skmeyen
propolis ekstraktlar1 10000 g’ de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar siizge¢ kagidindan
stiziildi ve ardindan 0,22 pum’ lik filtrelerden gegirildi. Daha sonra kullanilmak {izere

alikotlamp -20 °C’ de, karanlikta saklandi.

t-BHP Hazirlanmasi

1987,8 uL PBS steril 15 mL’ lik falkon tiipe alindi. Uzerine stok t-BHP sisesinden
(7.989 M) 12,5 uL konuldu. Iyice vortekslenerek tamamen codziilmesi saglandi. Boylece
50000 uM konsantrasyonda ara stok olusturulmus oldu.

MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Cozeltisi

(5 mg/mL) Hazirlanmasi

1000 mg MTT boyas1 6 mL dimetil stilfoksit (DMSO) ile ¢oziildiikten sonra hacmi
steril PBS ile 200 mL’ ye tamamlandi. Islemler manyetik karistirict iizerinde yapildi.

Tamamen ¢oziildiikkten sonra 0,22 pum’ lik filtreden gegirilerek 1 er mL (5 mg/mL)

alikotlanarak -20 °C’ ye kaldirild.

PBS (Phosphate Buffer Solution), pH 7.4, 1 L

Temiz bir behere 900 mL kadar saf su ve 10 tane PBS tablet konularak manyetik
karistiricitda manyetik bar yardimiyla ¢oziildii. pH-metrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra
¢ozeltinin pH’ s1 7.4’ e ayarlandi. C6zelti balon jojeye aktarilarak, saf su ile son hacim 1 L’ ye

tamamlandi ve +4 °C’ de saklandi.



36

Liziz Cozeltisi, pH 10, 250 mL

e NaCl, 2.5 M, 36,525 g
e EDTA, 100 mM, 9,305 g
e TRIS, 10 mM, 0,3025 g

Her biri tartilarak behere konuldu. Uzerine 200 mL saf su ilave edilip manyetik
kanistirictda manyetik bar yardimiyla ¢oziildii. Kalibre edilmis pH-metre ile pH 10’ a
ayarlandi. Balon jojeye aktarildiktan sonra saf su ile son hacim 250 mL’ ye tamamlandi ve +4

°C’ de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyonu % 1 (v/v) olacak sekilde Triton X-
100 eklendi.

Elektroforez Tampon Cozeltisi, pH 13.1, 500 mL

e 3M NaOH : 60 g NaOH tartildi, 500 mL saf suda ¢6ziildii ve +4 °C’ de saklandi.
e 10 mM EDTA : 0,37224 g EDTA tartildi, 100 mL saf suda ¢6ziildii ve +4 °C’ de
saklandi.

e 50 mL 3M NaOH

e 50 mL 10mM EDTA

e 10 mL DMSO
meziirle dlgiilerek behere aktarildi ve tizerine 400 mL saf su ilave edildi. Kalibre edilmis pH-
metrede pH 13.1° e ayarlandi. Cozelti balon jojeye aktarilip saf su ile son hacim 500 mL’ ye

tamamlandi ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.
Notralizasyon Tampon Cozeltisi, 0.4 M, pH 7.5, 250 mL
24,2289 g Tris tartildi, temiz bir behere aktarildi ve 200 mL kadar saf su igerisinde

manyetik karistiricida manyetik bar yardimiyla ¢6ziildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak son

hacim saf su ile 250 mL’ ye tamamland1 ve +4 °C’ de saklandi.



37

LMP Agaroz Jel, % 1 (PBS icinde)

0,1 g LMP agaroz tartildi, iizerine 10 mL PBS (pH 7.4) eklendi. Mikrodalga firinda

orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatilarak hazirlandi.

NMP Agaroz Jel, % 0,5 (PBS icinde)

0,05 g NMP agaroz tartildi, tizerine 10 mL PBS (pH 7.4) eklendi. Mikrodalga firinda

orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatilarak hazirlandu.

Polilizin Kaplama Cozeltisi, 70 mL

7 mL poli L-Lizin, 7 mL PBS ile karigtirildi ve {izerine 56 mL saf su ilave edildi.
Karigim +4 °C’ de saklandi.

Etidyum Bromiir (100 pg/mL saf suda)

80 mL PBS (pH 7.4) i¢ine 32 pL etidyum bromiir (100 pg/mL) eklenerek hazirland.

1 N NaOH cozeltisi

4 g NaOH 70-80 mL deiyonize suda ¢oziildii ve hacim deiyonize su ile 100 mL’ye

tamamlandi. TAE elektroforez tamponunun pH ayarlanmasinda kullanildi.

Stok TAE (Tris-asetikasit-EDTA) Elektroforez Tamponu

242 g Tris, 37,2 g Na,EDTA.2H,0, bir miktar deiyonize suda ¢oziildii ve tizerine 57,1
mL asetik asit ilave edildi. 1 N NaOH ile pH 8.5’a ayarlandi ve son hacim 1 L’ ye
tamamlandi. Bu ¢6zelti 50 kat seyreltilerek, hem elektroforez tamponu olarak, hem de agaroz

jelin hazirlanmasinda kullanildi.
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% 70 Etanol Hazirlanmasi

% 100 etanol sisesinden 7 mL alindi, lizerine 3 mL DNAaz, RNAaz igermeyen Su

konularak karistirildi.

% 2’ lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

0,8 g agaroz 40 mL TAE (tris-asetikasit-EDTA) tamponunda kaynatilarak ¢oziildii.
Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 10 pL etidyum bromiir eklendi ve tarak
yerlestirilmis jel kabina dokiildii. Jel tamamen donduktan sonra jel elektroforez tankina

yerlestirildi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiri

Biitiin hiicre kiltiirii ¢alismalar1 hiicre kiiltiirii kabininde (air flow kabin), steril
ortamda gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarina baslamadan 6nce kabin % 70’ lik etanol
ile silindi. UV 1siktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan malzemeler kabin
icerisine konularak 15 dakika UV 1s1ga maruz birakildi. Calisma sonunda kabin % 70’ lik
etanol ile tekrar silindi. Kabinin kapag: kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiirii odas1 1 saat UV

151ga maruz birakildi.

3.2.3.1. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Coziilmesi, Cogaltilmasi

Bu calismada, boliimiimiizde yapilmis bagka bir calismada dondurularak saklanmig
olan primer fibroblast hiicreleri kullanildi. Fibroblast hiicreleri L-Glutaminli, % 10 FBS, % 1
penisilin + streptomisin igeren DMEM (yiiksek glukoz igeren) besiyerinde, % 5 CO;
ortaminda, 37 °C’ de, T-25 ve T-75 lik flasklarda, inkiibatérde ¢ogaltildi. Donmus hiicreler
asagidaki sekilde ¢oziildii.

1. Kriyovial i¢inde bulunan 1 mL fibroblast hiicreleri azot tankindan ¢ikarildiktan

sonra 37 °C su banyosunda tamamen ¢oziildii.
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2. Fibroblast hiicreleri (1 mL) 15 mL’ lik falkon tiipe aktarildi ve hacmi L-Glutaminli,
% 10 FBS, % 1 penisilin + streptomisin ve yiiksek oranda (4,5 g/dL) glukoz iceren DMEM
besiyeri ile 10 mL’ ye tamamlandu.

3. Hiicre slispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonunda siipernatant kismi1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi ve hiicre
¢okelegi tiipiin ucuna parmak ucuyla vurularak, hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde ¢o6ziildii.

5. Coziilen hiicrelerin {izerine istenilen miktarda taze DMEM (yiiksek glukoz igeren)
besiyeri eklendi ve % 5 CO, ortaminda, 37 °C’ de, T-75" lik flasklarda, inkiibatdrde ¢ogaltildi.

3.2.3.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Cogalan hiicreler flask yilizeyinin % 70-80° lik kismimi kapladiktan sonra hiicre

pasajlamast yapildi.

1. Pasajlama i¢in Oncelikle hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

2. 8 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra 75 cm?’ lik flasklara, 3 mL tripsin-EDTA
¢ozeltisi eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

3. Inkiibasyon sonras1 9 mL % 10 FBS iceren DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin
iceren) ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi ve hiicre slispansiyonu 400 g’ de 5 dakika
santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonunda siipernatant kismi 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi. Hiicreler 1
mL besiyeri iginde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra T-75 flasklara

uygun sayida hiicre aktarild1 ve toplam besiyeri hacmi de 15 mL’ ye tamamland.
3.2.3.3. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Sayilmasi

1. Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’> si 10 pL tripan
blue ile karigtirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2. Karisim pipet ile tekrar karistirilarak 10 pL alinarak neubauer hematositometre
lamina aktarildi.

3. Isik mikroskobu altinda 10x objektif kullanarak canli ve 6lii hiicreler sayildi. Olii
hiicrelerde islev gérmeyen Na'/K® ATPaz pompasi nedeniyle boya membran tarafindan

absorblanmakta ve digar1 atilamamakta, dolayisiyla hiicreler mavi renkte goriilmektedir.
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Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlar sari-yesil renkte, 6lii olanlar mavi renkte
goriildii.

