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ONSOz
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda insan saghigini ilgilendiren dogal yiyeceklerin fizyolojik fonksiyonlari
artan bir sekilde ilgi ¢cekmektedir. Giinlimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin
ortaya ¢ikmasi ve hastalik etkenlerinin bu ilaglara karsi direng gelistirmesi, insanlari1 dogal
ila¢ olarak bilinen iiriinlerin tiiketimine yOnlendirmistir. Bu dogal iirlinler kategorisinde ar1
driinleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bal aris1 iiriinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasi
Apiterapi olarak adlandirilmaktadir. Apiterapi; aricilik kadar eski bir tarihe sahiptir (1).

Yaklasik 2000 y1l 6nce tip adamlar tarafindan kaleme alinmis Misir metinlerinde bazi
hastaliklarin tedavisinde ar1 {iriinlerinin kullanildigina dair yazilar dikkat ¢ekicidir. Apiterapi,
bal, propolis, ar1 siitii, polen ve ar1 zehiri kullanimini kapsar (2).

Propolis, bal arilarinin insanogluna sundugu 6nemli aricilik {riinlerinden biridir.
Propolis (ar1 tutkal) bal arilarinin cesitli bitkilerin tomurcuk ve siirgiinlerinde bulunan
recineye balmumu katarak kovanda cesitli amagclarla kullandiklar1 yapiskan, koyu renkli
maddedir (3).

Propolis antibakteriyel, antikaryojenik, antiinflamatuar, antioksidatif, tiimorisidal,
antimutajenik, immunomodiilator, karsinostatik ve diger faydali aktiviteleri ile dogal ilag
olarak kullanilan 6nemli bir ar1 tirtiniidiir (4, 5).

Hiicre kiiltiirli, deneysel amagli kullanilan hayvan hiicrelerinin canli viicudunda
normal homeostaz sebebi ile olusabilecek sistemik varyasyonlardan ve deney kosullarinin
yaratacagi stresten bagimsiz olarak incelenebilmesi i¢in Harrison tarafindan 1907 yilinda
kesfedilmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda doku parcalarindan izole edilen hiicrelerin, canli
viicudundan bagimsiz olarak kontrollii fiziksel ve fizikokimyasal kosullar (sicaklik, ozmotik
basing, O, ve CO; yogunlugu, pH) altinda canliligin1 koruyarak ¢ogaltilmalar1 gergeklestirilir.
Hiicre kiiltiiriiniin  glinlimiizde hiicre iginde DNA ve RNA’ nin replikasyonu ve

transkripsiyonu, protein sentezi, enerji ve ila¢ metabolizmasi, sinyal iletim mekanizmalari,



hiicre membran trafigi, yarali dokularin tedavisi, sitotoksisite, karsinogenez arastirmalari gibi
oldukca yaygin kullanim alanlar1 vardir (6).

Genotoksisite; endojen (oksidan stres gibi) ve/veya ekzojen (fiziksel, kimyasal ve
cevresel faktorler gibi) nedenlerle DNA’ da olusan her tiirlii hasarlanmay1 tanimlamaktadir.
Bu hasarlar; ¢ift zincir kiriklar1 (DSB), DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglari, alkali
labil bolgeler (ALS) ile tam olmayan eksizyon tamir alanlar ile iligkili tek zincir kiriklar
(SSB)’ dur.

Gilinitimiizde genotoksisite ¢alismalarinda bircok yontem kullanilmaktadir. Tek hiicre
jel elektroforezi (SCGE-Comet)’ nin; basit, ucuz ve tekrarlanabilir bir metot olarak
genotoksisitenin arastirilmasinda kullanilabilecegi, yapilan caligmalarla ortaya konmustur.
Comet analizi, esasinda hiicre DNA fragmanlarinin biiyilikligiiniin 6l¢iimiine dayanir. Comet
analizi ile ¢ift zincir kiriklar, tek zincir kiriklar1 ve alkali labil bolgeler gibi DNA
hasarlanmalar1 degerlendirilebilmektedir (7).

Bu calismada DNA Comet analizi kullanilarak, Trabzon yoresinden toplanmis
propolis drneklerinin etanol ile hazirlanmig ekstraktlarinin fibroblast hiicre kiiltiir serilerinde

H,0, ile uyarilmig DNA hasar1 iizerine etkisi incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Propolis

Gilintimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaclara direng gelistirmesi insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen iiriinlerin
tiiketimine yoneltmistir. Bu dogal {irlinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan birisi de
ar1 Uriinleridir. Ar {irtinleri birgok hastalikta, hastaligin ilerlemesinin oniline gegmek, agrilarin
azaltilmast ve hastaligin tedavi edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ari iiriinlerinin tedavi
amaciyla kullanilmasina Apiterapi denilmektedir. Apiterapi, aricilik kadar eskidir (1).

2000 yi1l 6nce devrin tip adamlar: tarafindan yazilan Misir metinlerinde halk arasinda
hastaliklarin tedavisinde ar1 {irtinlerinin kullanildigina dair ag¢iklamalar bulunmaktadir.
Apiterapi; bal, propolis, ar1 siitii, polen ve ar1 zehiri kullanimini kapsar (2).

Insanoglu propolisi ¢ok eski ¢aglardan beri farkli amaglar i¢in kullanmistir. Uzun
yillar boyunca propolisten tipta cesitli amaglar i¢in yararlanilmistir. Giiniimiize kadar gelen
eski Yunan yazitlar1 propolisin iltihaplanan yaralar ve dis ciiriikleri i¢in tedavi amaciyla
kullanildigini tanimlarken, Romalilar doneminde yara iizerine konulan lapa benzeri karigimin
ierisine katilarak kullamldigi aktarilmaktadir. ibranice eski vasiyetnamelerde Tzori olarak
geemektedir ve tedavi edici 6zelliklerinden bahsedilmektedir. Avrupa’ daki on ikinci yiizyil
kayitlari, propolisin medikal preparatlarinin agiz ve yara enfeksiyonlarmin tedavisi ve dis
sagligr icin kullanimindan bahsetmektedir. Propolis son zamanlarda oldukca popiiler hale
gelmistir. Arilar propolisi milyonlarca, insanlar ise binlerce yildir kullanmaktadir. Arilar ve
insanoglu propolisin birgok yararli dzelliginden faydalanmuslardir. Insanlik igin bu reginemsi

yapinin kesfedilen yararlar1 heniiz ¢ok az aydinlatilabilmistir (8).



Bir ar1 {iriinii olan propolis; bal arilar1 tarafindan agaglarin kabuk ve kozalaklarindan,
bitkilerin tomurcuk ve filizlerinden toplanan cesitli polenler, yaglar, 6zel recine ve mumsu
maddelerden olusur (9, 10).

Diger ad1 bee glue olan propolis pro- ve —polis koklerinden olusur ve kovanin (sehrin)
savunmasi anlamini tasir (11).

Bal arilar1 recineyi toplarken c¢igneyip tilikiiriik enzimleri ile karigtirarak kismen
sindirirler ve kismen sindirilmis materyal, balmumu ile karistirllarak kovanda
kullanilmaktadir. Tiikiirliik enzimleriyle karisan propolisin kimyasal yapisinda meydana gelen
degisikliklerden dolayi, propolisin standardize edilmesinde giicliikler olusur (12, 13).

Propolis kovanda cesitli amagclar i¢in kullanilmaktadir. Arilar propolisi; kovan
deliklerinin ve c¢atlaklarinin kapatilmasinda, peteklerin tamir edilmesinde ve birbirine
yapistirilmasinda, ¢esitli ar1 hastaliklarindan koloninin korunmasinda ve hastalik etmenlerinin
etkisiz duruma getirilmesinde kullanirlar (14). Sekil 1’ de ar1 peteklerinin kenarlarindaki
propolis kalintilar1 gériilmektedir.

Ayrica yavru yetistirme doneminde yarik ve ¢atlaklardan suyun buharlasip kaybolmasi
engellenir. Boylece kovan icin gerekli olan nem de korunmus olur. Bunlarin yaninda olumsuz
cevre kosullarindan kovani korumak, kovan giris deligini kiicliltmek amaciyla da
kullanilmaktadir (15, 16).

Propolis ayn1 zamanda bir mumyalama maddesidir. Arilar kovana saldiranlar 6ldiiriip
kovan i¢inden atamadiklarinda, bu canlilar1 propolis ile mumyalarlar. Bdylece, bu
mumyalama islemi ile olmas: muhtemel bakteri ve maya tiremesi durdurulur (8).

Arilar, propolisi arka bacaklarinda bulunan polen sepetlerinde depo etmekte ve
koloniye tagimaktadirlar (8).

Propolisin kaynagini olusturan bitkiler; kavak (Populus spp), kayin (Fagus sylvatica),
hus (Betula alba), kestane (Castanca sativa), at kestanesi (Alnus glutinosa) gibi bitkiler
olabilmektedir (17).

Propolisin; antibakteriyel, antikaryojenik, antiinflamatuar, antioksidatif, tiimdrisidal ve
antimutajenik 6zellikleri ¢esitli calismalarla ortaya konmustur (4).

Propolisin antimikrobiyal etkinliginin yani1 sira; karaciger koruyucu, antiiilseratif,
immiin sistemi stimiile edici, antikanserojenik, antiseptik, antimikotik, bakteriyostatik,
kanamay1 durdurucu, antiviral, spazmolitik, anestezik, antioksidan 6zelliklere sahip olmasi
giiniimiizde apiterapi, biokozmetik, ila¢ ve gida sektdriinde popiiler bir hammadde olarak

kullanilmasini beraberinde getirmektedir (12, 18).



Sekil 1. Ar peteklerinin kenarlarindaki propolis kalintilar

Propolis; Tayvan, Japonya, Brezilya, ABD ve Avrupa iilkeleri gibi diinyanin pek ¢ok
yerinde, saglikli yasam ve hastaliklarin 6nlenmesinde bir gida iiriinii ve alternatif ila¢ olarak
oldukgca ilgi gormektedir (4).

Cildi nemlendirme, yenileme, kirigikliklar1 giderme ve antibakteriyel 6zelliklerinden
dolay1 giizellik kremlerinde, ¢esitli losyonlarda kullanilarak kozmetik endiistrisinde yer alir
(19). Ayrica propolis; diseti, dudak ve agiz iltihaplarini iyilestirebilmek i¢in dis macunlari ile
agiz yikama soliisyonlarinda da kullanilmaktadir (12).

Yiyecek teknolojisinde de Onemli bir yere sahip olan propolis, konservecilikte
kimyasal koruyucu olarak (12) ve insan viicuduna yararli bilesenler icermesi nedeniyle de
mineral destekli diyetetik {riinlerde yer almaktadir (20). Propolis iceren mesrubat ve
yiyeceklere kanserden, diyabetten, inflamasyondan ve ¢esitli kalp hastaliklarindan korunmak
isteyen tiiketiciler ragbet etmektedirler (13, 21). Ozellikle son yillarda; propolis igeren tablet,

toz ve sakiz iirlinleri marketlerde tiiketicinin hizmetine sunulmustur (12).



Sekil 2. Calismada kullanilan propolis 6rnekleri (23)

2.1.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

Propolis yapigskan ve recineli bir madde olup, rengi kaynagina ve depolama siiresine
bagli olarak, sari-yesilden koyu kahverengiye kadar degisebilmektedir (13, 21). Genel olarak
60-69 °C arasinda bir erime noktasma sahiptir (22). Sogukta sert ve kirilgan, sicakta ise
yumusak ve yapiskan bir yapist vardir (12). Sekil 2° de calismamizda kullandigimiz propolis
ornekleri gosterilmistir.

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

¢Oziiniirlikk gosterir (23).
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
(21, 24). Ham propolisin bilesimi kaynagina gore degismekle birlikte, genellikle % 50 recine,
% 30 mum, % 10 esansiyel ve aromatik yaglar, % 5 polen ve % 5 diger organik maddelerden
olugmaktadir (12). Propolisdeki temel kimyasal siniflar; flavonoidler, fenolik ve g¢esitli
aromatik bilesiklerdir. Bu siniflar disinda birgok B-kompleks vitamini, dnemli mineralleri ve
eser elementleri de igerir (23). Tablo 1’ de propoliste bulunan basglica bilesenler, bulunma

oranlariyla birlikte verilmistir.



Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler

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

Fenolik asitler ve esterler

Mum ve yag asitleri Arilardan veya bitkilerden mum, % 25-35
Bitkilerden ¢coklu doymamuis yag asitleri

Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler % 10

Polen Eser elementler
Serbest amino asitler % 5

Diger maddeler Laktonlar
Steroidler %5
Sekerler
Kinonlar

Propolis, arilarin ziyaret ettigi ekolojik flora nedeniyle olduk¢a kompleks ve degisik
bir kimyasal kompozisyona sahiptir. Bugiine kadar yapilan calismalarda degisik propolis
orneklerinde; yag asitleri, fenolik asitler ve esterleri, flavonoidler (flavonlar, flavononlar,
flavonoller, dihidroflavonoller, kalkonlar) terpenler, [-steroidler, aromatik aldehitler ve
alkoller, seskiterpenler ve stilben tiirevleri gibi yaklagik 200 kadar bilesik tanimlanmustir (4).
Tablo 2’ de propolisin yapisinda bugiine kadar tanimlanan etken maddeler ve bilinen etkileri

gosterilmistir.