4. Mikroskopla bakildiginda hematositometrede 16 kiigiik karenin dort kosede
bulundugu goriiliir. Capraz koselerde bulunan hiicreler sayilir ve mililitredeki canli ve 6l

hiicre sayist; sayilan hiicre sayisi X seyreltme oram x 10* bagintisi kullanilarak hesaplandi.
3.2.3.4. Hiicrelerin Canhlik Testi, MTT Analizi

Bu yontemde canli hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin
indirgenmesi o6zelliginden yararlanilir. Canli hiicreler mitokondriyal enzimleriyle MTT
boyasinin tetrazolyum halkasini parcalayarak sari renkli MTT boyast mor renkli formazan
Uriinine  donistirilir. Hicre igerisinde tutulan formazan Kristalleri DMSO ile
¢oOziindiiriildiigiinde olusan renk yogunlugu 570 nm’ de spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Renk yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayisi ile orantilidir (95, 96). MTT testi i¢in asagidaki

islemler sirasi ile yapildi.
Yontemin Uygulanmasi

1. Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna 200
nL besiyeri i¢ginde 5000 hiicre ekildi (97).

2. Baslangigtan 24 saat sonra pleyt inkiibatorden alindi, igerigi uzaklastirildi ve ilgili
ornekten tablolardaki gibi eklendi. 24 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra pleyt igerigi uzaklastirildi ve kagit pegete iizerine, ters
cevrilerek vuruldu ve kalan besiyerinin uzaklastiriimasi saglandi.

4. Biitiin kuyucuklara 190 uL DMEM eklendi ve {iizerine son konsantrasyonu 0,25
mg/mL olacak sekilde herbir kuyucuga 10 uL MTT boyasi1 eklendi.

5. 2 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

6. Pleyt icerigi uzaklastirildi ve kagit pegete iizerine, ters ¢evrilerek vuruldu ve kalan
igerik uzaklastirildi.

7. Her kuyucuga 200 pL DMSO eklendi ve pleyt 30 dakika calkalayicida bekletildi.

8. Invert mikroskop altinda kristallerin tamamen ¢oziiniip ¢dziinmedigi kontrol edildi.
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9. Mor renk siddetinin absorbansi mikropleyt okuyucuda 570 nm dalga boyunda
okundu. Her &rnegin konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin, kontrol absorbans

degerine orani 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 hesaplandi.

3.2.4. Deneylerde Kullamlacak t-BHP ve Etanolik Propolis Ekstrakti Dozlarinin

Bulunmasi

3.2.4.1. Fibroblast Hiicre Serisi i¢cin Uygun t-BHP Konsantrasyonunun

Belirlenmesi

Hiicrelerde toksik etki olusturmadan, DNA hasar1 olusturacak t-BHP konsantrasyonun
belirlenmesi igin, flasktaki son konsantrasyonu 100-1000 pM olacak sekilde t-BHP hiicrelere
verilip 1 saat daha inkiibe edildi. 1 saat sonunda flasklar PBS ile yikanarak 4 saat boyunca
hiicreler kendi haline birakildi. Bu siire sonunda hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi,

santrifiijlenip ardindan komet protokolii baslatildi.

3.2.4.2. t-BHP Kaynakhh DNA Hasarim1 Engelleyebilecek Propolis

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicrelerde toksik etki olusturmadan, t-BHP kaynakli DNA hasarin1 engelleyebilecek
propolis konsantrasyonun belirlenmesi igin flasktaki son konsantrasyonu 100, 150, 200
ug/mL olacak sekilde propolis ekstraktlari verilip, 1 saat sonra flasklar PBS ile yikandiktan
sonra belirlenen konsantrasyondaki t-BHP flasklara ilave edilerek, hiicreler 1 saat daha inkiibe
edildi. 1 saat sonunda flasklar PBS ile yikanarak, 4, 8, 12, 24 saatlik gruplar seklinde hiicreler
kendi haline birakildi. Bu siire sonunda hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip

ardindan komet protokolii baslatildi.

3.2.5. Fibroblast Hiicrelerinin Deney I¢in Hazirlanmasi

Hiicreler yeterli miktarda ¢ogaltildiktan sonra 4, 8, 12, 24 saatlik deneylerin yapilmasi
icin her saat grubunda hi¢ bir sey yapilmayan, sadece hasarlayici olan ve propolis ile
hasarlayicinin bulundugu deney flaski olmak iizere 3’ er adet 200.000 hiicre igeren 25 cm?’

lik flasklar hazirlandi. Her ¢alisma 3’ er kez tekrarlandi.
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1. 75 cm?’ lik flasklardaki hiicrelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirildu.

2. 8 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 3 mL tripsin-EDTA ¢ozeltisi
eklendi. Flasklar 3 dakika inkiibatorde bekletildi.

3. Inkiibasyon sonrast 9 mL % 10 FBS iceren DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin
iceren) 1ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi ve hiicre slispansiyonu 400 g’ de 5 dakika
santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonunda siipernatant kismi tamamen uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL besiyeri
iginde ¢oziilerek hiicre sayimi yapildi.

5. Her grup arasinda 5 dakika birakilarak 3’ er adet (1. flask: — kontrol, 4. flask: +
kontrol, 7. flask: deney grubu bkz tablo 8 deney gruplari plan1) 25 cm? lik flask hazirlandu.
Her bir flaska 200.000 hiicre konuldu ve tizerine 5 mL DMEM(yiiksek glukoz ve L-glutamin
iceren) eklendi.

6. 24 saat hiicrelerin oturmasi ve deneye hazir hale gelmesi beklendi.
3.2.6. Hiicrelere ilgili Kimyasallarin Uygulanmasi

1. 7. Flaskin igerigi uzaklastirildi ve 5 mL PBS ile 2 kez yikand.

2. 7. Flaska 4 mL taze DMEM eklendi.

3. Taze DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin igeren) igine 32,5 puL 25000 pg/mL
konsantrasyonda etanolik propolis ekstrakti eklenerek flask hafifce One arkaya hareket
ettirilerek iyice karigmas1  saglandi. 1 saat inkiibasyona birakildi.

4. 1 saat sonunda 7. ve 4. flask icerigi uzaklastirilarak 5 mL PBS ile yikandi.

5. Iki flaska da 4 mL taze DMEM eklendi.

6. Eklenen taze DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin igeren) igine 50000 uM
konsantrasyonda t-BHP ¢ozeltisinden 24,1uL eklendi ve flask hafifce 6ne arkaya hareket
ettirilerek 1yice karigmasi saglandi. 1 saat inkiibasyona birakildi.

7. 1 saat sonunda 1., 4. ve 7. flaskin icerigi uzaklastirilarak 5 mL PBS ile yikandi.

8. Flaska 5 mL taze DMEM (yiiksek glukoz ve L-glutamin igeren) konularak 1. grup 4
saat, 2. grup 8 saat, 3. grup 12 saat ve 4. grup ise 24 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonlarin bitiminde hiicrelerin bir kism1 komet analizi igin geriye kalan kismi

ise total RNA izolasyonu i¢in kullanildi.
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3.2.7. Total RNA izolasyonu

1. Hiicreler 25 cm? lik flasktan kaldirildiktan sonra 15 mL’ lik falkon tiipiine alinarak
300 g’ de 5 dakika santrifiij edilirek slipernatant atildu.

2. Pellet halindeki hiicrelerin iizerine 350 pL Buffer RLT eklenerek 1 dakika
vortekslendi.

3. Homojenize lizata 350 uL % 70’ lik etanol eklendi ve pipetajlanarak iyice karigmasi
saglandi.

4. Elde edilen yaklasik 700 pL ornek, 2 mL’ lik tlipe yerlestirilmis RNeasy spin
kolona transfer edildi ve kapagi kapatilarak 8000 g’ de 15 saniye santrifiijlendi. Eluat atild1 ve
toplama kab1 bir sonraki adimlarda tekrar kulanildi.

5. 700 uL Buffer RW1 RNeasy spin kolona eklendi, kapagi kapatilarak 8000 g’ de 15
saniye santrifiijjlendi. Eluat atild1.

6. 500 pL Buffer RPE RNeasy spin kolona aktarilarak 8000 g’ de 15 saniye
santrifiijlendi.

7. 500 pL Buffer RPE RNeasy spin kolona aktarilarak 8000 g’ de 2 dakika
santrifiijlendi.

8. Spin kolon yeni bir kolon tiipiline alinarak en yiiksek hizda 1 dakika santrifiijlendi.

9. Spin kolon 1,5 mL’ lik ependorf tiipe alinirak iizerine 40 nL. RNAaz igermeyen Su
eklenerek 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA ¢alisma giiniine kadar -20 °C” de saklandi.

3.2.8. Komet Analizi

3.2.8.1. Jellerin Dokiilecegi Lamlarin Polilizin ve NMP Agaroz ile Kaplanmasi

Lamlar polilizin ile normal kaynama noktali agaroz jelin tutunmasini kolaylastirmak
i¢in 6nceden kaplandi (87, 63).

Bu kaplama igsleminde sirasiyla;

1. Lamlar ve lameller % 70’ lik etanol ¢ozeltisiyle iyice silinerek oda sicakliginda

kurumaya birakildi.
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2. Kuruyan lam tizerine 75 pL polilizin damlatilip ikinci bir lam ile sandvi¢ modeliyle
sikica bastirilip c¢ekilmek suretiyle polilizinin her iki lam arasinda yayilmasi saglandi ve
lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3. Kuruyan lamlar tizerine % 0,05 lik NMP agaroz cozeltisinden 75 pL aktarilip,
kabarcik olusturmadan lamel kapatildi. Lamel kapatilan lamlar +4 °C’ de 5 dakika bekletildi.
Stire sonunda ¢ikarilan lamlarin {izerindeki lameller ¢ekilerek alindi ve lamlar oda

sicakliginda kurumaya birakildi.

3.2.8.2. Komet Analizi Protokolii

Kisim 3.2.6° da anlatilan inkiibasyon sonunda tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler
santrifiijlendi, ¢oken kisim DMEM ile sulandirilarak canlilik sayimi yapildi ve ardindan
komet protokolii baslatildi.

Canlilik saymmi ardindan hiicreler komet laboratuvarina getirildi ve bundan sonraki
asamalar miimkiin oldugu kadar karanlikta gerceklestirildi. Onceden polilizin ve NMP agaroz
ile kaplanmig lamlar ¢ikarilip numaralandirildi. Farkli gruptaki hiicreleri iceren falkonlardan
40 pL hiicre slispansiyonu alinarak 0,5 mL’ lik ependorf tiiplere dagitildi. Bu esnada calisma
sabah1 hazirlanan LMP agaroz, mikrodalga firinin orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatildi ve bir
miuddet bekletilerek 37 °C’ ye gelmesi saglandi. LMP agarozdan 80 pL alinarak ependorfa
aktarild1 ve pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonu ile homojen bir sekilde karigmas1 saglandu.
Bu karisimdan 80 pL alinarak daha 6nceden polilizin ve NMP agaroz ile kaplanmis ve uygun
numaradaki lama otomatik pipet ile yayilarak {izerine lamel kapatildi. Lamlar bu sekilde
hazirlandiktan sonra lamlar +4 °C’ de 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda buzdolabindan
cikarilan lamlar tizerindeki lameller hafif¢ce ¢ekilerek uzaklastirildi ve lamlar tekrar +4 °C’ de
5 dakika bekletildi. Daha sonra liziz ¢ozeltisi icine son konsantrasyonu % 1 (v/v) olacak
sekilde Triton X-100 ilave edildi ve karistirildi. Hazirlanan ¢6zelti +4 °C’ de bekleyen
hiicreler iizerine hafif¢e tatbik edildi ve hiicreler liziz ¢ozeltisi i¢inde 1 saatlik inkiibasyona
birakilarak, lizize ugratildi.

Bir saatlik lizizden sonra, lamlar liziz ¢ézeltisinden c¢ikarilarak hepsi ayni yone
bakacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki lamlarin {zerini
kapayacak seviyeye kadar elektroforez tamponuyla (pH 13.1) dolduruldu. Elektroforeze tabi
tutulmadan Once hiicrelerin nukleuslarindaki DNA, pH 13.1° de 30 dakika siireyle alkali

muameleye ugratildi. Boylece, DNA denatiire edilerek, tek zincir haline gelmesi saglandi.
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Alkali muamelenin bitiminde elektroforez tankinin {izerine ve kenarlarina buz akiileri
yerlestirildi. Gii¢ kaynagi agilarak volt degeri 22 V (1 V/cm), akim degeri 300 mA olacak
sekilde ayarlandi ve hiicreler 20 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

Elektroforezden sonra lamlar, elektroforez tankindan c¢ikarilarak pH 7.4° te
ndtralizasyon tamponu igerisinde 20 dakika noétralize edildi. Notral pH degerinde DNA’ nin
renatiirasyonu saglanmis oldu.

40 mL PBS igerisine 16 pL etidyum bromiir ilave edilerek karistirildi. Notralize edilen
DNA’ lar1 igeren lamlar bu boyanin icinde 20 dakika bekletildi. Bu sayede DNA’ nin
floresans boya ile boyanmasi saglandi.

Boyanan jellerdeki DNA’ lar, fotograf makinesi ile baglantili olan floresans
mikroskopta (Nikon Eclipse E800) etidyum bromiiriin dalga boyuna uygun olarak (G-2A,
Eksitasyon 510-565 nm, DM 575, BA 590) 40 kat biiylitmede degerlendirildi. Skorlamada
gorsel analiz metodu kullanildi. Tiim jel taranarak st {iste gelen ve asir1 kuyruk olusturmus
hiicreler dikkate alinmadan rastgele 100 hiicre secildi. Secilen hiicreler kuyruk uzunluguna
gore en hasarsizi 0 ve en ¢ok hasarli olan 3 olmak {izere, 0-3 arasinda siniflandirildi. Bas
yapisi kaybolmus ve asirt uzamis kuyruga sahip, skorlamada +4 derecesine girebilecek DNA
goriintiileri degerlendirme dis1 birakildi (98). Calismada kullanilan skala Sekil 9’ da

gosterilmistir.

Kometlerin Skorlanmasi:
0 — hasarsiz, kuyruksuz DNA
1 — bas yapis1 korunmus, kuyruk uzunlugu bas ¢apindan kiiciik DNA
2 — kuyruk uzunlugu, basin ¢cap uzunlugundan 1 ile 2 kat1 kadar uzun DNA

3 — kuyruk uzunlugu, basin ¢ap uzunlugundan 2 kattan daha uzun DNA

0 1 2 3
Sekil 9. Calismada kometlerin skorlanmasinda kullanilan skala (92).
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Maksimum hasar 300 olabilecek sekilde biitiin lamlar asagidaki formiile gore

skorlandi (98).

Skor = (1 xny) +(2xny) +(3xn3)

(n: Her skor igin sayilan hiicre sayisi)

Genotoksik ajan (t-BHP) ile indiiklenmis DNA hasarinin propolisle giderilme orani

asagidaki formiile gore hesaplandi (98).

% Azalma = (A-B) / (A-C)

A: Pozitif kontrol skoru

B: Ekstraktla muamele skoru

C: Negatif kontrol skoru

3.2.9. mRNA Ekspresyon Calismalari

3.2.9.1. Deneyde Kullanilan Primer Dizileri

Bu ¢alismada kullanilan primerler tablo 9° da verilmistir.

Tablo 9. Deneyde kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi Uriin
Uzunlugu

B-Aktin Forward 5’- TCACCCAACACTGTGCCCATCTACGA-3 109 baz

B-Aktin Reverse ~ 5- TCGGTGAGGATCTTCATGAGGTA -3’

Neil-1 Forward 5’- CGGCGGCTGCGTGGAGAAGTC -3’ 304 baz

Neil-1 Reverse 5°- GTCCCAGCGGCCGAACCGGCG -3’

hOGG-1 Forward 5°- AACAACAACATCGCCCGCATCACT -3° 218 baz

hOGG-1 Reverse

5’- GCTAGCCCGCCCTGTTCTTCC -3°
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3.2.9.2. Real-Time PCR Protokolii

PCR reaksiyon karisimi, SYBR Green igceren One step reaksiyon karisimi, primerler
ve total RNA’ dan olusur.

Her PCR dongiisiiniin elongasyon basamaginin sonunda floresans 1sik siddeti 6l¢iimii
amplifiye olmus DNA’ nin miktarindaki artis1 monitdrden izleyebilmek igin yapilir. Sadece
istenen PCR iiriiniiniin amplifiye oldugundan emin olmak igin erime egrisi analizi PCR’ dan
sonra yapilabilir. Erime egrisi analizinde reaksiyon karisimi yavasga 95 °C’ ye kadar 1sitarak
cift zincirli DNA eritilir ve SYBR Green | floresansindaki siirekli azalis tespit edilir.
Floresans 151k siddetindeki bu azalis erime piki olarak monitorden goriilebilir. Her bir erime
piki DNA f{iriin partikiiliiniin karakteristik erime sicakhgin (Tm) gosterir. Tm sicakliginda
DNA’ nin % 50’ si ¢ift zincirli, % 50’ si tek zincirlidir.

Her bir 6rnek igin tablo 10” daki gibi pipetlemeler 96 kuyucuklu LightCycler pleyte
yapildi. 5 saniyelik spindown islemi gergeklestirildikten sonra LightCycler 480 Il (Roche,
Germany) cihazinda tablo 11° deki program esliginde real-time PCR yapild:i (96).

Tablo 10. Real-Time PCR igin karisim hazirlanmasi

1 6rnek 35 ornek

Eklenecek Reaktifler
icin hacim icin hacim
SYBR Green Master Mix 5uL 175 uL
7,5 uM forward primer 1 pL 35uL
7,5 uM reverse primer 1 pL 35uL
RT 0,1 uL 3,5uL
RNAaz icermeyen Su 5,9 uL 206,5 puL

Tablo 10” da verilen miktarlarda p-aktin, Neil-1 ve OGG-1 i¢in ayr1 ayr1 reaksiyon
karisimlar1 hazirlandi. Roche LightCycler 480 II marka qPCR cihazinin 6zel pleytine her bir
ornek i¢in PCR karigimi her 6rnek igin ti¢ farkli kuyucuga 13 pL pipetlendi. B-aktin, Neil-1 ve
OGG-1 kuyucuklarina her 6rnege ait total RNA 6rneklerinden 2 pL ilave edilerek toplam
hacim 15 pL’ ye tamamlandi. Her 6rnege ait total RNA yiiklendikten sonra pleytin {izeri 6zel

cover ile kaplandi. Pleyt kisa siireli santrifiijlendikten sonra Roche LightCycler 48011 marka
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qPCR cihazina yerlestirildi. Asagidaki tabloda denemelerle optimize edilmis qPCR programi

cihaza programlandi ve PCR islemi gerceklestirildi.