Tablo 2. Propolisin igerdigi etken maddeler ve bilinen etkileri (12, 26, 27, 28)

Krizin: Timor hiicre toksisitesi, anti-helicobacter pylori

Apigenin: Gastrik ilserin iyilestirilmesi

AkKkasetin: Ates diistiriicii

Kuersetin: Antiviral, kilcal damarlarin gii¢lendirilmesi, antitiimoral aktivite,
spazmolitik, antihistaminik, iilser iyilestirici

Kaempferid: Spazmolitik, anti-mycobacterium phlei, mikroorganizmalarin asit
direncine karsi etkili

Kaemperol-7,4-dimetil eter: Antifungal

Baicalin: Antigenotoksik

Galangin: Bakteriyostatik aktivite, antibakteriyel ve antifungal, anti-helicobacter pylori

Pinosembrin: Bakteriyostatik aktivite, antifungal, antimikrobiyal, lokal anestezik,
anti-helicobacter pylori

Pinobanksin: Antibakteriyel ve antifungal

Pinobanksin-3-asetat: Antibakteriyel ve antifungal

Pinostrobin: Lokal anestezik

3,4 -dihidroksiflavonidler: Kilcal damarlarin giiglendirilmesi

Flavan-3-ol: Kilcal damarlarin giiclendirilmesi

Pektolinaringenin: Spazmolitik

Luteolin: Antiviral, gastrik iilserin iyilestirilmesi

Luteolin 3,4-dimetil eter: Spazmolitik ve hipokoleretik

Artepillin C: Antitiimoral, antilokemik etki

Eriodiktiol: Kalp yetmezligini iyilestirici etki, akut kalp yetmezligini dnleyici etki

Pinosilvin (3,5-dihidroksistilben): Bacillus subtilis ve Bacillus cereus’ u inhibe edici,
mycobacterium phlei ve M. semegmatis’e kars1 etkinlik

Ferulik asit: Antibakteriyel etki, aglutinant etki, kollojenik etki

Isoferulik asit: Staphylococcus aureus’ a karsi etkinlik

Benzoik asit: Bakteriostatik ve bakterisid etki, balzamik ve antiseptik aktivite

Sinnamik asit: Staphylococcus aureus’ a kars: etkinlik

Isopentil ferulat: /nfluenza virusa karsi etkinlik (A/Hong Kong (H3N2)

p-Kumarik asit benzil esteri: Antimikrobiyal ve antifungal etkinlik

Kafeik asit: Antiviral, antibakteriyel aktivite, ates diisiiriicii 6zellik

Prenil kafeat: Gizli kontakt alerjen

3-metil-2-enil kafeat: Antiviral aktivite

Kafeik asit fenetil ester: Antitiimoral ve antigenotoksik

Metil kafeat: Tiimor sitotoksisitesi ve inhibisyonu

Diterpenoid klerodan: Antitiimoral aktivite, antibakteriyel 6zellik

Bisabolol: Ates diisiiriicli 6zellik




2.1.2.1 Flavonoidler

Flavonoidler; meyvelerde, sebzelerde, cay, sarap, meyve suyu gibi iceceklerde dogal
olarak bulunan polifenolik bilesiklerdir (29). Bugiine kadar propolisten 38’ den fazla
flavonoid izole edilmistir. Bunlara galangin, kaempferol, kuersetin, pinosembrin, pinostobin
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 (30). Sekil 3’ te propolisteki tipik flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin
kimyasal yapis1 gosterilmistir. Tablo 3’ te ise propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenolik

bilesikler verilmistir (23).

(0] OH
o A
\ {;/— . N @_OH
gro

HO
PINOCEMBRIN KAFEIK ASIT QUERCETIN

Sekil 3. Propolis’te bulunan tipik flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 (23)

Flavonoidlerin serbest radikal toplama kapasitelerinden dolayr gosterdikleri
antioksidan 0Ozellikleri, onlar hakkinda daha pek c¢ok alanda calisma yapma ihtiyacini
beraberinde getirmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, flavonoidlerin antioksidan
ozellikleri yaninda; hiicre preliferasyonu iizerine etkili olduklari, anjiogenezi ve hiicreler arasi
sinyal mekanizmasini inhibe ettikleri ve DNA tamir enzimlerini stimiile ettikleri ortaya
konmustur (31). Flavonoidlerin metabolizmasi sonucu ¢ok sayida fenolik asit tiirevi olusur ve
olusan {irlinlerin ¢gogu serbest radikal olusumunu inhibe eder (32).

Flavonoidler biyolojik aktivitelerini agir metal iyonlarini, biyolojik polimerleri
baglayarak, elektron transportunu katalizleyerek ve serbest radikalleri yok ederek dort farkli
sekilde gosterir (12). Flavonoidler alkilleyici ajanlara, polisiklik aromatik hidrokarbonlara,
radyoaktif kimyasallara ve diger mutajenlere/karsinojenlere karsi antigenotoksik aktiviteye
sahiptir (33). Flavonoidler antioksidan 6zelligini yapilarindaki karbonil ve hidroksil gruplar,

cift baglar ve 3°-4’-dihidroksi katekol konfigiirasyonlari ile kazanirlar (33, 34).
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Epidemiyolojik ¢alismalar; giinliikk diyete ilaveten cesitli kaynaklardan (yesil cay,

kirmiz1 sarap, propolis gibi) alinan polifenollerin, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve

kansere kars1 koruyucu olabilecegini ortaya koymustur (35).

Tablo 3. Propoliste bulunan bazi flavonoidler ve fenolik bilesikler (23)

Dihidro Sinnamik
Flavonlar Flavonoller Flavononlar asit Digerleri
Flavoneller .. .
tirevleri
Apigenin  Kaempferol = Pinosembrin Pinobanksin Ferulik asit ll_F?meSOI
(seskiterpen)
Akasetin  Kaempferid  Sakuranetin Pinobanksin-3- . ciy asit  Prkaryofilen
asetat (terpenoid)
Baisetin  Galangin [sosakuranetin Pinobanksin-7-metil p -Kurparlk Terpmkp :
eter asit (terpenoid)
Krisin Isohamnetin Benzoik asit
. . Syringaldehit
Luteolin  Ramnetin (diterpenikasit)
Protocate huikasit
Tektokrisin Mirisetin (benzoik asit
tiirevi)
Vanillin
Fisetin (benzaldehit
tiirevi)
Rutin

2.1.2.2 Ar1 Mumu ve Yag Asitleri

Propoliste bulunan ar1t mumu ve yag asitleri propolisin yaklasik % 30’ unu olusturur

(25). An

mumu baslica mono esterler, diesterler, uzun zincirli

hidrokarbonlar,

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

(24).
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2.1.2.3 Esansiyel Yaglar

Propolisteki ugucu bilesenler propolisin yaklasik % 10’ unu olusturur (25). Ancak
Schmidt ve arkadaslarina gdre propoliste bulunan ugucu yaglar, terpenler ve art mumu

propolisin etkisini ve kimyasal 6zelliklerini anlaml1 bir sekilde etkilememektedir (24).
2.1.2.4 Mineral Elementler

Propolis mineral elementleri {izerine yapilan ¢alismalarda, Makedonya o6rneklerinde;
Ca, Mg, K, Na, Fe ve Zn; Kiiba orneklerinde ise Fe, Mn, Zn, Cu elementleri belirlenmistir.

Her iki ¢aligmada atomik absorbsiyon spektroskopisi kullanilmistir (27).
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 {izerine antiviral, lokal
anestezik, noroprotektif (36), antibakteriyel, antikaryojenik, tlimoérisidal, antimutajenik (4),
radyoprotektif (37), kardiyoprotektif (38), hepatoprotektif (39), immiinostimiilator (40),
sitostatik (41), yara iyilestirici (42), apopitotik (25), antioksidatif (43), antiinflamatuar (44),
antimetastatik (23) ve antiproliferatif (45) ozellikleri ¢esitli caligmalarla ortaya konmustur. Bu
ozelliklerinden dolay1 hastaliklardan korunma ve genom kararliginin siirdiiriilmesinde faydali
olabilecegi diisliniilmektedir (35).

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 hasarin1 engelledigine
dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (46).

Bununla beraber tiim flavonoidlerin tamamen saglikli oldugunu diisiinmek yanlis olur.
Baz1 polifenol tiirlerinin konsantrasyona bagli olarak mutajenik ve pro-oksidan o6zellik
gosterebilecegi, dolayisiyla topoizomeraz enzim aktiviteleri, prostanoid biyosentezi ve sinyal
transdiiksiyonu gibi esansiyel biyokimyasal yolaklari olumsuz etkileyebilecegi de ileri
stiriilmektedir (35).

Degisik iilkelerden elde edilen propolisin farkli kimyasal yapiya sahip olmasi, onlarin
farkl1 biyolojik aktiviteye sahip olmasina neden olmaktadir. Ancak bu durum her

farmakolojik 6zellik igin aym degildir. Ilging bir sekilde karasal ve ekvatoral bolgeleri de
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icine alan farkli bolgelerden toplanan ve farkli kimyasal yapiya sahip olan propolis
orneklerinin, benzer biyolojik aktiviteler gdsterdigi bulunmustur. Propolis kovanda
enfeksiyonlardan korunma amacl kullanilmaktadir ve bu nedenle degisik propolis tiplerinin
hem antibakteriyel hem de antifungal 6zellik gostermesi dogaldir. Bu sebeple gozlenen
aktivitenin sadece belirli bir bilesik grubuna atfedilmesi dogru degildir. Nitekim propolisin
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, Kirmizi1 Kiiba propolisinde ise prenillenmis
benzofenonlardir. Bu nedenle propolisin antibakteriyel ozelligi tiim diinyada propolisin

tizerinde en ¢ok calisilan 6zelligi olmustur (15).

2.2. DNA Hasan
Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA iizerinde
devamli olarak hasarlar olusmakta, olusan hasarlar DNA tamir sistemleri tarafindan
onarilmaya ¢alisilmakla birlikte, hasarin ¢ok biiyliik boyutta oldugu veya DNA onarim
sistemlerinin yetersiz kaldigr durumlarda DNA iizerinde olusan hasarlar birikmektedir. Bu
birikme zamanla mutasyonlara ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir.
DNA iizerinde 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 agan fiziksel etkenler
1- Iyonizan radyasyon
2- Ultraviole (UV)
b) DNA hasarina yol acan kimyasal etkenler
1- Alkilleyici maddeler
2- Capraz baglayicilar
3- Elektrofilik reaktanlara metabolize edilen kimyasallar (47).
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2.2.1. Serbest Radikaller

Atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler seklinde bulunmaya egilimlidirler. En dis yoriingede bulunan
elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesi ya da ¢ikmastyla bozulursa, momenti
dengelenmemis bu tek elektron; atoma ya da molekiile biiyiik bir aktiflik kazandirir. Bir ya da
daha fazla ortaklanmamis (eslesmemis) elektron iceren, bagimsiz olarak varligini siirdiirebilen
molekiil, atom veya atom gruplar1 serbest radikal olarak tanimlanir ve molekiiliin kimyasal
simgesinin sag iist kosesine konan nokta veya ¢izgiyle (R°, R") gosterilir (48-50). Fe™, Cu™,
Mn™? ve Mo™ gibi gegis metalleri ortaklanmamus elektronlara sahip olduklari halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest
radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notr olabilirler. Serbest radikal
tanimina gbére 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 gecis
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). Sekil 4° de reaktif oksijen iiriinlerinin olusumu gosterilmistir

(52).
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Sekil 4. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (52)

2.2.1.1. 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 (53).
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 o>e+X"
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» Radikal, ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir bilesige verebilir (rediikte edici

radikal).

X +Y->X+Y"

P Radikal, radikal olmayan bir bilesige katilabilir.

X' +Y = [X-Y]

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

CH+OH — C +H,0

Ancak bu reaksiyonlarin sonunda, radikal olmayan bilesik radikal hale gelir. Bu

nedenle serbest radikallerin radikal olmayan bilesiklerle reaksiyonlar1 birbirini izleyen zincir

reaksiyonlart seklinde olur (54).

Bu ozellikleri ile reaktif oksijen iiriinleri; radikaller ve non-radikaller olarak iki ana

baslik altinda incelenmektedir (55). Tablo 4’ de biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen iiriinleri

verilmistir (56).

Tablo 4. Biyolojik 6nemi olan reaktif oksijen tiirleri (56)

Radikaller

Non-radikaller

Siuperoksid, O™

Hidroksil, OH
Peroksil, RO"»
Alkoksil, RO"

Hidroperoksil, HO ;

Nitrik oksid, NO~

Hidrojen peroksid, H203
Hipokloréz asid, HOCI
Ozon, O3

Singlet oksijen, O°
Peroksinitrit, ONOO~

Hidroperoksid, L(R)OOH
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2.2.2. Serbest Radikal Tiirleri

2.2.2.1. Siiperoksit Radikalleri (O;)

Siiperoksit radikali (O,"), hemen tiim aerobik hiicrelerde olusan, indirgen ve orta
derecede ylikseltgen olan bir ajandir. O," radikalleri hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarinin
otooksidasyonu ile liretilmektedirler. O," olusumu; elektron tasiyicisinin redoks durumuna ve
ortamdaki oksijen derisimine baglidir. Uzun bir yari omre sahip olup, lipofilik 6zellik
gosterir.  Bu 0Ozelliginden dolayr da olustugu yerden wuzak bdlgelere difiizyonla
yayilabilmektedir. Zayif bir oksidan olan O,  radikalinin kendi basima ©Onemli hiicre
hasarlarina yol agmas1 miimkiin goriilmemektedir. Ancak O," radikalleri oksidatif strese yol
acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir. Bu reaksiyonlarin en dnemlilerinden biri Haber-
Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda etkileserek oldukea reaktif
olan hidroksil (OH") radikallerini olusturmaktadir. Uretilen bu OH™ radikalleri; DNA gibi

yapilarla reaksiyonlara girerek 6nemli hasarlara yol agabilmektedir (57, 58).
0, +¢é — Oy" (sliperoksit radikali)

H202+ Oz' — OH" + OH_ + Oz

2.2.2.2. Hidroksil Radikalleri (OH")

Hidroksil radikali (OH"), biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir.
Hidrojen peroksitin (H,0,) Fe™ veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle OH" olusmaktadir. H,O,
toksisitesinin  biiyilk ¢ogunlugunun temelinde, bu olusan OH® radikalinin oldugu
diistiniilmektedir. Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmistir ve

giiniimiizde de Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir.
Fe'? + H,0, — Fe" + OH + OH’

Cu"+ H,0, —» Cu”?+ OH + OH"
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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 iiriinler olusturdugu ve olusan bu
tirtinlerin bazilariin mutajenik olduklar1 goriilmiistiir. Yine OH" radikalleri aromatik halkaya
katilma ozelligi gosterdiginden, DNA ve RNA’ da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina
katilarak, radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin; timine katilarak timin radikalini
olustururlar ve timin radikali de oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan timin
peroksil radikaline doniismektedir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen OH" radikali, DNA’
nin baz ve seker yapilarinda da ciddi hasarlara neden olarak DNA iizerinde zincir kiriklar
olustururlar. Hasarin ¢ok kapsamli olmasi durumunda, olusan hasar hiicresel koruyucu
sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre dliimleri

meydana gelebilir (58, 59).
2.2.2.3. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Hidrojen peroksit eslesmemis elektrona sahip olmadigindan aslhinda bir radikal
degildir. O, radikalinin, hidrojenle verdigi reaksiyona ‘Dismutasyon Reaksiyonu’ ad1 verilir
ve dismutasyon hiz1 asidik pH degerlerinde hizlanir (55).

Reaksiyon su sekilde ifade edilir;
20, +2H — Hy0, + O,

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

oksijen radikali olan OH’ radikali olusturur (56).
Fe + H,0, — Fe™ + OH
Fenton Reaksiyonu
0,'+H,0, - OH + OH + O,

Haber — Weiss Reaksiyonu
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2.2.3. 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 e transportu: Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagidir. e transportu
sirasinda, e sizmasi olur. Sizan ¢ larin O,’ yi indirgemesi ile ROS meydana gelir.

7- Ksantin oksidaz: Enerji azlig1 ve artmis intraseliiler kalsiyum varliginda kalsiyuma bagimli
proteaz aktive olarak, ksantin dehidrogenazi, ksantin oksidaza doniistiiriir. Ksantin oksidaz,

ksantinin iirik aside doniisiimii sirasinda O, olusumuna neden olur.

Ksantin Oksidaz
Ksantin + 2 O, + H,O — Urik asit+2 O,"+ 2 H'

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 H,O, tiretirler.
11- Arasidonik asit metabolizmasi: Lipooksigenaz ve siklooksigenaz, reaksiyonun katalizi
sirasinda ROS olustururlar.
12- Iskemi, travma, intoksikasyon (60).
Sekil 5° de reaktif oksijen bilesiklerinin olusum nedenleri ve reaktif oksijen tiirleri

aracili hiicresel hasar 6zetlenmistir.



19

normal metabolizma
yiksek

HHon i ‘_,_.J"JJ 02 basinci
radyasyon asamang. o MS ve ND2

> ?

N A

\ s a_r,.-—"r’ l |myasa|larve ilaglar
[P, o, yaglanm ‘H‘x

reperfizyon yaralanmasi

\ o reaktlfnksljen blle;lklerl ':
H (Qz, HaO5, OHe)

Sekil 5. Reaktif oksijen bilesikleri olusum nedenleri ve hiicresel hasar (52)

2.2.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu; inflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci (pO;), ozon (O3), azot dioksit (NO;"), kimyasal
maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller hiicrelerin lipid,
protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Tablo 5° de
serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri verilmistir. Hiicrede serbest radikal
aracili hasar Sekil 5° de gosterilmistir. O, radikali ve OH" radikali; sitoplazma, mitokondri,
cekirdek ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baglatir.
Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu membran gecirgenligi artar.
Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger amino asit

kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (47, 51).

Tablo 5. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl etkileri

Lipidler Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde capraz baglanmalar

Karbohidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Niikleik asitler Tek ve cift zincir kiriklari, protein ¢apraz baglar,
baz icermeyen bolgeler, kimyasal modifikasyonlar

Proteinler Peptid zincirinde kopmalar, denatiirasyonlar, enzim

inhibisyonu
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Sekil 6. Hiicrede radikal aracili hasar (52)

Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarinin, bir¢ok patolojik olayda ve
hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastaligi, akut renal yetmezlik, diyabet, anfizem/bronsit, kanser, yaslanma,
serebrovaskiiler bozukluklar gibi durumlarda ROS aracilikli hiicre hasar1 s6z konusudur (51,

61). Sekil 6” da reaktif oksijen ve azot tiirlerinin viicuttaki etkileri gdsterilmistir.

‘ DNA’da Yapisal Degisiklikler ‘

F

DNA"da Konformasyonel

Lipit Peroksidasyonu ‘ Degisiklikler

Hiicre
Proliferasyonunun
uyarilmasi

Oksidatif Protein Hasarlan Sonucu
ROSE’E—' DNA polimerazin Etkisinde ve

DNA Onanm Enzimlerinde Azalma

~

Stres Indiike Protein ve
Genlerin Modiillasyonu

Apoptotik ve Nekrotik
Mekanizmalaria Hicre Blayumesi,
Farklilasmasi ve Olimud

Sekil 7. Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin viicuttaki etkileri
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2.2.5. Serbest Radikallerin DNA’ ya Etkileri ve Oksidatif Stres

Hiicresel DNA serbest oksijen radikalleri tarafindan hasara ugratilir. ROS, hiicresel
solunum, fagositoz, hiicre yaralanmasi ve bazi enzimatik reaksiyonlar esnasinda endojen
olarak {retilebildigi gibi; ¢esitli kimyasallar, hava kirliligi, sigara dumani ve iyonizan
radyasyon gibi c¢evresel faktorler tarafindan da olusturulabilmektedir. Serbest oksijen
radikalleri, DNA yapisindaki deoksiriboz-fosfat iskeletinde hasara, piirin ve pirimidin
bazlarinin spesifik modifikasyonuna ve DNA-protein capraz baglarinin olusumuna neden
olmaktadirlar (47). ROS, canli hiicrelerde sabit olarak siirekli iiretilmektedir (62).

insan viicudunda her hiicrede giinde 2x10* DNA hasar1 olustugu tahmin edilmektedir.
Bu hasarm 6nemli bir béliimii ROS ile olusmaktadir. {1k olarak 1952’ de Conger ve Fairchild,
artmis oksijen basincinin, kromozom aberasyonlarinda artiga yol agtigini tanimlamistir. ROS’
un asir1 lretimi ve/veya bunu noétralize edecek antioksidan savunma sisteminin yetersiz
kaldig1 durumlarda oksidatif stresten bahsedilir. Oksidatif stresin biyolojik etkileri; olusan
ROS’ larn igerigine, kokarsinojenlerin varligina, maruz kalma stiresine ve konsantrasyonu ile
maruz kalma sirasinda hiicre siklusunun durumuna baghidir (62).

Hiicresel oksijen konsantrasyonu, metabolik 6liime yol agan yetersiz oksijenden ve
oksidatif hasara yol agan asir1 oksijenden kaginarak saglanir. Enerji iiretiminin 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
dokulardaki konsantrasyonunu saglayan oksijen basincinin net gradientidir. Dokulardaki bu
rolatif oksijenin diisiik konsantrasyonu, canliy1 oksidatif hasardan korumaktadir (62). Serbest
radikallerin DNA ataklari, mutasyonlara ve hiicre oliimlerine yol agmaktadir. OH" radikali
bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. H,O, ise membranlardan kolayca
gecerek hiicre c¢ekirdegindeki DNA’ ya ulasir ve hiicre disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol
acabilir. Bu nedenle DNA, kolay zarar gorebilen bir molekiildiir. DNA hasarlarinin
olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve
deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksit (NO), azot dioksit (NO,), peroksinitrit (ONOO),
diazot trioksit (N2Os) ve nitrik asit (HNOs) gibi reaktif azot tiirleri (RAS), nitrozasyon ve
deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivite gosterirler. Farkli reaktif oksijen {irtinleri

farkl1 yollardan DNA hasarlarina neden olurlar (47, 59).
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Omegin; O,'ve H,O; higbir zaman bazlarla reaksiyona girmezken, OH" radikali DNA’
daki dort bazdan herhangi birine baglanarak farkli reaktif {irtinlerin olusmasina yol
acmaktadir. OH" radikali piirin bazlar1 ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH-piirin radikallerini olusturmaktadir.

C4-OH- ve C5-OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini
olustururlar. C8-OH-piirin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin
rediiksiyonu ile sirasiyla 8-hidroksipiirinler (7,8-dihidroksi—8-oksopiirinler) ve formamido
pirimidinler olusur. Singlet oksijen ise guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (62).
Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu; baz salinimin1 ve DNA zincir kiriklarini indiiklerken,
oksidatif baz modifikasyonlari mutasyonlara neden olur (47).

Oksidatif DNA lezyonlar1 kimyasal ve yapisal olarak tanimlanmistir. Cesitli kanser
dokularinda, ROS bagimli spesifik DNA modifikasyonlarinda artis goriilmiistiir. En ¢ok
rastlanilan oksidatif DNA baz modifikasyonu 8-hidroksiguanindir. Normal insan hiicresinde
bile yaklasik olarak 100 000 guanin rezidiisiinde, bir 8-hidroksiguanin olugsmaktadir (63).

DNA vyapisinda bulunan 8-OH guaninin, GEC — T=A mutasyonuna neden oldugu
cesitli galigmalarla ortaya konmustur (47).

Giiniimiizde HPLC ve GC-MS ile diizeyi belirlenebilen 8-OH guanin, serbest oksijen

radikallerinin olusturdugu DNA hasarinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan belirtegtir (47).
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Sekil 8. 8-hidroksiguanin ve Fappy Guanin’in olusum mekanizmalar1
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Sekil 8 de 8-hidroksiguanin (7,8-dihidroksi—8-oksoguanin: 8-OH-Gua) ve 2,6-
diamino—4-hidroksi—5-formamidopirimidin ~ (Fapy  Guanin) olusum  mekanizmalari
goriilmektedir. Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana
gelebilmektedir. Indirgeyici ajanlar formamido pirimidinlerin olusumunu arttirirken, 8-OH-
pirimidinlerin olusmasi i¢in oksijenli ortam uygun goriilmektedir. 8-OH-guanin ¢ok yaygin
olarak meydana gelen bir baz hasar iriini oldugundan, oksidatif DNA hasarlarinin
belirlenmesinde hasar indeksi olarak goriilmektedir. Cogu zaman 8-hidroksi deoksiguanozin
(8-OH-dGua) niikleozidi seklinde dl¢iilmektedir (64).

Diger bir oksidasyon iiriinii olan timin glikol, hiicre i¢cinde olustuktan 24 saat sonra
kandan temizlenerek idrara geger. Idrarda bulunan deoksitimin glikol diyet kaynakli degildir.
Idrar timin glikol diizeyi de oksidatif DNA hasarmin bir belirteci olarak degerlendirilebilir.
Sekil 9’ da 8-OH-guanin ve timin glikol yapilar1 gosterilmistir (47).