Tablo 11. Real-Time PCR protokolii

- Ram L Sec Ste Ste
Ta:)rget Acquisition I.—|0Id. Ratep Acqwsoltlon Target Sizz DeI:y
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) ) C) | (cycles)
Reverse 50 None | 00:30:00 | 4.4 0o | o 0
Transkripsiyon
Denatiirasyon 95 None 00:15:00 | 4.4 0 0 0
9 None 00:00:15 | 2.2 0 0 0
PCR 50 Single 00:00:30 | 2.2 0 0 0
72 None 00:00:30 | 4.4 0 0 0
. o 95 None 00:00:10 | 44
brime Egnisi - =25 None | 00:01:00 | 2.2
Analizi -
95 | Continuous 0.11 5
Soguma 40 None 00:00:30 | 2.2 0 0 0

3.2.9.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

Real-time PCR sonunda elde edilen PCR iiriinleri % 2’ lik agaroz jelde yiiriitildii ve

elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina atildi ve

goriintli kaydedildi. Jel ve kullanilan ¢ozeltiler kisim 3.2.2° de verildigi gibi hazirlandi.

Her bir 6rnege ait 5 pL PCR iiriinii 2,5 pL yiikleme tamponu ile karistirildi ve

elektroforez tankindaki jele, kuyucuklara zarar vermeden yiiklendi ve 80 volt’ ta 1 saat jelde

yiriitiildii. Yiriitme isleminin sonunda elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi

kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi ve goriintii kaydedildi. Marker olarak NEB 100

bazlik (100 bp DNA Ladder) kullanildi.

3.2.9.4. Orneklerin Real-Time PCR Sonuclarmin Analizi

Sonuglarin analizi Roche Light Cycler 480-11 cihazinda bulunan Basic Relative

Quantification programi ile yapildi.
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3.2.10. Kullanilan istatistik

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama =+ standart sapma (x + SD) olarak ifade edildi.
Gruplarin normal dagilima uyup uymadigi kolmogorov-smirnov testi ile belirlendi. Gruplar
arasindaki iligkinin ortaya konulabilmesi i¢cin One Way ANOVA analizi kullanildi. p < 0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Komet Analizi Sonuc¢lar
4.1.1. t-BHP Doz Tespit Calismasi

Deneyde kullanilacak olan t-BHP dozunun bulunmasi igin farkli dozlarda t- BHP
kullanilarak komet analizleri yapildi. Sonuglar tablo 12’ de verildi. Bu sonuglara gore varyans
analizi ve post-hoc Tukey testi sonuglari degerlendirildiginde komet skorlarinin birbirinden
anlamli farkli oldugu goriildii. 4 saatte 300 komet skoru hasarlama yapan doz olan 300 uM

t-BHP bundan sonraki deneylerde kullanilmak iizere se¢ildi.

Tablo 12. t-BHP’ nin yaptig1t DNA hasarimin komet skorlari

300 400 500 600
M uM uM uM
t-BHP | t-BHP | t-BHP | t-BHP

BHp | O | 100 uM | 200 uM
t-BHp | tBHP t-BHP

Komet

15+£0.5 | 14543.5 | 212+5.3 300 300+ 300+ 300+
Skoru

(ANOVA F: 11275.7, p < 0.05)



o1

4.1.2. Propolis Doz Tespit Calismasi

3 farkli dozda propolis verilen hiicrelerde 300 uM t-BHP ile hasar verildikten sonra
elde edilen komet skorlar1 karsilastirilarak ekspresyon analizinde kullanilacak propolis dozu

200 pg/mL olarak se¢ildi. Komet sonuglari sekil 10° da verildi.

Komet Analizi

350
A BCDE

300 +

240 A

200 + ABCDE

. ABCDE

A BCDE
100 1

50 ~

4 saat 8 saat 12 saat 24 saat

Sekil 10. Sabit doz 300 uM t-BHP hasarlayici ile 4 farkli doz propolis ekstrakti muamelesinin
komet analizi sonuglari

A: Negatif Kontrol, B: 0 pg/mL (DMEM) propolis ile muamele C: 100 pg/mL propolis ile

muamele, D: 150 ug/mL propolis ile muamele E: 200 pg/mL propolis ile muamele

A grubunda saatler arasinda istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi(p > 0.05).

B grubunda saatler arasinda istatiktiksel olarak olduk¢a anlamli fark goriildii(p < 0.0001).

C grubunda 12 ve 24. saatler arasinda fark goriilmedi(p > 0.05). Ancak diger saatler arasinda
anlamli fark vardi(p < 0.0001).

D grubunda 12 ve 24. saatler arasinda fark gortiilmedi(p > 0.05). Ancak diger saatler arasinda
anlaml fark vardi(p < 0.0001).

E grubunda 12 ve 24. saatler arasinda fark goriilmedi(p > 0.05). Ancak diger saatler arasinda
anlaml1 fark vardi(p < 0.0001).

F: A (0.211), B (1560.5), C (1034.1), D (812.7), E (407.5)
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4.2. Canhilik Testleri

4.2.1. t-BHP’ nin Hiicreler Uzerine Toksik Etkisi

Hiicre kiiltiirti deneyinde kullanilacak t-BHP igin en uygun dozlarin belirlenmesi igin

MTT testi yapildu.

MTT testi sonunda farkli t-BHP konsantrasyonlarina karsilik elde edilen % canlilik
sonuglar1 tablo 13’ te verildi. Elde edilen bu sonuglara gore t-BHP’ nin tiim dozlarda da toksik

olmadig: anlasildi.

Tablo 13. t-BHP’ nin hiicreler iizerine toksik etkisi (% canlilik testi)

t-BHP
100 200 300 400 500 600
(M)
%
103+0.79 | 101+0.82 100+1 100067 99+1.2 99+0.95
canlilik
n=4

4.2.2. Propolisin Etanolik Ekstraktinin Hiicreler Uzerine Toksik EtKisi
Deneylerde kullanilacak propolisin etanolik ekstraktlarinin dozunun hiicre canlilifina
etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan MTT testlerinin sonuglari tablo 14’ te verildi. Bu sonuglara

gore propolis ekstraktlarinin toksik etkisinin olmadigi anlasildi.

Tablo 14. Propolisin etanolik ekstraktinin hiicreler iizerine toksik etkisi (% canlilik testi)

Etanolik Ekstrakt pg/mL 50 100 150 200 250

% canlilik 103+0.92 105+0.85 99.5+0.78 99.5+0.98 96.5+1

n=4
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4.2.3. Deney Grubu Sartlarimin Hiicreler Uzerine Toksik Etkisi
Deney sartlarinin hiicre canlilig iizerine etkisinin incelenmesi i¢cin MTT testi yapildi
ve sonuglar tablo 15 te verildi. 200 pg/mL propolis ekstraktt ve 300 uM t-BHP sartlarinda

hiicrelerin zarar gormedigi tespit edildi.

Tablo 15. Deney grubu sartlarinin hiicreler iizerine toksik etkisi (% canlilik)

n 4 4 4 4 4
Propolis Ekstrakti (ug/mL) 50 100 150 200 250
t-BHP (uM) 300 300 300 300 300
% canlilik 113+1  115+1.2  113£2 11441 1162

4.3. Real-Time PCR Analizi Sonuclari
4.3.1. Erime Egrisi Analizi ve PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi
Cihazin yazilimindan alinan erime egrisi analizleri sekil 11° de verildi. PCR

tirlinlerinin agaroz jel elektroforez sonuglari ise sekil 12° de verildi. Bu sonuglara gére saf

PCR iiriinleri elde edildigi istenmeyen iirlin olugsmadig tespit edildi.



Fluorescence (465-51

-{d/idT) Fluorescence (465-510)

Melting Curves

5 58 B0 Rz B4 EB 6® F0 7z 74 76 7R 80 @z @4 85 &R A0 Az 94
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Sekil 11. Real-Time PCR erime egrisi analizi sonuglari

i B

i Neil-1 (304 baz
hOGG-1 (218 baz)

— - -— Beta-Aktin (109baz)

Sekil 12. PCR fiirtinleri jel elektroforezi
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4.3.2. Neil-1 ve hOGG-1 mRNA Ekspresyon Sonugclari

Real-time PCR sonuglarindan B-aktin, Neil-1 ve hOGG-1 analizlerinin amplifikasyon
egrileri sekil 13’ de verildi. Hasarlayict t-BHP dozu ve tamir edici propolis ekstrakti dozu
bulunduktan sonra yapilan mRNA ekspresyon analizlerinin sonuglart Neil-1 i¢in sekil 14” te,
hOGG-1 igin ise sekil 15 te verildi. Sonuglara gore deney grubu pozitif kontrolle
karsilastirildiginda pozitif kontrol grubunun Neil-1 mMRNA ekspresyonunun deney grubuna
oranla anlamli derecede artis gosterdigi bulundu. Neil-1 ekspresyonunun deney grubunda 8 ve
12 saatleri arasinda anlamli fark bulunmazken, diger biitiin gruplar agisindan anlamli fark
tespit edildi. hOGG-1 mRNA ekspresyonunun da pozitif kontrolde deney grubuna gore
anlamli derecede artis oldugu bulundu. hOGG-1 ekspresyonunda deney grubunda saatler
arasinda 4 ile 24 ve 8 ile 12. saatler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken,

digerleri arasinda anlamli fark tespit edildi.