2
"'/é\,--f'_u

L,
e NP N

dedksiribog

Sekil 9. 8-OH Guanin ve timin glikol yapilar1 (47)

Endojen ROS’ larin esas kaynagi Oncelikle mitokondrilerdeki oksidatif
metabolizmanin {riinleridir. Serbest oksijen {iriinleri her zaman hiicresel metabolizmanin bir
iiriinii olmayabilir; sitokinlere, biiylime faktorlerine ve spesifik sinyal yolaklarindaki ikincil
habercilere cevap olarak 6zel plazma membran oksidazlari tarafindan da tiretilebilir (65).

Oksidatif DNA hasar1 spesifik ve non-spesifik tamir mekanizmalar1 ile siirekli olarak
tamir edilebilir. Asir1 hasarlanma ve hasarin geri dondiiriilememesi durumunda hiicreler
kontrol organlari tarafindan programli olarak apopitozise yonlendirilirler. Yasayan hiicrelerde
kontrol noktalar1 yolagi aktive olur ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi hasarin giderilebilmesi
icin G1 ve G2 kontrol noktalarinda durdurulur. Hasar giderildikten sonra hiicre dongiisii
tekrar baslatilir. Eger DNA hasar1 onarilamazsa yliksek oranda gen mutasyonlari olusur ve bu
durum malign transformasyonlara yol agabilir. Baz eksizyon tamir mekanizmasi (BER)
oksidatif hasara ugramis DNA bazlarinin tamirinden sorumludur. Hasarli bazlar artan 8-

oksoguanin-DNA glikosilaz 1 (hOGG1) ve apiirinik/apirimidinik endoniikleaz (APE/Ref-1)
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aktivitesiyle ortadan kaldirilir. DNA polimeraz B (DNA Poly ) 8-OH-dG kalintilarinin
kaldirilmasiyla olusan bosluklari uygun baz ile doldurur (31). BER mekanizmasi ile okside
baz hasari1 tamirinin, zincir kiriklarinin ligasyonundan daha yavas bir proses oldugu
bilinmektedir. Yapilan calismalar okside bazlarin BER mekanizmasi ile tamirinin 3 saat,
zincir kiriklarinin ligasyonunun ise 30 dakikalik bir siirede tamamlandigini ortaya koymustur
(66).

DNA hasarinin ¢esitli hastaliklarin etyolojisinde ve yaslanmada 6énemli roller oynadigi
ileri siiriilmekte olup, mitokondrial DNA’ da nokta mutasyonlarin birikiminin yasa bagl
olarak arttigi, bu nedenle 6zellikle mitokondrideki oksidatif DNA hasarinin yaslanma ile
iliskili olabilecegi bildirilmistir (67).

Oksidatif stres; ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari, santral
sinir sistemi bozukluklar1 gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaglanmasinda ve dolayisiyla
hiicresel yikim, hiicre hasar1 ve hiicre 6liimiinde rol oynayan 6nemli bir mekanizma olarak

son yillarda biiylik 6nem kazanmistir (50, 68).

2.2.5.1. Cekirdek DNA’ sinda gelisen oksidatif hasar

Stabil bir molekiil olan DNA da, lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi spontan
kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin
giinde ylizlerce kez oksidatif hasara maruz kaldigir one siiriilmiistiir (54). DNA hasart ve
onarimi arasindaki denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeylerde hasar, saglikli bireylerde de
saptanmaktadir. Yeni dogan sicanlarda dahi oksidatif baz modifikasyonunun (8-OH-dG)
oldugu gosterilmistir (69).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki
azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin
artmasina yol agmaktadir. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’ da, tek ve ¢ift zincir kiriklar,
abazik alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker-
fosfat omurgast hasar1t meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma

olabilir (70, 71). ROS kaynakli hasarin iki farkli sekilde oldugu 6ne siiriilmektedir:

1- Fenton Kimyasi hipotezinde OH" radikalleri DNA’ ya saldirarak hasar olusturur. H,O,, O’
gibi radikaller dogrudan DNA hasar1 olusturamazlar. OH" radikalinin DNA iizerine etkili
olabilmesi i¢gin bizzat DNA’ da veya c¢ok yakininda olusmasi gerekmektedir. DNA ¢ok sayida
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negatif yiiklii fosfat gruplar icerdiginden, gesitli katyonlar1 baglama yetenegine sahip biiytik
bir anyondur. Fe™/" ve Cu™""? iyonlar1 negatif yiiklii DNA’ ya siirekli bagl 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 (53, 54). DNA’ ya
bagli metal iyonlar1 ile HO,” nin DNA {izerindeki reaksiyonu sonucu olusan OH" radikalleri,

OH" radikal temizleyicileri tarafindan uzaklastirllamamaktadir. Ayrica, OH" radikal

temizleyicilerinin olusturdugu radikaller de DNA’ ya hasar verebilmektedirler (72).

2- Niikleaz Aktivasyonu hipotezine gore oksidatif stres; sitozolik Ca™ iyon konsantrasyonunda
biiyiik bir artisa neden olarak, nukleusdaki Ca™ bagimli endonukleazlar1 aktive etmekte ve
DNA’ nin fragmantasyonuna neden olmaktadir. Nukleaz aktivasyonu DNA bazlarinda
kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir. Ca™ selatérlerinin kullanimi ile DNA hasarmnin
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 tiiriinii
etkilemektedir (73).

Reaktif azot tiirleri (RAS; NO,, ONOOH, N,0O; HNO;) DNA bazlarinin
nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RAS etkisi ile sitozinden urasil,
guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olusmaktadir. DNA’ da oksidatif hasar ile ilk
olusan lezyon, zincir kiriklaridir. Zincir kiriklart DNA onarimi sirasinda niikleaz aktivitesi ile
de olusabileceginden her zaman oksidatif DNA hasarimi gostermemektedir. Tek zincir
kiriklarinda, diger zincirdeki bilgi dogru okunarak, hasarli zincir onarict enzimlerle
onarilabildiginden ¢ift zincir kiriklar1 daha 6nemlidir (71).

DNA’ daki oksidatif hasar yasam ile bagdasmayan yliksek diizeylere ulastiginda
programli hiicre Oliimii (apopitoz) gerceklesmektedir. DNA’ da zincir kiriklarinin
olusumundan sonra DNA onarim mekanizmasinin bir komponenti olan NAD" bagimli poli
ADP-riboz polimeraz enzimi (PARP) aktive olmakta ve DNA hasar1 belirli bir diizeyi
astiginda, asirt NAD' ve ATP tiiketimi sonucunda hiicre 6liime gitmektedir. Hiicrenin NAD"-
bagimli programli oliimii olarak adlandirilan bu olayin, yaygin hasarli DNA’ ya sahip
hiicrelerde, malign potansiyelli somatik mutantlarin olusumunu engellemeye yonelik intihar

yanit oldugu One siiriilmiistiir (74).
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Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak siklikla baz
hasarlari analizlenmistir. Cu™ iyonlarit DNA’ da G-C’ den zengin bolgelerde yiiksek oranda
bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir. Bu nedenle en yaygin
olarak Olglilen baz hasar1 8-OH-dG’ dir. 8-OH-dG, oksidatif DNA baz hasarinin bir belirteci
olarak kabul edilmektedir (70, 71, 75).

2.2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek
i¢in viicutta antioksidan savunma sistemi adi verilen bircok savunma mekanizmalari
gelismistir. Biitlin hiicreler giiclii savunma sistemlerinin varligi ile oksidatif strese karsi
miicadele etmektedirler. Savunma sistemleri; serbest radikal toplayicilar ve bazi enzimlerden
olugsmakta olup, savunma sisteminde oncelikle enzim sistemi etkili olmaktadir. Tablo 6’ da
enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemde gorevli molekiiller verilmistir.
Antioksidanlar reaktif oksijen iiriinlerini inaktive eden ve bu nedenle oksidatif hasar1 6nleyen
ya da geciktiren bilesiklerdir (76). Gidalar ile alinan antioksidanlarin basinda vitamin E,

vitamin C, fenolik bilesikler ve karotenoidler gelir (77).

Tablo 6. Antioksidan Sistem

Enzimatik Non-enzimatik
Stireoksit 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 Albiimin
Mitokondrial sitokrom oksidaz Seruloplazmin Transferrin

Antioksidanlarin oksidatif strese karsi koruyuculuklari, reaktif oksijen bilesiklerine
kars1 reaktivitelerine baglidir. In vitro calismalarda flavonoidler, basit fenolik asitler ve

karotenoidler gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili serbest reaktif oksijen siipiiriiclileri oldugu
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ancak bunlarin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller olabilecegine iliskin bulgular elde
edilmistir. Bu sekonder radikaller hiicre icine ulasip burada lipidler, proteinler ve DNA gibi
kritik hedeflerde sitotoksik ve genotoksik etkilere yol agabilecek degisiklikler yapabilir.
Gidalarda bulunan antikarsinojen oOzellikteki bilesiklerin antioksidan o6zellik tasidigi
bilinmektedir. Bu bilesiklerin islevleri; serbest radikallerin siiptiriillmesi, antioksidan savunma
enzimlerinin aktivitesini artirma ya da redoks hemostazindaki biyokimyasal olaylar
etkilemektir. Bircok rahatsizliga karsi koruyucu oldugu varsayilan antioksidanlar ile ilgili
calismalar in vitro kosullarda yapilmis olup, in vivo caligmalardan elde edilen bilgiler
sinirhidir.  Antioksidan etkinin kansere karst koruyucu rolii heniiz kesin olarak

aydinlatilmamustir (78).

2.2.6.1. Antioksidan etki mekanizmalari

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

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

C. Onarict (repair) etki: Antioksidan o6zellige sahip polifenolik bilesiklerin, BER
mekanizmasinda gorevli olan 8-oxoguanin DNA glikosilaz 1, apiirinik/apirimidinik
endoniikleaz ve DNA polimeraz beta gibi DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve
ekspresyonlarini indiikledigi ortaya konmustur.

D. Zincir kiric1 (Chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak,
zincirlerini kirtp fonksiyonlarin1 engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini

ve mineraller zincir kiric1 6zellik gosterirler (31, 79).

2.3. Oksidatif DNA Hasarini Belirlemede Kullanilan Yontemler

Alkali eliisyon, alkali unwinding, GC-MS, HPLC (elektrokimyasal dedektor ile) ve
comet analizi gliniimiizde oksidatif DNA hasarin1 belirlemede kullanilan yontemlerdir. Alkali
eliisyon ve alkali unwinding giivenilir ve duyarlilig1 yiiksek metodlar olmasina ragmen, comet

analizine gore daha kisith uygulama alanina sahiptirler. HPLC ve GC-MS, DNA hasarini
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belirlemede ileri teknikler olmalarina ragmen islem siiresinin uzun olmasi, daha maliyetli
olmalar1 ve analize hazirlik asamasinda numunelerde, oksidasyon reaksiyonlarinin

gelisebilmesi sebebiyle, comet analizine gore nispeten daha az tercih edilmektedirler (80).

2.3.1 Comet Analizi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Sitogenetik yontemler, mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz kalan topluluklarin
biyolojik izlenmesinde genis dl¢lide kullanilmaktadir. Son yillarda gelisen comet analizi de
cesitli tipte DNA hasarlarinin tespiti icin hassas, hizli ve gilivenilir bir yontem olmasi

nedeniyle yaygin kullanim gérmektedir (62).

2.3.1.1. Tarihce

Tek hiicre jel elektroforez yontemi ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
tek hiicre DNA hasarint goriintiilemek amaciyla gelistirilmistir. Gelistirilen bu teknige gore
hiicreler mikroskobik lamlar iizerindeki agaroz jele gomiilmekte, tuz ve deterjan iceren
cozeltilerle muamele edilip lizize ugratilmakta ve notral sartlarda elektroforez yapilarak, DNA
serbestlestirilmekteydi. Elektrik akimi uygulanmasi, kirilmig ve hafiflemis DNA
fragmanlarmnin, ¢ekirdekten hizla gdgiinii saglamaktaydi. Ozellikle DSB artmis hiicrelerde,
kirtk DNA’ nin katottan anoda gocili floresans bir boya ile boyanarak goriintiilenmekteydi.
Gorlintigleri itibariyle kuyruklu yildiza benzediklerinden comet diye adlandirilan bu
goriintiiler 6l¢iiliip degerlendirilmekteydi (7).

DNA ¢ift sarmal kirilmalarmin tespitine izin veren noétral sartlar, tek sarmal
kirilmalarinin belirlenmesine izin vermemekteydi. Ayrica, DNA’ da hasar olusturan ¢ogu ajan
DNA cift 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 arkadaslar1 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 arkadaglari (1993) ile Singh ve arkadaglari (1994)
tarafindan modifiye protokoller gelistirilmistir (62, 81).

Kullanilan daha giiglii liziz kosullari, proteinlerin % 95 inden fazlasim yok

edebilmektedir. Alkali elektroforez uygulamasi ile alkali labil bolgelerin ve tek zincir
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kiriklarinin basit ve duyarl bir sekilde taninmasi saglanmistir. Pek ¢ok genotoksik ajanin ¢ift
zincir kiriklarindan ¢ok, tek zincir kiriklar1 ve/veya alkali labil bolgeler olusturmasi nedeniyle
metodun bu versiyonu daha ¢ok Onerilir hale gelmistir (81, 82).

Boylelikle comet tekniginin yeni dizayni, insan hiicrelerinin hemen hepsinde DNA
hasar1 biiyiikliigiiniin direkt olarak tespitini saglamaktadir. Bunun yaninda DNA hasar/onarim
tespiti ve mekanizmasi ¢calismalarinda da kullanilabilmektedir (7, 83).

Geleneksel alkali comet protokoliinden ayr1 olarak lezyon spesifik endoniikleazlarin
kullanildig1 modifiye protokoller de vardir. Standart alkali comet yontemi zincir kiriklarini ve
alkali labil bolgeleri belirler. Alkali labil bolgeler apiirinik/apirimidinik alanlar1 temsil eder ve
bu durum hasarlanmis ya da kayip bazlardan kaynaklanir. AP bdlgeleri, BER esnasinda
olusan ara iiriinlerdir ve bazlarda ya da sekerlerde kendiliginden meydana gelir ve kimyasal
kararliligin degisimiyle sonuglanir. pH >13 sartlarinda AP bolgeler kiriklara doniisiir. Normal
hiicrelerde zincir kiriklarinin ve AP bolgelerin yani sira okside bazlar da olusur. Okside
bazlarin varligi comet yontemiyle kolaylikla saptanabilir. Bunun i¢in endoniikleazlarin
kullanildig: ilave bir basamak gerekir. Lizizden sonra, agaroza gomiilii hiicreler lezyon
spesifik endoniikleazlarla muamele edilir. Formamidopirimidin (FPG), okside piirin 8-okso
guanini tanir ve halkas1 ac¢ilmig piirinleri, Endontikleaz III ise okside pirimidinleri zincir
kirigma cevirir. Ozellikle FPG ile modifiye edilmis Comet protokolii, insan hiicrelerindeki
bazal 8-okso guanin seviyesinin belirlenmesinde kullanilir. FPG ayrica alkilasyon hasarlarim
da taniyabilmektedir. Bunlarin disinda T4 pirimidin dimer glikozilaz; siklobiitan pirimidin
dimerlerini zincir kirigma cevirir. Bu 6zelliginden dolayr UV 1s181in verdigi DNA hasarini
belirlemede etkilidir. Urasil DNA glikozilaz ise folat eksikliginden kaynaklanan yanlis

birlesmis urasilleri tanir ve zincir kirigina cevirir (84).

2.3.1.2. Kullanim Alanlari

Comet teknigi tek bir hiicrede DNA hasarimin direk tayininin yani sira, bir
popiilasyondaki tiim hiicrelerin ayn1 oranda hasara ugraylp ugramadiginin tespitine,
dolayisiyla da bir tedavi sirasinda hiicrelerin cevabinin (6zellikle radyoterapi ve
kemoterapide) saptanmasina yardimci olabilmekte, direncli hiicre popiilasyonunun

tanimlanmasin1 saglamaktadir. Comet teknigi; degisik deneysel sartlarda DNA hasar ve
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onarimini incelediginden, son yillarda genotoksisite ve DNA onarim mekanizmalarinin
incelemesinde kullanimi artan bir yontemdir (85-87).

Gilinlimiizde comet teknigi insan popiilasyonlarindan alinan lenfosit orneklerinde
oksidatif hasar, UV ve iyonizan radyasyona duyarliliklarin incelenmesi yoniinden basarili bir
sekilde uygulanmaktadir. Ozellikle biyoizleme (human biomonitoring) c¢alismalarinda,
meslekleri nedeniyle ya da kazayla ¢esitli kimyasal maddelere maruz kalan kisilerde, DNA

hasarinin incelemesinde son yillarda ragbet géren bir tekniktir (86-88).

2.3.1.3. Comet Protokolii

Comet yonteminin alkali protokolii ile diisiik diizeylerdeki zincir kirilmalarini, yiiksek
duyarlhilik ile tayin edilmesi amaglanmigtir. Sekil 10° da alkali comet tekniginin kritik
basamaklar1 gosterilmistir. Singh ve arkadaslar tarafindan gelistirilen alkali comet protokolii
7 basamak icermektedir (7, 62, 89).

1-Mikroskobik lamlarin hazirlanmasi

2-DNA’ nin serbestlesmesi i¢in hiicrelerin lizizi

3-Zincir kiriklar1 gibi lezyonlarin agiga ¢ikmasi icin alkali muamele (pH >13)
4-Alkali sartlarda elektroforez (pH >13)

5-Alkali sartlarin nétralizasyonu (pH = 7.5)

6-DNA’ nin boyanmasi ve comet goriintiilemesi

7-Comet skorlamasi

Yontemdeki uygulama farkliliklarinin ¢ogu elektroforez esnasinda goriiliir; uygulanan
voltaj, elektroforez zamani ve tampondaki tuz konsantrasyonu degistirilebilecek
parametrelerdir (84, 89). Teknigin uygulanmasinda iki tip jel modeli vardir. Tek tabakali jel
ve sandvig jeller. Daha yaygin olarak kullanilan, sandvi¢ modeldir. Singh ve arkadaglarinin
comet protokiinde; az sayida hiicre iceren diisiik kaynama noktali (LMP) agaroz jel, iki
normal kaynama noktali (NMP) agaroz jel tabakasi arasina ince tabaka halinde mikroskobik
lamlar {izerinde sandvi¢ edilir. Gomiilen bu hiicreler, liziz soliisyonunda (pH 10, 100 mM
EDTA, 2.5 mM NaCl, 10 mM Tris , %1(v/v) Triton X-100) bekletilir. En ¢ok tercih edilen
yontem, en az bir saat siireyle, pH >10-12" de, deterjanla ve yiiksek tuz konsantrasyonunda
hiicrelerin bekletilmesi seklindedir. Liziz sirasinda protein ve lipidler uzaklastirilmis, hiicre
membraninda porlar agilmig olur. Ayrica liziz ve alkali muamele basamaklar1 arasinda serbest

DNA, proteinaz K ile muamele edilerek mevcut proteinler uzaklastirilarak g¢esitli enzim ve
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antikorlarla spesifik DNA hasarlar1 arastirilabilir. Elektroforezden 6nce lamlar, alkali
elektroforez soliisyonunda DNA sarmalinin ayrilmasi i¢in bekletilir. Bu sayede tek zincirli
DNA olusturularak SSB ve ALS’ lerin ortaya ¢ikmasi saglanir. Bu soliisyon pH >12 ve diisiik
tuz konsantrasyonunda olmalidir. Uygulanacak olan elektroforez siiresi ve voltaji hiicrelerdeki
DNA gociinii  etkiledigi i¢in, bu parametreler denemelerle standardize edilmelidir.
Elektroforezi takiben lamlarin yikanmasi icin en ¢ok tris tamponu tercih edilir. Boylelikle
DNA’ nin renatiirasyonu saglanmis olur. Son asamada ise, DNA baglayici boyalarla (akridin
oranj, etidyum bromiir, propidyum iyodiir, DAPI, SYBR green, YOYO gibi) floresan renk
olusturulur (7, 90).

L HUCRELER |
é! an \ LAM
gl SO KAPLAMA

Lizis
BOYAMA
NOTRALIZASYON DNA ZiNCiRININ AYRILMASI
L (pH>13, SURE?)

ELEKTROFOREZ /

(Viem?, mA?, pH>13)

Sekil 10. Alkali comet tekniginde kritik basamaklarin sematik gosterimi (7)

2.3.1.4. Comet Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Comet gortintiilerinin degerlendirilmesi 2 sekilde yapilir:
1- Gorsel analiz

2- Bilgisayar analizi
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Gozlemler i¢in 515-600 nm eksitasyon filtreli epi-floresan mikroskop kullanilir. Floresan
boya ile boyanan hiicreler floresan mikroskopta her alana birkag hiicre diisecek sekilde, en
azindan 100 hiicre olacak sekilde degerlendirilir. Comet skorlamasinda en basit yontem gorsel
degerlendirmedir. Hasar biiytikliigii; hasarsizliktan en ¢ok hasara dogru 0-4 arasinda olacak
sekilde smiflandirilir. Gorsel analiz, comet gorintiilerinin degerlendirilmesinde yaygin
kullanima sahiptir. Ozellikle basit olmasi, daha az zaman almasi ve pahali bilgisayar
sistemlerine gereksinim gostermemesi sebebiyle siklikla tercih edilmektedir. Uzman gozlerin
yaptig1 gorsel analiz sonuglart ile bilgisayarli analiz sonuglari arasinda 6nemli farklar

olmadig1 otoritelerce vurgulanmaktadir (83, 85, 87, 88, 90, 91).

Sekil 11. Gorsel analiz ile comet skorlamasi (91)

Gelismis laboratuvarlarda genellikle bilgisayar analizinden yararlanilmaktadir. Son
yillarda ise Ol¢iimler LSM (Laser-scanning microscopy) teknolojisiyle gelistirilmistir.
Boylece sarmal kirilmalarindaki farkliliklar kolaylikla belirlenebilmektedir. Belli bir
bolgedeki DNA miktari, o bolgedeki floresans yogunlugu ile dogru orantilidir. Bu 6zellikten
yararlanarak dijital goriintii sistemlerinde ve analiz yazilim programlarindaki ilerlemeye
paralel olarak daha hassas ve dogru sonug¢ veren miktar tayini yontemleri gelistirilmistir (7,

83, 86, 87, 88, 90).
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2.3.1.5. Comet Tekniginin Avantajlar1 ve Dezavantajlar:

1. Az sayida hiicre gerektirir.

2. Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.

3. Hassastir.

4. Kolay uygulanabilir.

5. Hizlidur.

6. Ekonomiktir.

7. Guivenilirdir.

8. Cesitli tiirlerde DNA hasarlarini tespit edebilir.

9. Tek hiicre seviyesinde bilgi edinilebilir.

10.Endiistriyel toksikoloji, gevresel toksikoloji, genetik toksikoloji, insan biyoizlenimleri,
DNA onarim ve hasarmin temel mekanizmasi gibi ¢aligmalarda kullanilabilmektedir (85, 89).
Yontem in vivo modellerde herhangi bir dokuya da uyarlanabildiginden, sadece hizli ¢ogalan
hiicrelerde uygulanabilir olan diger genotoksisite testlerinden daha iistiindiir. Ayn1 zamanda
tek bir doku hasarini belirlemek de miimkiindiir (89).

Comet analizi, insan c¢aligmalarinda kullanilabilecek en uygun testlerdendir. Ciinkii
radyoaktif maddelerle isaretleme gibi zararli islemleri igermez ve kolaylikla goriinebilir
hiicrelere uygulanabilir. Normalde siklikla kullanilan hiicre grubu, beyaz kan hiicreleridir. Bu
hiicreler rolatif olarak invaziv olmayan yollarla, kolaylikla ayrilabilir ve metoda iyi uyum
saglarlar. Ancak kanser i¢in hedef doku olmamalar1 ve beyaz kan hiicrelerindeki hasarin
gercek hedef dokudaki hasar1 yeterince yansitip yansitmadiginin net olmamasi gibi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bazen cerrahi sonrasi ¢ikarilan dokular kullanilabilmekle
birlikte saglikli kontrol dokusu elde etmek oldukea giictlir. Yontem bukkal ve iiretelyal epitel
hiicreler de denenmistir ancak bu hiicreler, yapilar1 nedeniyle ek proteaz kullanimini ve uzun
bir liziz siiresini gerektirirler (86). Comet yontemi igin hazir ticari kitler kullanima
sunulmakla birlikte, halen manuel uygulamalar gecerliligini korumaktadir. Fakat manuel
uygulamalar, yontemi uygulayan kisiye dogrudan bagl oldugu i¢in kisisel performanstan
fazlasiyla etkilenmektedir. Ayrica comet tekniginin farkli uygulanmasi da sonuglarda

farkliliklara sebep olmaktadir.
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2.3.1.6. Comet Teknigini Etkileyen Faktorler

Comet tekniginin farkli uygulanmasi sonuglar1 etkilemektedir. Ornegin, elektroforez
sartlart (siire, uygulanan voltaj), liziz soliisyonu sartlar1 (tuz konsantrasyonu, siire ve pH),
metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde sartlar standart tutulmalidir.
Bugiinkii mevcut sartlarda, ¢evresel ve fizyolojik degisikliklerin comet yOnteminin
varyasyonlarina katkisini tahmin etmek zordur. Saglikli ve tedavi almamis kisilerde DNA
hasarinda degisiklik olusturan faktorler; yas, hava kirliligi, diyet, cinsiyet, sigara, giines

151g¢1na maruziyet, enfeksiyon ve meslek olarak sayilabilir (62).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1. Cihaz ve Malzemeler

Hiicre kiiltiirti kabini (Heraeus KS-12 Air Flow), 1s1k mikroskobu (Olympus XSZ-D2),
CO; inkiibatorii (Thermo Forma 381), santrifiij (Eppendorf 5810), floresan mikroskop (Nikon
Eclipse E800), hassas terazi (Mettler Toledo AB204-S), pH metre (Hanna instrument), mikro
dalga firin (Altus ALMD 171), ¢alkalayici inkiibator (ShelLab/Sheldon S14-2), vorteks (IKA
Genus 3), magnetik karistirict (Termal), aspiratorlii pipet (JetPip Pipette Aid), membran
filtreleri (Agilent Econofilter 0.2um), semiotomatik pipetler (0.5-10 puL, 10-100 nL, 100-1000
uL), standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklar1, 15 mL’ lik ve 50 mL’ lik steril falkon tiipler,
25 mL, 10 mL ve 2 mL’ lik steril disposible pipetler, steril pipet uclar1 (Sarstedt biosphere
fitler tips), beher, erlen, balonjoje, cam sise gibi ¢esitli cam malzemeler, 5-10-20 ve 50 mL’
lik steril enjektor, steril cerrahi eldiven, UV lamba, etiiv, neubauer lami ve lameli, 0.5 ve 1.5
mL’ lik eppendorf tiipler, 1/3 rodajli lamlar, 24x24 mm lameller, elektroforez tanki,
elektroforez giic kaynagi, pens, yatay ve dikey tip boyama saleleri, lam sepeti, kurutma

kagidi, magnetik bar, parafilm, buzdolabi, ¢eker ocak, tiip sporu.