Amplificatien Curves

11128
1018
al:
a1
g FA
30 Beta aktin
g s hOGG1
3 Neil-1
Al
2129
1128 g
0128 —-Ea-—'“'f'w
] 10 18 a0 Cyader =) 30 - | 40 [=]

Sekil 13. Numunelerin p-aktin, Neil-1 ve hOGG-1 amplifikasyon egrileri
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Sekil 14. Neil-1 mRNA ekspresyon analizi sonuclar

A: Roche Basic Relative Quantification moduliinde — kontroliin normalizasyonu

B: + Kontroliin — kontrole gore goreceli Neil-1 ekspresyonu artig miktari
(ANOVA: F: 154.3, p <0.05)

C: Deney grubunun — kontrole gore goreceli Neil-1 ekspresyonu artig miktari
(ANOVA : F: 475, p<0.05)
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Sekil 15. hOGG-1 mRNA ekspresyon analizi sonuclar

Ekspresyon Diizeyi (kat artig)

A: Roche Basic Relative Quantification moduliinde — kontroliin normalizasyonu
B: + Kontroliin — kontrole gore goreceli hOGG-1 ekspresyonu artis miktar:

(ANOVA : F: 8.0, p=0.007)
C: Deney grubunun — kontrole gore goreceli hOGG-1 ekspresyonu artis miktar:
(ANOVA : F: 74.5, p < 0.05)



5. TARTISMA

Cesitli biyomolekiillerde meydana gelen oksidasyon reaksiyonlart sonucu kanser,
diyabet ve ateroskleroz gibi hastaliklarin olusum siireci hizlanmaktadir. Dolayisiyla
antioksidanlar bu kronik hastaliklarin olusum ve gelisiminin 6nlenmesinde olduk¢a 6nemli
rollere sahiptirler. Ozellikle son yillarda dogal iiriinlerden yeni antioksidanlarin izolasyonu ve
karakterizasyonu bilim insanlar1 igin yeni bir arastirma sahasi olusturmustur. Bu g¢alismalar
sonucu gerek dogal iirlinlerin biitiin halde kullanimi, gerekse dogal iirlinlerden elde edilen
flavonoidler, fenolik bilesikler ve terpenler gibi bilesiklerin potansiyel antioksidan 6zellikleri
cesitli in vitro ve in vivo ¢aligmalarla ortaya konulmustur (32).

Propoliste bulunan flavonoidler ve ¢esitli fenolik bilesikler cok 6nemli farmakolojik
Ozellikleri olan bilesiklerdir. Serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda oldukga etkili
olduklarindan dolay1 biyomolekiillerin oksidasyonunu engellerler. Propolisin, 6nemli
farmakolojik ozelliklerinden dolay: inflamasyon, diyabet, kanser ve kalp hastaliklarindan
korunmada ve genom kararlili§inin stirdiiriilmesinde 6nemli rolii olabilecegi diisiiniilmektedir
(13). Bu agidan bakildiginda dogal iiriinlerin giivenilirligi ve etkinligi, yapilacak mutajenite
ve antimutajenite ¢alismalariyla ortaya konulmalidir (22, 99).

Glinlimiizde Brezilya diinya piyasasinda propolis konusunda sz sahibi olan {ilkelerin
basinda gelmektedir. Gilineybat1 Brezilya’ dan toplanan ve yesil renkli olan propolis her yil
artan sekilde tiim diinya tilkelerine ihra¢ edilmektedir. Bu nedenle yesil Brezilya propolisi

tizerine ¢ok sayida ayrintili galisma yapilmistir (100).
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Tiirk propolisinin de en az diger iilke propolisleri kadar faydali biyolojik 6zelliklere
sahip oldugunun bilimsel ¢alismalarla ortaya konulmasi, bu sayede Tiirk propolisinin de tiim
diinyaya ihra¢ edilebilecek bir dogal {iriin haline gelmesinin oniinii agacaktir. Bu acidan
bakildiginda 6zellikle molekiiler alanda Tiirk propolisiyle yapilan ¢aligmalar sinirhidir. Daha
once Aliyazicioglu ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada Tiirk propolisinin etanolik
ekstraklarimin 50 pg/mL konsantrasyonda hasarlayici olarak 40 pM H,O; ile 6n, anlik ve
sonradan muamele protokollerinde DNA hasarin1 anlamli sekilde azalttig1 gosterilmis ve Tiirk
propolisinin antigenotoksik 6zelligi ilk kez ortaya konulmustur (53). Bu c¢alismada ise Tiirk
propolisinin antigenotoksik 0zelliginin DNA tamir enzimlerinde ekspresyon artisi
saglamasindan kaynaklanip kaynaklanmadiginin ortaya konulmasi amaclanmistir. Calismada
Tiirk propolisinin etanolik ekstraktlarinin her konsantrasyonda 300 uM t-BHP ile indiiklenmis
DNA hasarina karst 6n muamele protokolinde DNA hasarin1 anlamli sekilde azalttig
bulunmustur. Propolis ile muamele edilen hiicrelerden elde edilen mRNA orneklerinde
gerceklestirilen real-time PCR ekspresyon analizinde hOGG-1 ekspresyon seviyelerinin 12.
saatte ve Neil-1 enzimlerinin ise 8. saatte anlamli olarak arttig1 ortaya konulmustur.

In vitro antigenotoksisite ¢aligmalarinda; hiicrelerde DNA hasar1 olusturmak igin,
metil metansiilfonat (MMS), H,0,, ferroz siilfat, tersiyer-biitil hidroperoksit (t-BHP),
formaldehit, 1,2-dimetilhidrazin, doksorubisin gibi kimyasallar kullanilmaktadir (22, 98, 101,
102, 103, 104). Calismamizda fibroblast hiicrelerinde oksidatif stres olusturmak i¢in bu
kimyasallar arasindan t-BHP seg¢ildi. t-BHP akut oksidatif stres tarafindan baglatilan hiicre
hasarinin mekanizmasinin ortaya konulmasinda kullanilan bir bilesiktir (104). Organik
hidroperoksitler smifindan t-BHP, alkali labil bolgeler ve tek zincir kiriklari meydana
getirerek oksidatif DNA hasar1 olusturabilen bir kimyasaldir. Reaksiyonun demire bagiml
oldugu gosterilmistir. Bu sekilde olusturulan DNA hasar1 DNA komet analizi ile kolayca
ortaya konulabilmektedir (62, 105).

Genotoksisite testleri 1970 lerden beri kullanilmaktadir ve giiniimiize kadar birgok in
ViVO ve in vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. In vitro bakteriyel reverse-mutasyon testi
(Ames Testi), kromozomal hasar igin in vitro timidin kinaz testi, in vivo mikroniikleus testi,
kromozom aberasyon testi, floresans in situ hibridizasyon (FISH) ve komet analizi bu
yontemler arasinda sayilabilir. Bu yontemlerden komet analizi 6zellikle kimyasal bilesiklerin
genotoksisite iizerine etkisinin belirlenmesinde olduk¢a yaygin kullanilan bir yontemdir (63,

107). Bu calismada hem ¢alisma prensibine uygun olmast hem de kolay, hassas, hizl,
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ekonomik, gilivenilir olmas1 (89, 107) gibi diger yontemlere olan istiinliiklerinden dolay1
komet analizi tercih edildi.

Oksidatif strese kars1 hiicre direnci; hiicre tipleri arasinda farklilik gosterebilecegi gibi
ayni tipteki hiicrelerde bile farkli direng tablolariyla karsilagiimaktadir. Bu nedenle deneysel
olarak ayni derecede hasar yaratilan hiicrelerde dahi, tamamen ayni cevabin alinmasi
beklenmemelidir. Hiicrelerin asir1 t-BHP’ ye maruz birakilmast DNA’ y1 parcgalara ayiracak
ve olusan pargalar komet yontemiyle goriilemeyecegi icin hiicreleri par¢alamadan, maksimum
hasar verebilecek doz se¢ilmelidir (108). Yapilan ¢alismalarda, DNA hasar1 olusturmak igin
kullanilan t-BHP konsantrasyonunun, kullanilan hiicre tipine gore oldukc¢a farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Farkli orjinli hiicre serilerinde farkli konsantrasyon araliklarinda t-BHP
kullanildigr goriilmiistir. Bu g¢alismada 100-1000 puM konsantrasyon araliginda t-BHP
hasarlayici ile komet analizleri gorsel analiz yontemiyle hasarsizligin 0 en biiylik hasarin ise 3
oldugu skala kullanilarak komet skorlamasi yapildi. Bu skalaya gore en biiylik komet skoru
300 olacagi i¢in en uygun doz olan 300 uM t-BHP secildi ve bu konsantrasyonda t-BHP’ nin
yapilan MTT analizlerinde de hiicre canliligini etkilemedigi goriildii. Bu sonuglar da
literatiirle uyumlu bulundu (23, 104, 105, 109, 110).