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Dimetil siilfoksit (DMSO, Carlo Erba reagents), Penisilint+Streptomisin (Gibco
15140), Foetal Bovine Serum (Biochrom S0113), Tripsin/EDTA Soliisyonu (Gibco 25300),
Tripan Blue (Sigma), Etanol (Carlo Erba reagent), DMEM (Biochrom FG 0435), EDTA
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disodyum tuzu (Sigma), NMP Agaroz (Sigma), Agarose Type 1-A Low EEO(Sigma), Poly L-
Lysine(Biochrom), Etidyum Bromiir (Sigma), PBS Tablet (Medicago), H,O, (Labcem), pH
metre kalibrasyon ¢ozeltileri (4.01, 7.00, 9.18), Sodyum Kloriir (NaCl, J.T.Baker), Tris Baz
(Sigma), Triton X-100 (Sigma), Sodyum hidroksit (NaOH, Riedel-de-Haen), %70 lik etanol

cozeltisi.

3.2. Metodlar

3.2.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

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

Temiz bir beher alindi ve icerisine 900 mL kadar saf su konuldu. 10 tane PBS tablet
behere konuldu ve magnetik karistiricitda magnetik bar yardimiyla tabletler ¢oziiniir hale
getirildi. pH metrenin kalibrasyonu yapildiktan sonra ¢ozeltinin pH’ s1 7.4’ e ayarlandi.
Cozelti balon jojeye aktarilarak, saf su ile son hacim 1 L’ ye tamamlandi ve 2-8 °C’ de

saklandi.

Liziz Cozeltisi, pH 10, 250 mL

NaCl, 2.5 M, 37.025 g
EDTA, 100 mM, 9.305 g
TRIS, 10mM, 0.3025g

Her biri tartilarak behere konuldu. Uzerine 200 mL saf su ilave edilip magnetik
karistiricida magnetik bar yardimiyla ¢oziiniir hale getirildi. Kalibre edilmis pH metre ile pH
10’ a ayarlandi. Balon jojeye aktarildiktan sonra saf su ile son hacim 250 mL’ ye tamamland1
ve 2-8 °C’ de saklandi. Kullanilmadan 6nce son konsantrasyonu % 1 (v/v) olacak sekilde

247.5 mL liziz ¢ozeltisi igerisine, 2.5 mL Triton X-100 eklendi.
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Elektroforez Tampon Cozeltisi, pH 13.1, 500 mL

3M NaOH — 60 g NaOH tartildi, 500 mL saf suda ¢oziildii ve 2-8 °C’ de saklandi.
10 mM EDTA — 0.37224 g EDTA tartildi, 100 mL saf suda ¢6ziildii ve 2-8 °C” de sakland.

50 mL 3M NaOH

50 mL 10mM EDTA

10 mL DMSO
Meziirle dlgiilerek behere aktarildi ve lizerine 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 tartild1 ve temiz bir behere aktarildi ve 200 mL kadar saf su igerisinde
magnetik karistiricida magnetik bar yardimiyla ¢oziildii. Cozelti balon jojeye aktarilarak son
hacim saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi ve 2-8 °C’ de saklandi.

LMP Agaroz Jel, % 1 (PBS icinde)

0.1 g LMP agaroz tartildi, tizerine 10 mL PBS (pH 7.5) eklendi. Mikrodalga firinda

orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatilarak hazirlandi.

NMP Agaroz Jel, % 0.5 (PBS icinde)

0.05 g NMP agaroz tartildi, iizerine 10 mL PBS (pH 7.5) eklendi. Mikrodalga firinda

orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatilarak hazirlandi.

Polilizin Kaplama Cozeltisi, 70 mL

7 mL poli L-Lizin, 7 mL PBS ile karistirild1 ve lizerine 56 mL saf su ilave edildi.
Karigim 4 °C’ de saklandi.
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Etidyum Bromiir

100 pg/mL’ lik etidyum bromdiir stok ¢ozeltisinden 16 pL alinarak 40 mL PBS (pH 7.5)
icinde ¢oziildii ve bdylece son konsantrasyonu 0.04 pg/mL olan etidyum bromiir hazirlanmis

oldu.

3.2.2. Jellerin Dokiilecegi Lamlarin Polilizin ve NMP Agaroz ile Kaplanmasi

Lamlar polilizin ile normal kaynama noktali agaroz jelin tutunmasini kolaylastirmak
i¢cin onceden kaplandi (7, 62).

Bu kaplama isleminde sirasiyla;

1) Lamlar ve lameller % 70’ lik alkol ¢ozeltisiyle iyice silinerek oda sicakliginda
kurumaya birakildi.

2) Kuruyan lam alindi, iizerine 75 pL polilizin damlatilip ikinci bir lam ile sandvig
modeliyle sikica bastirilip cekilmek suretiyle polilizinin her iki lam arasinda yayilmasi
sagland1 ve lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3) Kuruyan lamlar alind1 ve {izerine mikrodalga firinin orta 1s1 ayarinda 30 saniye
kaynatilmis % 0.05 lik NMP agaroz ¢ozeltisinden 75 pL aktarilip, kabarcik olusturmadan
lamel kapatildi. Lamel kapatilan lamlar 4 °C’ de 5 dakika bekletildi. Siire sonunda ¢ikarilan

lamlarin tizerindeki lameller ¢ekilerek alindi ve lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.

3.2.3. Propolisin Etanol Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

S.S. Trabzon Merkez Tarimsal Kalkinma Kooperatifi tarafindan, Trabzon ilinin ¢esitli
yorelerinden toplanarak temin edilen ve buzdolabinda -20 °C’ de dondurulmus olan dogal
propolis iirlinli rendelendi. Rendelenen propolis, blenderde toz haline getirildi ve -20 °C’ de

donduruldu.

0.5 gram toz propolis 20 mL saf etanol ile ¢oziildii. Iyice vortekslendikten sonra 60 °C

‘de 150 rpm’ de siirekli calkalanarak 24 saat inkiibe edildi. Siire sonunda calkalayict
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inkiibatorden ¢ikarilan ekstrakt, siizge¢ kagidindan siiziildii ve siipernatantlar 0.2 pm’ lik
steril filtrelerden gecirilerek hiicre kiiltiiriinde kullanima hazir hale getirildi. Bu sekilde
hazirlanan 25 000 pg/mL’ lik konsantrasyondaki propolis ekstraktlar1 daha sonra kullanilmak

tizere 100 er pL halinde aligotlanip -20 °C’ de, karanlikta saklandu.

3.2.4. Hiicre Kiiltiiri

Biitiin hiicre kiiltiirli galismalar1 hiicre kiiltiiri kabininde (air flow kabin) steril ortamda

gerceklestirildi.

3.2.4.1. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

Calismada K.T.U Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ ndan temin edilen
primer fibroblast hiicreleri kullanildi. Fibroblast hiicreleri L-Glutaminli, % 10 FBS, % 1
penisilin+streptomisin igeren DMEM besiyerinde, % 5 CO, ortaminda, 37 °C’ de, T-25 ve T-
75’ lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi.

3.2.4.2. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Biiyiitiilen hiicreler flask yiizeyinin % 70-80 lik kismini kapladiktan sonra hiicre
pasajlamasi yapildi. Pasajlama icin oncelikle hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi. 5
mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA soliisyonu eklendi.
Eklenen tripsin 1 dakika hiicreler iizerinde gezdirildi ve flasklar inkiibatorde 2 dakika
bekletildi. Inkiibasyon sonras1 5° er mL DMEM ile hiicreler falkon tiip igerisinde topland1 ve
hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiijlendi, slipernatant uzaklastirildi. Hiicreler 1
mL besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra T-25 flasklara

uygun sayida (2 x10°) hiicre aktarildi ve toplam besiyeri hacmi de 5 mL’ ye tamamlandi.
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3.2.4.3. Primer Fibroblast Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canlihgin Tespiti

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’ si 10 uL tripan blue
ile karistirilarak neubauer hematositometre camina aktarildi. Isik mikroskobu altinda canli
hiicreler sayildi. Olii hiicrelerde islev gérmeyen Na'-K"~ ATPaz pompasi nedeniyle boya
membran tarafindan absorblanmakta ve disar1 atilamamakta, dolayisiyla hiicreler mavi renkte
goriilmektedir (92). Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlar sari-yesil renkte, 6lii

olanlar mavi renkte goriildii.

3.2.5. Comet Yonteminin Uygulanmasi

Her bir calisma ayni giin i¢inde 3 kere tekrarlandi. Calisilacak hiicreler 24 saat 6nce T-
75’ lik flasklardan tripsinizasyonla kaldirildi1 ve sayilarak T-25’ lik flasklara, flask basina 200
000 hiicre/mL olacak sekilde ekildi. 24 saatin bitiminde planlanan ¢aligma dogrultusunda
flasklara ilgili maddeler ilave edilip, belirlenen siirelerde hiicrelerin bu maddelerle
inkiibasyonu saglandi. Siire sonunda tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler santrifiijlendi, ¢oken
kisim DMEM ile sulandirilarak canlilik sayimi yapildi ve ardindan comet protokolii baglatildi.

Canlilik sayimi ardindan hiicreler comet laboratuvarina getirildi ve bundan sonraki
asamalar miimkiin oldugu kadar karanlikta gerceklestirildi. Onceden polilizin ve NMP agaroz
ile kaplanmis lamlar ¢ikarilip numaralandirilarak, bu asamaya kadar olan her sey laboratuvar
defterine kaydedildi. Farkli gruptaki hiicreleri igeren falkonlardan 40 pL hiicre siispansiyonu
alinarak 0.5 mL’ lik eppendorf tiiplere dagitildi. Bu esnada ¢alisma sabahi hazirlanan LMP
agaroz, mikrodalga firin orta 1s1 ayarinda 30 saniye kaynatildi ve bir miiddet bekletilerek
37 °C’ ye gelmesi saglandi. LMP agarozdan 80 pL alinarak eppendorfa aktarildi ve pipetaj
yapilarak hiicre siispansiyonu ile homojen bir sekilde karigmasi saglandi. Bu karisimdan 80
pL alinarak daha dnceden polilizin ve NMP agaroz ile kaplanmis ve uygun numaradaki lama
otomatik pipet ile yayilarak iizerine lamel kapatildi. 5 lam da bu sekilde hazirlandiktan sonra
lamlar 4 °C’ de 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda buzdolabindan ¢ikarilan lamlar
tizerindeki lameller hafif¢e cekilerek uzaklastirildi ve lamlar tekrar 4 °C’ de 5 dakika
bekletildi. Daha sonra liziz ¢6zeltisi igine son konsantrasyonu % 1 (v/v) olacak sekilde Triton

X-100 ilave edildi ve karigtirildi. Hazirlanan ¢ozelti 4 °C’ de bekleyen hiicreler iizerine
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hafifce tatbik edildi ve hiicreler liziz ¢ozeltisi i¢inde 1 saatlik inkiibasyona birakilarak, lizize
ugratildu.

Bir saatlik lizizden sonra, lamlar liziz ¢oézeltisinden c¢ikarilarak hepsi ayni yone
bakacak sekilde elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki lamlarin iizerini
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.

Alkali muamelenin bitiminde elektroforez tankinin iizerine ve kenarlarina buz akiileri
yerlestirildi. Gii¢ kaynag1 acilarak volt degeri 22 V (1V/cm), akim degeri 300 mA olacak
sekilde ayarland1 ve hiicreler 20 dakika elektroforeze tabi tutuldu.

Elektroforezden sonra lamlar, elektroforez tankindan ¢ikarilarak pH 7.4° de
notralizasyon tamponu igerisinde 20 dakika noétralize edildi. Notral pH degerinde DNA’ nin
renatlirasyonu saglanmis oldu.

40 mL PBS igerisine 16 pL etidyum bromiir ilave edilerek karistirildi. Notralize edilen
DNA’ lar1 igeren lamlar bu boyanin i¢ginde 20 dakika bekletildi. Bu sayede DNA’ nin floresan
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 biiyiitmede degerlendirildi. Skorlamada
gorsel analiz metodu kullanildi. Tiim jel taranarak iist iiste 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 iizere, 0-3 arasinda siniflandirildi. Bag
yapis1 kaybolmus ve asirt uzamis kuyruga sahip, skorlamada +4 derecesine girebilecek DNA
goriintiileri1 degerlendirme dis1 birakildi (92). Calismada kullanilan skala Sekil 12’ de
gosterilmistir.

Cometlerin Skorlanmas:

0 — hasarsiz, kuyruksuz DNA
1 — bas yapis1 korunmus, kuyruk uzunlugu bas ¢apindan kiigiik DNA
2 — kuyruk uzunlugu, basin ¢ap uzunlugundan 1 ile 2 kat1 kadar uzun DNA

3 — kuyruk uzunlugu, basin ¢ap uzunlugundan 2 kattan daha uzun DNA
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0 1 2 3
Sekil 12. Calismada DNA’ larin skorlanmasinda kullanilan skala (91)

Maksimum hasar 300 olabilecek sekilde biitiin lamlar asagidaki formiile gore

skorlandi (92).
Skor=(1xn;)+(2xny)+(3xn3) (n:herskori¢in sayilan hiicre sayis1)

Genotoksik ajan (H,0;) ile indiiklenmis DNA hasarinin propolisle giderilme orani

asagidaki formiile gore hesaplandi (92).

%Azalma = (A-B)/ (A-C)
A: Pozitif kontrol skoru
B: Ekstraktla muamele skoru

C: Negatif kontrol skoru

3.2.6. Fibroblast Hiicre Serisi icin Uygun H,0, Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Denemelerde pozitif kontrol olarak H,O; kullanildi. H,O»; hiicre membranini kolayca
gegebilen ve sitoplazmada Fe™ ve Cu'? gibi metal iyonlarmm varligida enzimatik olmayan
Haber-Weiss ya da Fenton reaksiyonlariyla oldukca radikal ozellik gosteren hidroksil
radikaline doniisebilen, kendisi radikal olmayan bir molekiildiir. Olusan hidroksil radikali tek
ve ¢ift zincir kiriklarinin, alkali labil bolgelerin ve cesitli tipte okside piirin ve pirimidin

bazlarinin olusumunu indiikleyebilir (93).

Bu calismada hiicrelerde; hiicre canliligini azaltmadan, maksimum DNA hasari
verecek H,O, konsantrasyonunun bulunmasi amaglandi (94). Flasklara son konsantrasyonu

20, 30, 40, 50 uM olacak sekilde stok H,O,’ den ilave edilerek, hiicreler genotoksik ajana 5
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dakika maruz birakildi. Daha sonra hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik

sayimi1 yapilip ardindan comet protokolii baslatildi.

3.2.7. Fibroblast Hiicre Serisinin H,O, ile Muamele Siiresinin Belirlenmesi

Hiicre canliligini azaltmadan, maksimum oksidatif DNA hasar1 olusturan H,O,
konsantrasyonu belirlendikten sonra, hiicrelerin bu konsantrasyondaki H,O, ile ne kadar stire
muamele edilmesi gerektigi arastirildi. Belirlenen konsantrasyondaki H,O,’ den her bir flaska
40’ ar pL ilave edilip 5 dakika, 1, 2 ve 4 saatlik siirelerde hiicreler genotoksik ajana maruz
birakildi. Siireler sonunda hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik sayimi

yapilarak ardindan comet protokolii baglatildi.

3.2.8. Etanoliin Fibroblast Hiicre Serisi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Calismada propolisin etanolik ekstraktlari kullanildi. Ana stok konsantrasyonu 25 000
pug/mL’ idi. Bu ana stoktan 1:4 diliisyonla 5000 pg/mL’ lik ara stok hazirland1 ve ¢aligmada
hiicrelere uygulanan biitiin konsantrasyonlar bu ara stoktan kullanildi. Dolayisiyla baslangicta
ekstrakt hazirlarken kullanilan %100’ lik etanol, ara stok hazirlarken 1:4 oraninda diliie
oldugundan buradan gelebilecek toksik etkiyi gozlemleyebilmek adina %20 lik etanolden
flasklara 50° ser uL ilave edildi. Hiicreler bu konsantrasyondaki etanol ile 1 saat inkiibe edildi
ve bu siire sonunda tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik sayimi yapilarak

ardindan comet protokolii baslatildi.

3.2.9. H,0, Kaynakhh DNA Hasarini Engelleyebilecek Propolis

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hiicrelerde toksik etki yaratmadan, H>O, kaynakli DNA hasarim1 engelleyebilecek
propolis konsantrasyonun belirlenmesi igin flasktaki son konsantrasyonu 30, 40, 50, 60, 80,

100, 150, 400 png/mL olacak sekilde propolis ekstraktlari, belirlenen konsantrasyondaki H,O,
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ayni anda flasklara ilave edilerek, hiicreler bu bilesiklerle 1 saat inkiibe edildi. Bu siire
sonunda hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik sayimi yapilarak ardindan

comet protokolii baslatildi.

3.2.10. Fibroblast Hiicre Serisinde Propolisin Uygulanma Protokoliine Gore

Etkinliginin Karsilastirilmasi

Propolisin antigenotoksik etkisini degerlendirebilmek amaciyla hiicreler 3 farkli gruba
ayrildi:

Birinci grupta, hiicreler dnce belirlenmis konsantrasyondaki propolis ile 1 saat inkiibe
edildi, siire sonunda ortama belirlenen konsantrasyonda H,O, ilave edilip 5 dakika sonra
hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik sayimi yapildiktan sonra comet
protokiilii baglatildi.

Ikinci grupta, hiicreler belirlenen konsantrasyonda H,O, ve propolis ile aym anda
ortama verilip, hiicrelerin bu bilesiklere 1 saat maruz kalmasi saglandi. Siire sonunda hiicreler
tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik sayimi yapildiktan sonra comet protokiilii
baslatildi.

Uciincii grupta ise hiicreler 6nce belirlenen konsantrasyonda H,0,ile 5 dakika inkiibe
edildi, siire sonunda ortama belirlenen konsantrasyonda propolis ilave edilip 1 saat sonunda
hiicreler tripsinizasyonla kaldirildi, santrifiijlenip canlilik sayimi yapildiktan sonra comet

protokiilii baglatilda.

3.2.11. istatistiksel Analiz

Elde edilen degerler, aritmetik ortalama + standart sapma (x £+ S.D) olarak ifade edildi.
Veriler SPSS 11.3 (Statistical Package for the Social Sciences) bilgisayar paket programina
aktarilarak, istatistiksel degerlendirmeler yapildi. Gruplar arasindaki iligkinin ortaya
konabilmesi icin One Way ANOVA ve post-hoc Tukey analizleri kullanildi. Comet skoru ve
hiicre canlilig1 verilerinin negatif kontrol grubu ile H>O, ve propolis muamelesine maruz

birakilan hiicreler grubunda karsilastirilmasi yapildi ve p < 0.05 olanlar anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Fibroblast Hiicre Serisi i¢cin Uygun H,0, Konsantrasyonunun Belirlenmesine

Mliskin Sonuclar

Primer fibroblast hiicrelerinde, hiicre canliligini azaltmadan maksimum DNA hasari
olusturacak H,O; konsantrasyonunun bulunmasi i¢in yapilan ¢alismada elde edilen sonuglar
Tablo 7 ve Sekil 13° de verilmistir. Elde edilen bu sonuglara goére bundan sonraki
calismalarda istenilen diizeyde oksidatif hasar yaratmak ic¢in, maksimum comet skoru olan
300 degerine en yakin comet skorunu veren 40 puM’ lik H»O, konsantrasyonunun
kullanilmasina karar verildi. Tablo 7’ de verilen comet skorlarindan 20 ve 30 uM H,0; i¢in
elde edilen degerlerin istenilen diizeyin altinda oldugu gériilmektedir. Ote yandan 50 puM
H,0; ile muamele edilen hiicrelerin comet goriintiilerinde 100 tane 3. derece hasarli DNA
sayilamadigi i¢in comet skorlamasi yapilamadi. Bu preparatlarda maksimum 70 tane 3. derece
hasarli1 DNA sayilabildi. Geri kalanlarini ise bas yapisi tamamen kaybolmus, oldukc¢a uzun
kuyruklu DNA yapilari olusturmaktaydi. Sekil 14’ te, ¢calismada degerlendirmeye alinmayan
kimi otoritelerce 4. derece hasarli olarak kabul edilen bag yapis1 tamamen kaybolmus DNA

fragmanlar1 gosterilmistir (91).
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Tablo 7. Primer fibroblast hiicrelerinde kademeli konsantrasyonlarda verilen H,O,’ ye

karsilik comet skorlar1 ve hiicre canlilig

Negatif 20puM 30uM 40puM 50pM p
Kontrol H,0, H,0, H,0, H,0;
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Comet
Skoru 14+£2.8 | 105+7.1* | 190+ 12.0* | 278 +2.8° _ 0.0001
(x + SD)
Hiicre
Canlihgi(%) | 987419 | 98.4+22 | 983+24 | 963+53 | 943+ 8.0 | 0.869
(x = SD)

* Negatif kontrole gore anlaml fark goriildii ( p < 0.05).

300 -

250 -

200 -

@ Comet Skoru
m Hicre Canhihigi (%)

150 -

100 -

50 -

0 -

Negatif 20 30 40 50
Kontrol

H,O, Konsantrasyonu (uM)

Sekil 13. H,O; konsantrasyonuna bagli olarak comet skoru ve hiicre canlilig1 degisimi
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Sekil 14. 4. derece hasarli, bas yapisi tamamen kaybolmus DNA fragmanlari

4.2. Fibroblast Hiicre Serisinin H,O, ile Muamele Siiresinin Belirlenmesine

Iliskin Sonuglar

Hiicre canliligin1 azaltmadan, maksimum oksidatif DNA hasar1 olusturan H,O,
konsantrasyonu 40 uM olarak belirlendikten sonra, hiicrelerin bu konsantrasyondaki
genotoksik ajana ne kadar maruz birakilmasi gerektigine dair ¢alisma sonuglar1 Tablo 8 ve
Sekil 15° de verilmistir. Genotoksik ajana maruz birakilan hiicrelerde, zamanla artan DNA
tamir hiz1 nedeniyle, muamele siiresi arttik¢a Olclilecek DNA hasarinda azalma oldugu bu
calismayla ortaya konuldu. Hiicre canlilig1 degerlerinde anlamli farklilik olmamasina ragmen
1, 2 ve 4 saatlik H,O, uygulamalarinda comet skorlarinda azalma goriildiigii i¢in, bundan
sonraki ¢aligmalarda istenilen diizeydeki hasarin, 5 dakika boyunca 40 uM konsantrasyondaki

H,0, ile saglanmasina karar verildi.
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Tablo 8. 40 uM H,O; ile muamele edilen hiicrelerde uzayan muamele siiresine bagli olarak

elde edilen comet skorlar1 ve hiicre canlilig

Negatif | 40pM H,0; 40pM 40pM 40pM
kontrol (5 dakika ) H,0, H,0, H,0, p
(1 saat) (2 saat ) (4 saat)
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

Comet Skoru | 7.5+0.7 | 271 +£4.2° 142+£9.2% | 110£6.3" | 59.5+4.9" | 0.0001
(x = SD)

Hiicre

Canliligi (%) | 98.0+1.7 |98.6+23 |98.6+23 |983+1.5 |97.6+2.1 0.964
(x£SD)

* Negatif kontrole gore anlamli fark goriildii (p <0.01).