In vitro genotoksisite ¢alismalarinda genotoksik ajanlar tarafindan yaratilan DNA
hasarinin engellenmesinde, propolisin ve onun botanik orjinlerinin etil asetatli ve gesitli
oranlarda hazirlanmis etanolik ekstraktlar1 kullanilmaktadir. Tavares ve arkadaslar1 CHO
(chinese hamster ovary cells) hiicre serisinde yaptiklar1 calismada doksorubisin ile
indiiklenmis DNA hasarina kars1 propolisin etanolik ekstraktlarinin, Munari ve arkadaslarinin
1se V79 (Chinese hamster lung fibroblast) hiicre serisinde metil metansiilfonat ile indiiklenmis
DNA hasarina kars1 propolisin botanik orjini olan Baccharis dracunculifolia’ nin etil asetat
ekstraktlarinin  koruyucu oldugunu ortaya koymuslardir. Benzer sekilde gerceklestirilen
caligmalarda propolis ekstraktlart ile DNA hasarinin engellendigi ortaya konulmustur (6, 45,
98, 103). Bunlarin yaninda Aliyazicioglu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada Tiirk
propolisinin etanolik ekstraklarinin hasarlayici olarak H,O» ile 6n, anlik ve sonradan muamele
protokollerinde DNA hasarin1 anlamli sekilde azalttigi gosterilmis ve Tiirk propolisinin
antigenotoksik 6zelligi ilk kez ortaya konulmustur (53). Sunulan doktora tez ¢alismasinda da
literatiir destegi alinarak propolisin etanolik ekstraktlar1 kullanilmis, ayrica propolis ekstrakt
hazirlamada kullanilan etanoliin fibroblast hiicreleri i{izerinde herhangi bir genotoksik etki
gostermedigi de daha once boliimiimiizde yapilan bir ¢alismada ortaya konulmustur (1). Bu

calismada 100, 150, 200 pg/mL konsantrasyonlarda etanolik propolis ekstrakti ile muamele
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ve sonrasinda sabit konsantrasyonda hasar verilerek yapilan komet analizleri sonucu, en etkili
antigenotoksik 6zelligi gosteren ekstrakt konsantrasyonunun 200 pg/mL oldugu tespit edildi.
Yapilan MTT analizleri sonucunda hiicre canliligini etkilemediginden ekspresyon analizleri
i¢cin bu konsantrasyondaki ekstraktin kullanilmasina karar verildi.

Son zamanlarda bilimsel aragtirmalar i¢in kullanilan gen ekspresyon calismalarinda
kantitatif real-time PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmekte ve gen ekspresyon
seviyeleri hassas bir sekilde belirlenebilmektedir (21). Literatiirde bulunan benzer gen
ekspresyon calismalarinda kullanilan bu yontem, bu c¢alismada da kullanilarak ilgilenilen
hedef genin mRNA ekspresyon miktar1 negatif kontrol grubunun mRNA ekspresyon
miktarina gore artan yada azalan katlar1 seklinde ifade edilmistir (22, 23, 24).

Oksidatif baz hasarinin tamirinde hiicrenin BER kullandig: bilinmektedir. Bu nedenle
bu ¢alismada BER mekanizmasinda gorevli hOGG-1 ve Neil-1 enzimlerinin gen ekspresyon
miktarlar1 analiz edilmistir.

Yaptigimiz calismada fibroblast hiicre serisinde propolisin etanolik ekstraktlarinin
deney protokoliinde 100, 150 ve 200 pg/mL konsantrasyon araliginda 300 uM t-BHP ile
indiiklenmis DNA hasarina kars1 toksik etki yaratmadan antigenotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu konsantrasyonlardan en iyi iyilesmenin gorildigi 200 upg/mL
konsantrasyondaki ekstrakt secilmis ve bu grupta 4, 8, 12 ve 24 saatlik iyilesme zamanlarinda
DNA tamirinde BER mekanizmasinda goérevli Neil-1 ve hOGG-1 enzimlerinin ekspresyon
seviyeleri B-aktin’ e kars1 rolatif kantitasyon ile belirlenmistir.

Calismamizda hOGG-1 mRNA ekspresyon analizi sonuglarina gore pozitif kontrol
grubunda daha yiliksek olmakla birlikte deney grubunda da mRNA ekspresyonlarinin arttigi
gozlendi. 12. saatte her iki grupta da en yliksek ekspresyon seviyeleri tespit edildi. 24 saat
sonunda deney grubu ekspresyon seviyesinin bazal seviyenin altina diistiigii pozitif kontrol
grubunda ise bazal seviye civarinda kaldigi gozlendi. Gao ve arkadaglariin LNCaP (insan
prostat kanser) hiicre serisi ilizerinde yaptiklar1 ¢alismada bir flavonoid olan naringeninin;
ferroz siilfat ile olusturulan DNA hasarin1 engellemede baz eksizyon tamir mekanizmasinda
gorevli olan 8-oksoguanin-DNA-glikozilaz ve DNA polimeraz enzimlerinin ekpresyonunu
arttirmak suretiyle etki gosterdigini ve DNA hasarim1 engelledigini ortaya koymuslardir.
Bizim calismamizdan farkli olarak bu calismada pozitif kontrolde daha yiiksek olmakla
birlikte deney gruplarinda da en yiikksek hOGG-1 ekspresyon seviyelerine 8. saatte
ulagmislardir. 24 saat sonunda ise deney grubunda ekspresyon artiginin devam ettigi, pozitif

kontrolde ise bazal seviyeye diistiigii bildirilmistir (22). Bu farkliliklarin kullanilan hiicre
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tipinin, kullanilan hasarlayicinin farkli olmasindan ve 6zellikle ¢alismada tek bir flavonoidin
kullanilmasindan kaynaklanmasi muhtemeldir. LNCaP hiicre serisinin oksidatif strese karsi
oldukca direngli oldugu, fakat oksidatif DNA hasar1 tamir kapasitesinin olduk¢a siirl oldugu
yazar tarafindan da belirtilmistir. Ayrica calismamizda 24 saatte tiim hasarin ortadan
kaldirilma sebebi; tek bir flavonoid yerine, propolisin iceriginde genis flavonoid tiirlerinin
bulunmasi ve bu flavonoidlerin sinerjik etki gostermesinden kaynaklaniyor olabilir. Erdogan
ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada Anadolu propolis 6rneklerinin igerigi arastirilmig
ve bu orneklerin kafeik asit, gallik asit, p-kumarik asit, klorogenik asit, mirisetin, katesin ve
luteolin gibi fenolik bilesiklerce zengin oldugu ortaya konulmustur (111). Anabilim dalimizda
daha oOnce yapilan bir ¢alismada Tiirk propolisinin farkli ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirligii
incelenmis, ¢alisma sonunda Tiirk propolisinin etanolik ekstraktlarinin antioksidan 6zellikleri
yiiksek bulunmus, HPLC ile yapilan kalitatif igerik calismasinda ise kuersetin agisindan
zengin oldugu ortaya konulmustur (85).

Silva ve arkadaglart ise PC12 hiicre serisinde yaptiklart calismada polifenolik
bilesiklerden luteolin, kuersetin ve rosmarinik asidin, t-BHP ve 1s18a duyarh bilesik olan
R019-8022 ile uyarilmig DNA hasar1 iizerine etkilerini aragtirmislar; luteolin ve kuersetinin
yiiksek radikal toplayict 6zellikleri ile, rosmarinik asidin ise dogrudan DNA tamirinde gorevli
OGG1 enziminin ekspresyonunu arttirmak suretiyle DNA hasarin1 engellediklerini tespit
etmislerdir. Ancak mRNA ekspresyon seviyelerinin negatif kontroliin ekspresyon seviyeleri
tizerine ¢ikamadig belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda da deney grubunda 4. saatte hOGG-1
ekspresyon seviyesinin negatif kontrole oranla daha diisiik miktarda eksprese oldugu gortildii.
Bu durum oksidatif DNA hasarinin dinamik denge durumu ile agiklanabilir. Bu teoriye gore
propolis varliginda gesitli uyaricilarla olusan bazal DNA hasari, propolis yoklugundaki bazal
DNA hasarindan daha az olabilir. Bu durum da az miktarda okside bazlarin olusmasi
beklendigi icin DNA tamir enzimlerinin negatif kontroldeki miktar1 kadar olugsmasina gerek
kalmamis olmasi ile agiklanabilir (23).

Min ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada Caco-2 hiicre serisinde H,0; ile indiiklenmis
DNA hasarinin engellenmesinde, kuersetinin muhtemel etki mekanizmasini arastirmiglar ve
kuersetinin, H,O, kaynaklt DNA hasarin1 hem radikal toplayici 6zelligiyle hem de DNA tamir
enzimlerinden hOGG-1 ekspresyonunu modiile etmek suretiyle DNA tamir kapasitesini
arttirarak ortaya koydugunu bildirmislerdir (24). Calismamizdan farkli olarak pozitif kontrol
grubunda en yiiksek hOGG-1 mRNA ekspresyon seviyesi 4. saatte gdzlenmis ve 8. saatte

bazal seviyenin de altina inerek 12. saatte tekrar bazal seviyeye ulasmistir. 1 pM kuersetin
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muamelesi yapilan grupta pozitif kontrol grubuna benzer sonuglar elde edilmekle beraber, 4.
saatteki ekspresyon artig1 bu grupta gézlenmemistir. Bu farkliliklarin sebebinin agiklamasina
makale igerisinde yer verilmemistir. 100 uM kuersetin ile muamele edilen grupta 4. saatte en
yiiksek hOGG-1 mRNA seviyesine ulasilmis ve 12. saat sonunda kademeli olarak ekspresyon
diizeyi bazal seviyeye inmistir. Bu farkliliklarin kullanilan hiicre tipi, hasarlayic tiirii ve o
caligmada tek flavonoid kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda Neil-1 mRNA ekspresyon analizi sonuglarina gore pozitif kontrol
grubunda daha yiiksek olmakla birlikte deney grubunda da mRNA ekspresyonlarinin arttigi
gozlendi. En yiiksek artis pozitif kontrol grubunda 12. saatte, deney grubunda ise 8. saatte
gozlendi. 24 saat sonunda deney grubu ekspresyon seviyesinin bazal seviyenin altina diistiigi,
pozitif kontrol grubunda ise bazal seviye civarinda kaldig1 gozlendi. Dogal {iriinlerin Neil-1
mRNA ekspresyonuna etkisi iizerine literatiirde doyurucu calisma bulunmamasi nedeniyle
calismamiz bu alanda ilk ¢alismadir. Das ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada insan
kolon karsinoma hiicreleri (HCT116) hiicre serisinde glukoz oksidaz tarafindan {iretilen
hidrojen peroksitin Neil-1 mRNA ve polipeptid seviyesini muameleden 6 saat sonra 2-4 kat
arttirdigint ortaya koymuslardir. Bu sonucu da Neil-1 geni promotor bolgesinin ROS
tarafindan transaktive edilmesiyle agiklamislardir (112). Bu agidan baktigimizda 300 uM t-
BHP grubunda 4 saatten baslayip 12 saate kadar devam eden Neil-1 ekspresyon artis1 literatiir
ile uyumludur. Bu grupta propolis ile bu seviyede bir ekspresyon artis1 goriilememesi komet
skorlaria bakildiginda ortamda diisiik diizeyde DNA hasar1 olmasiyla agiklanabilir. Sadece t-
BHP ile muamele grubunda Neil-1’ in hOGG-1’ e gore daha fazla eksprese olmasi, onun daha
genis bir okside baz substrat spesifikli§ine sahip olmasindan ya da olusan hasarli bazlarin
DNA zinciri tizerindeki konumundan kaynaklaniyor olabilir (80, 81, 112).

Shinmura ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Neil-1 geninde gerek mutasyon gerekse
ekspresyon azalmasinin mide kanserinin gelisim patogenezinde etkili oldugunu ve
hiicrelerdeki tamir kapasitesinin % 20-35 azalmasinin kanser gelisim riskini 4-6 Kat
arttirdigin1 6ne siirmiislerdir (113). Herhangi bir nedenle DNA’ da hasar olusup Neil-1
aktivasyonu olmamasi kanser gelisimini tetiklemektedir. Fakat propolis kullanimi ile Neil-1
aktivasyonuna neden olan oksidatif hasarin olusumu engellenebildigi i¢in Neil-1
aktivasyonuna gerek kalmadan oksidatif stresin kanser yapici etkisi ortadan kaldirilabilir.

Propolisin antigenotoksik ve antimutajenik aktivitesinin ortaya konulabilmesi igin
gerek in vivo gerekse in vitro pek ¢ok caligma yapilmistir. Munari ve arkadaslar1 yaptiklar

caligmada, yesil propolisin ana botanik kaynaklarindan biri olan Baccharis dracunculifolia’
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nin etil asetat ekstraktlarinin, V79 (Chinese hamster lung fibroblast) hiicre serisinde metil
metansiilfonat (MMS) ile indiikklenmis DNA hasarina karsi, anlik ve sonradan muamele
protokollerinde koruyucu etkisinin oldugu ortaya konulmustur. Bu etkinin Baccharis
dracunculifoliai’ nin polifenolik igeriginin hem serbest radikal toplayicisi olarak gorev
yapmast hem de DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini arttirmak suretiyle ortaya
cikabilecegini savunmuslardir (98).

Chen ve arkadaglari NIH3T3 fare fibroblast hiicre serisinde yaptiklari ¢aligmada
Scutellaria baicalensis bitkisinin koklerinden izole edilen bir flavonoid olan baicalinin H,O,
ile uyarilmig DNA hasar1 iizerine koruyucu etkisinin olup olmadigii incelemislerdir.
Hiicrelerin 24 saatlik baicalin ile 6n muamelesi sonras1 15 dakikalik H,O, muamelesine karsi
baicalin ile muamele edilmeyen kontrol grubuna gére DNA hasarinda anlamli bir azalmanin
oldugunu ve bunun baicalinin antioksidan 6zelliginin yani sira, DNA tamir sistemini stimiile
etmesinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (102).

Komet skorlarina gore yaptigimiz degerlendirmede propolisin etanolik ekstraktlarinin
DNA hasarimi engellemede oldukga etkili oldugu ve 4 saatlik iyilesme zamani sonrasi t-BHP
kaynakli hasarin biiyilk boliimiiniin  ortadan kaldirildigni  goriilmektedir. Buradaki
antigenotoksik etkinin DNA tamir yolaginin BER mekanizmasinda gorevli hOGG-1 ve Neil-1
enzimlerinin ekspresyonlarmin artigindan ziyade 4 saatlik iyilesme zamanindaki pozitif
etkinin propolisin antioksidan savunma sistemini gerek aktivite gerekse mMRNA seviyesinde
indiiklemesinden kaynaklaniyor olabilir. Diger bir olasilik ise propolis 6n muamelesinde
ortamdaki metal iyonlarinin, propolis tarafindan gselatlanmasi sonucu ortama t-BHP
verildiginde fazla miktarda Fenton reaksiyonu olusamadigi ig¢in biiyiik bir DNA hasar
meydana gelmemektedir. Propolisin diisiikk konsantrasyonlarda, kimyasallarin zararl etkilerini
onleyici, yliksek konsantrasyonlarda ise mutajenik etki gostermesi onun karakteristik bir janus
bilesigi olmasiyla aciklanabilir. Janus bilesikleri; mutajenik iken sartlar degistirildiginde,
antimutajenik etki gosterebilen bilesiklerdir. Janus cevabin ortaya ¢ikmasini, hiicre ¢esidi ile
hiicrelerin bu ajana maruz kaldig1 konsantrasyon ve maruz kalma stiresi belirler. Von Borstel
ve Higgins’ e gore kimyasal bilesiklerin Janus aktivite gostermesinde pek ¢ok molekiiler
mekanizma gorev alir. Bu genellikle hem antimutajenik sistemdeki bir enzimin spesifik
indiiksiyonu hem de DNA tamir mekanizmasinda gorev alan enzimatik sistemlerin
doygunlugu ile saglanir. Propoliste bulunan flavonoidler de janus bilesikleri grubunda
degerlendirilmektedir ve konsantrasyonlarina gdre pro-oksidant ya da radikal toplayici olarak

gorev yaparak mutajenik veya antimutajenik etki gosterebilirler (6, 114, 115). De Flora’ ya
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gore Dbiyopolifenoller; antimutajenik ve antikarsinojenik etkilerini sadece radikallerin
yayilmasini engellemekle degil, ayn1 zamanda ortamdaki gecis metallerini selatlayarak ve
radikal iiretici reaksiyonlar1 inhibe ederek, dolayisiyla radikal olusumunu Onleyerek
gosterirler (98).

Ayrica caligmamizda propolisle muamele grubunda hem Neil-1 hem de hOGG-1
acisindan c¢ok biiyiikk ekspresyon seviyeleri gérmememiz, DNA tamirinde gorevli bu
enzimlerin hiicrelerin bu hayati mekanizmasinda yer aldiklar1 i¢in sikica kontrol
edilmelerinden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle bu genlerin ekspresyonlarindan toksik olan
ya da olmayan uyaricilarin etkisiyle kiigiik miktarlarda degisiklikler elde etmek bu teorik
bilgiyi desteklemektedir (23).



6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

1. Calismada kullanilan fibroblast hiicrelerinde hiicre canliligini azaltmadan 4 saatlik iyilesme
zamant sonunda maksimum DNA hasart olusturabilecek t-BHP konsantrasyonu 300 uM
olarak bulundu.

2. Hiicrelerde t-BHP ile olusturulan hasarin tamirini gergeklestirebilecek propolis ekstrakt
konsantrasyonlarinin bulunmasi i¢in sabit konsantrasyonda hasarlayict (300 uM t-BHP) ile
birlikte 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL konsatrasyonlarda ve 4, 8, 12, 24 saatlik
periyotlarda hiicrelere propolis ekstrakti verilerek komet analizleri yapildi ve c¢alisilan
propolis konsantrasyonlarindan 200 pg/mL’ nin en iyi iyilesmeyi sagladigi goriildi. Bu
konsantrasyondaki propolis segilerek gen ekspresyon diizeyi ¢calismasina gecildi.

3. MTT testi sonunda farkli t-BHP konsantrasyonlarina karsilik elde edilen % canlilik
sonuglara gore t-BHP nin calisilan tiim dozlarda toksik olmadigi anlagildi.

4. Etanolik propolis ekstraktinin 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL, 200 pg/mL
konsantrasyonlarda, kullandigimiz fibroblast hiicrelerine toksik etkisinin olmadigi gozlendi.

5. Deneyde 200 ug/mL etanolik propolis ekstraktt ve 300 uM t-BHP’ nin birlikte
kullanilmasinin da toksik etkisinin olmadigi tespit edildi.

6. mRNA ekspresyon c¢aligsmalari sirasinda real-time PCR cihazinda yapilan erime egrisi
analizleri ve agaroz jel elektroforezi sonucglarina gore saf PCR iiriinleri elde edildigi ve

istenmeyen iriin olugsmadig1 gozlendi.
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7. Deney grubu pozitif kontrolle karsilagtirildiginda pozitif kontrol grubunun Neil-1 mRNA
ekspresyonunun deney grubuna oranla anlamli derecede artis gosterdigi bulundu. Neil-1
ekspresyonunun deney grubunda 8 ve 12 saatleri arasinda anlamli fark bulunmazken, diger
biitlin gruplar agisindan anlamli fark tespit edildi.

8. hOGG-1 mRNA ekspresyonunun da, pozitif kontrolde deney grubuna goére anlamli
derecede artmis oldugu bulundu. hOGG-1 ekspresyonunda deney grubunda saatler arasinda 4
ile 24 ve 8 ile 12 saatleri arasinda anlamli fark bulunmazken, digerleri arasinda anlamli fark

tespit edildi.

6.2. Oneriler

1. Bu ¢alisma farkli ¢oziiciilerde hazirlanmis propolis ekstraktlariyla, farkli hiicre serilerinde
de yapilabilir.

2. Benzer gruplar olusturularak BER yolagindaki diger enzimlerin ekspresyon diizeyleri
bakilabilir.

3. Benzer gruplar olusturularak hasar sonrasi propolis muamelesinin DNA tamir enzimleri
ekspresyonu lizerine etkisi incelenebilir.

4. Propolisi ¢6zmede kullanilan farkli ¢oziiciiler, farkli molekiilleri ekstrakte edecegi igin,
kullanilan ekstraktin, kalitatif ve kantitatif i¢erigi HPLC ve GC-MS gibi ileri kromatografik
yontemlerle ortaya konulabilir.

5. Bu sekilde yapilacak propolis karakterizasyonu ile propolisin antigenotoksik etkisini hangi
etken bilesiklerle yaptig1, literatiir karsilastirmas: ile ortaya konulabilir. Iceriginde bulunan
fenolik asit tiirevleri hiicrelerle ayr1 ayr1 muamele edilerek, bu bilesiklerin tek baslarina olan
etkisi propolisin sinerjik etkisiyle karsilagtirilabilir.

6. Propolisin desmutajen Ozelliginin ortaya konulmasi igin, t-BHP ile muamele Oncesi
propolise maruz birakilan grup ile negatif ve pozitif kontrol grubunda ortamdaki metal iyonu
konsantrasyonu olgiilerek, bu etkide propolisin metal selatorii  Ozelliginin  rolii
degerlendirilebilir.

7. Propolisin antigenotoksik 6zelliginin endojen antioksidan sistemde gorevli enzimlerin
(katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz gibi) aktivitesi lizerinden etki gosterip
gostermedigi, bu enzimlerin aktivitesi l¢iilerek ortaya konulabilir.

8. Hiicrelerin bulundugu ortamda total antioksidan ve total oksidan kapasite Olgiilerek,

propolis ilave edilen grupta antioksidan ve oksidan kapasitenin degisimi incelenebilir.
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9. Deneysel hayvan g¢aligmalari ile propolisin benzer etkileri in vivo kosullarda gergeklestirip

gerceklestiremedigi incelenebilir.



7. OZET

Propolis, polifenolik bilesikler ve flavonoidler acisindan zengin, toplandigi bolgenin
cografyasmna ve iklimine gore kompozisyonu degisebilen, antibakteriyel, antitiimdral,
antiinflamatuar, antioksidatif, antimutajenik ve diger faydali aktiviteleri ile dogal bir ilag
olarak kullanilan Onemli bir ar1 triiniidiir. Oksidatif stres serbest radikal olusumu ve
antioksidan sistem arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikan bir durumdur.
Oksidatif stres sonucu olusan hasarlardan biri de DNA hasaridir. DNA’ da olusan hasar,
cesitli mekanizmalar ile siirekli tamir edilmektedir. Oksidatif hasarin tamirinde gorevli en
aktif mekanizma BER tamir yolagidir. Bu yolakta dnemli enzimlerden ikisi hOGG-1 ve Neil-
1 DNA glikozilaz enzimleridir. Bu calismada Tiirkiye’ nin ¢esitli yorelerinden toplanan
karma propolis Orneklerinden hazirlanan etanolik ekstraklarin DNA tamir enzimlerinin
ekspresyonu lizerine etkisi incelendi. 4 saatlik iyilesme zamanlarinda uygun hasarlayici t-
BHP konsantrasyonu 300 uM, optimum propolis konsantrasyonu 200 pg/mL olarak bulundu.
Daha sonra literatiirde bulunan benzer gen ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan real-time
PCR yontemi kullanilarak ilgilenilen hedef genin mRNA ekspresyon miktar1 negatif kontrol
grubunun mRNA ekspresyon miktarina gore artan ya da azalan katlar1 seklinde ifade edildi.
DNA hasariin tespiti i¢in ise komet analizi kullanildi. Calismamizda hOGG-1 mRNA
ekspresyon analizi sonuglarina gore pozitif kontrol grubunda daha yiiksek olmakla birlikte,
deney grubunda da mRNA ekspresyonlarinin arttigir gézlendi. 12. saatte her iki grupta da en
yiiksek ekspresyon seviyeleri tespit edildi. 24 saat sonunda deney grubu ekspresyon

seviyesinin bazal seviyenin altina diistiigii pozitif kontrol grubunda ise bazal seviyede kaldig:
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gozlendi. Neil-1 mRNA ekspresyon analizi sonuglarina gore ise pozitif kontrol grubunda
daha yiiksek olmakla birlikte deney grubunda da mRNA ekspresyonlarinin arttigi gézlendi.
En yiiksek artig pozitif kontrol grubunda 12. saatte, deney grubunda ise 8. saatte gozlendi.
Komet sonuglar1 ile birlikte degerlendirildiginde etanolik propolis ekstraktlarinin
antigenotoksik 6zelliginin, DNA tamir enzimlerinin ekspresyonlarinda artistan ziyade farkli
mekanizmalar ile hasar1 olugsmadan engelleme Ozelliginden kaynaklanabilecegi sonucuna

varildi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, DNA komet analizi, Real-time PCR, Neil-1, hOGG-1



8. SUMMARY

Investigation of effect of Turkish propolis extracts on genotoxicity of fibroblast cell lines

by DNA repair enzymes

Propolis is an important bee product, rich of polyphenolic compounds and
flavonoids.It has antibacterial, antitumoral, anti-inflammatory, antioxidative, antimutagenic
properties and changeable composition according to climate and geography of harvest region,
and is used as a natural drug with other useful activities. Biological effect of propolis is
predominantly attributed to its content of flavonoids. Oxidative stress is impairment of
equilibrium between free radical formation and antioxidant system. One of the damages
resulting from oxidative stress is DNA damage which is being repaired permanently by
several mechanisms. The most active mechanism on repairment (repairement ?) of oxidative
stress is BER pathway. hOGG-1 and Neil-1 DNA glycosylases are two of (Kaldir) the
important enzymes partaking (working daha iyi olur) in this pathway. In this study, effects of
ethanolic exracts of mixed propolis samples, collected different regions of Turkey, on
expression of DNA repair enzymes were investigated. In recuperation time of 4 hours,
appropriate concentration for damager agent t-BHP and optimum propolis concentration were
found as 300 uM and 200 pg/mL, respectively. mRNA levels of the target genes were implied
as decreasing or increasing folds of mMRNA expression of negative control group using real-
time PCR method that used in similar gene expression studies in the literature. For the
determination of DNA damage levels, comet assay was used. In our study, according to
analysis of hOGG-1 mRNA expression, as well as more in the positive control group, mMRNA
levels were found to be increased in the study group. At the twelfth hour, the highest

expression levels were detected in both groups. At the end of the twenty fourth hour
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expression levels of study group decreased under the basal level while those of the positive
control group were at the basal level. According to mRNA expression analysis of Neil-1, it
was found that, as well as more in the positive control group, mRNA levels were increased in
the study group. The most increase in the positive control group and the study group were
observed at hours 12 and 8, respectively. It was concluded that with the evaluation of comet
assay results, antigenotoxic activity of ethanolic propolis extracts may be resulted from
prevention of the damage before formation with different mechanisms rather than increase of

DNA repair enzymes levels.

Keywords: Propolis, DNA comet assay, Real-time PCR, Neil-1, hOGG-1
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