300 ~

250 +

200 +

150 - @ Comet Skoru

100 +

50 -

0

Negatif 5 dk 1 saat 2 saat 4 saat
Kontrol

Zaman

Sekil 15. 40 uM H,0, ile muamele sonucu zamana bagli comet skoru degisimi
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4.3. Etanoliin Fibroblast Hiicre Serisi Uzerine Etkisinin Belirlenmesine Iliskin

Sonuclar

Propolis ekstrakti hazirlamak i¢in kullanilan etanolden dolay1 olusabilecek DNA
hasarmni1 belirlemek amaciyla yapilan c¢alisma sonucu elde edilen degerler Tablo 9’ da
verilmistir. Elde edilen bu verilerden comet skoru ve hiicre canliligi degerlerinde negatif
kontrole goére anlamli fark olmadigr goriilmektedir. Dolayisiyla fibroblast hiicre serisi
iizerinde %20’ lik etanolden kaynaklanan ilave bir hasar olmadigi bu g¢alisma ile ortaya

konmustur.

Tablo 9. %20’ lik etanoliin DNA hasar1 ve hiicre canlilig iizerine etkisi

% 20’ lik Etanol
Negatif Kontrol muamelesi
p
(n=3) (n=3)
Comet Skoru

16 +1.4 22+2.8 0.115

(x = SD)
Hiicre Canlilig1 (%)

99.3+1.1 98.7+1.2 0.519

(x = SD)

4.4. H,0; Kaynakhh DNA Hasarim1 Engelleyebilecek Propolis Konsantrasyonu

Hiicrelerde toksik etki yaratmadan, H,O, kaynakli DNA hasarini engelleyebilecek
propolis konsantrasyonun belirlenmesine iligkin ¢alisma sonuglar1 Tablo 10 ve Sekil 16° da

verilmistir.




Tablo 10. Propolis konsantrasyonuna bagli olarak comet skoru ve hiicre canliligi degisimi

Comet Skoru Hiicre Canlihig: (%)
(n=3) p (n=3)
(x + SD) (x + SD)

Negatif Kontrol 125+0.7° 0.0001 993+ 1.1
PozitifKontrol (40 uM H,O,) 271 +4.2 98.6 £2.3
30 ug/mL propolis 79.5+6.3" 0.0001 98.0+2.0
40 pg/mL propolis 64 +5.7° 0.0001 98.0£2.0
50 pg/mL propolis 18.3+4.0° 0.0001 99.3+1.1
60 pg/mL propolis 32.5+10.6° 0.0001 99.3+1.1
80 pg/mL propolis 35.5+6.3% 0.0001 98.6+1.1
100 pg/mL propolis 56 +2.8" 0.0001 98.0+£2.0
150 pg/mL propolis 155 +7.1° 0.0001 943+2.5
400 pg/mL propolis — —

*Pozitif kontrole gore anlamli fark goriildi (p < 0.01).

Bu ¢aligmada 30-150 pg/mL etanolik propolis konsantrasyon araliginda H>O, kaynakli

DNA hasarinda pozitif kontrole gdére anlamli fark goriildii. Bu konsantrasyonlar ig¢inden

negatif kontrole en yakin comet skoru degeri 50 ug/mL propolis ekstraktr konsantrasyonunda

elde edildigi icin ve propolisin hiicre serisinde ekstra ylik olusturmamasi adina bundan

sonraki ¢alismalarda bu konsantrasyonun kullanilmasina karar verildi. Calismada kullanilan

maksimum propolis konsantrasyonu 400 pg/mL olup, bu propolis konsantrasyonunda canli

hiicre sayilamadig1 ve comet goriintiilerinde de sadece hiicre kalintilar1 goriilebildigi i¢in 400

pug/mL propolis konsantrasyonunun fibroblast hiicre serisi i¢in toksik doz oldugu sonucuna

varildi.
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300 -
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o Comet Skoru
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m Hucre Canliligi (%)
100 ~
50 -
0 |
Negatif Pozitif 30 40 50 60 80 100 150
Kontrol Kontrol
(40 uM
H202)
Propolis Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 16. Propolis konsantrasyonuna bagli comet skoru ve hiicre canlilig1 degisimi

4.5. Fibroblast Hiicre Serisinde Propolisin Uygulanma Protokoliine Gore

Etkinliginin Karsilastirilmasina fliskin Sonuglar

Propolisin ~ farkli  muamele  protokollerindeki  antigenotoksik  etkinligini
karsilastirabilmek icin, hiicreler propolisle 3 farkli muamele protokiiliine maruz birakildi.
Hiicrelerin, 50 pg/mL etanolik propolis ekstraktiyla; genotoksik ajandan 6nce, genotoksik
ajanla ayn1 anda ve genotoksik ajandan sonra muamelesi sonucu elde edilen comet sayilari
Tablo 11° de, comet skorlar1 ve hiicre canliligi degerleri Tablo 12 ve Sekil 17° de
gosterilmistir. Propolisin muamele protokoliine gore DNA hasarindaki % azalma Tablo 13’ te

verilmistir.



Tablo 11. Propolisin uygulanma protokoliine gore elde edilen comet sayilari

0 (Hasarsiz 1. Derece 2. Derece 3. Derece
Hiicre Hasarh Hasarh Hasarh
Sayisi) Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayisi
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
(x £ SD) (x + SD) (x £ SD) (x £ SD)
Negatif
Kontrol 86.3+3.2 123 +3.8 0.6+0.5 0.6+1.1
Pozitif
Kontrol 50+43 10.0+4.6 20+2.0 83.0+£7.0
(40uM H,0,)
Protokol I
(On 78.6 3.0 19.0+2.6 1.3+£1.5 1.3+£0.6
Muamele)
Protokol II
(Anlik 83.6+£2.9 15.0+2.6 0.6+0.6 0.6+1.1
Muamele)
Protokol III
(Sonradan 84.0£2.9 16.0£2.8 0.0+0.0 0.0+0.0
Muamele)

52

Tablo 11° de propolisin uygulanma protokoliine gore kontrol gruplarindaki ve

propolisle muamele gruplarindaki comet goriintiilerinde sayilan 100 hiicrenin hasar derecesine
gore siniflandirilmasi goriilmektedir. Her iic muamele protokoliinde de pozitif kontrole gore 2.
ve 3. derece hasarli hiicre sayisi oldukca azalmis, hatta sonradan muamele protokoliinde 2. ve
3. dereceden hiicreye rastlanmamistir. Her 3 muamele protokoliinde de hasarli hiicrelerin
biiylik ¢cogunlugunu 1. derece hasarli hiicreler olusturmaktadir. Bu comet sayilarindan yola

c¢ikilarak her grup i¢in hesaplanan comet skoru degerleri Tablo 12’ de goriilmektedir.
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Tablo 12. Propolisin uygulanma protokollerine gore elde edilen comet skorlari ve

hiicre canlilig1

Comet Skoru Hiicre Canlihig: (%)
(n=3) p (n=3)
(x = SD) (x £ SD)
Negatif Kontrol 156+1.5° 0.0001 993+1.2
Pozitif Kontrol (40 uM H,0,) 266.3 + 14.5 983+ 1.5
Protokol I 25.6 £ 4.0° 0.0001 98.0+2.0
Protokol II 18.3 £4.0° 0.0001 98.6+2.3
Protokol III 16.0 +2.8" 0.0001 99.3+1.2

*Pozitif kontrole gore anlamli fark goriildi (p < 0.01).

300 -

250 -
200 -
100 -

50 -

N ] - _—

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Protokol 1 Protokol 2 Protokol 3

Sekil 18. Propolisin uygulanma protokoliine gére comet skorlari

Protokol 1: Hiicrelerin 50 pg/mL’ lik etanolik propolis ekstraktiyla 1 saat ve ardindan 40 uM
H,0, ile 5 dakika muamelesi (On Muamele)
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Protokol 2: Hiicrelerin 50 pg/mL’ lik etanolik propolis ekstraktiyla ve 40 uM H,0, ile 1 saat

muamelesi (Anlik Muamele)

Protokol 3: Hiicrelerin 40 pM H,O; ile 5 dakika ve ardindan 50 pg/mL’ lik etanolik propolis

ekstraktiyla 1 saat muamelesi (Sonradan Muamele)

Protokol 1 i¢in hesaplanan DNA hasarindaki azalma;

% Azalma= (266.3 - 25.6) / (266.3 - 15.6) = 0.96 x 100 = % 96

Protokol 2 i¢in hesaplanan DNA hasarindaki azalma;

% Azalma= (266.3 - 18.3) / (266.3 - 15.6) = 0.9892 x 100 = % 98.92

Protokol 3 i¢in hesaplanan DNA hasarindaki azalma;

% Azalma= (266.3 - 16) / (266.3 -15.6) = 0.9984 x 100 = % 99.84

Tablo 13. Propolisin muamele protokoliine gére DNA hasarindaki % azalma

% Azalma
Protokol 1 % 96
Protokol 2 % 98.92
Protokol 3 % 99.84

Propolisin uygulanma protokiine gore etkinliginin incelendigi bu g¢alismada hiicre
canliligi degerlerinde anlamli fark goriilmemekle birlikte etanolik propolis ekstraklarinin her
iic muamele protokoliinde de H,O, kaynaklt DNA hasarini engelledigi goriildii. Propolisin
DNA hasarindaki azaltici etkisinin matematiksel ifadesi icin her protokolde DNA
hasarindaki % azalma hesapland1 ve elde edilen sonuglara gore protokoller arasinda DNA
hasarin1 azaltma bakimindan ¢ok biiyiik fark olmamakla birlikte en iyi sonucun sonradan

muamele protokoliinde elde edildigi goriildii.




5. TARTISMA

Giliniimiizde kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etmenlerinin bu ilaglara direng gelistirmesi insanlar1 dogal ila¢ olarak bilinen iirlinlerin
tiikketimine yoneltmistir. Bu dogal iirlinler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan birisi de
ar1 triinleridir. Ar triinlerinin tedavi amaciyla kullanilmasina Apiterapi denilmektedir (1).
Insanoglu ar iiriinlerinden biri olan propolisi ¢ok eski ¢aglardan beri farkli amaglar igin
kullanmistir fakat insanlik i¢in bu reginemsi yapinin kesfedilen yararlar1 heniiz ¢ok az
aydinlatilabilmistir (8). Propolisin polifenoller yoniinden zengin oldugu ve bu polifenollerin
antioksidan, antimutajenik, timorisidal, antikarsinojenik ve antiinflamatuar 6zellikler tagidigi
bilinmektedir. Bu 06zelliklerinden dolay:r hastaliklardan korunma ve genom kararliliginin
stirdiiriilmesinde faydali olabilecegi diisliniilmektedir (35). Bu agidan bakildiginda dogal
irlinlerin giivenilirligi ve etkinligi, yapilacak mutajenite ve antimutajenite calismalariyla
ortaya konulmalidir (31). Yaptigimiz ¢alismada propolisin etanolik ekstraktlarinin anlik
muamele protokiinde en iyi iyilestirmeyi 50 pg/mL konsantrasyonda gostermekle birlikte,
30-150 pg/mL konsantrasyon araliginda, fibroblast hiicre serilerinde genotoksik etki
yaratmadan, H,O, kaynakli DNA hasarin1 engelledigi goriildi.

Propolisin biyolojik aktivitesinden sorumlu bilesenler; polifenolik bilesikler ve esas
olarak flavonoidlerdir (35). Artik glinlimiizde birgok flavonoid tiirii ile bu tiir antimutajenite
ve antigenotoksisite ¢alismalar1 yapilmaktadir. Calismamizda propolis igeriginde bulunan
flavonoidlerden sadece birisini izole edip ¢alismak yerine, total propolis ekstrakti kullanip
hem dogal ve yoresel bir iirlinlimiiz olan propolisin, bugiline kadar ortaya konmamis olan
muhtemel antigenotoksik o6zelligini ortaya koymayr hem de DNA hasarinin 6nlenmesinde
propolisin sinerjik etkisini gormeyi tercih ettik

In vitro antigenotoksisite ¢alismalarinda; DNA hasar1 yaratmak igin, metil

metansiilfonat (MMS), H,O,, ferroz siilfat, tersiyer biitil hidroperoksit (t-BHP), formaldehit,
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1,2-dimetilhidrazin, doksorubisin gibi kimyasallar kullanilmaktadir (31, 92, 95, 96, 97, 98).
Calismamizda fibroblast hiicre serilerinde oksidatif stres olusturmak i¢in bu kimyasallar
arasindan H,O,’ yi sectik. H,O,, hiicre membranin1 kolayca gegebilen ve sitoplazmada Fe'™
ve Cu™ gibi metal iyonlarnin varhginda enzimatik olmayan Haber-Weiss ya da Fenton
reaksiyonlartyla oldukca radikal ozellik gosteren hidroksil radikaline doniisebilen kendisi
radikal olmayan bir molekiildiir. Olusan hidroksil radikali tek ve ¢ift zincir kiriklarinin, alkali
labil bolgelerin ve ¢esitli tipte okside piirin ve pirimidin bazlarinin olusumunu indiikleyebilir
(93).

Oksidatif strese karsi hiicre direnci; hiicre tipleri arasinda farklilik gosterebilecegi gibi
ayn1 tipteki hiicrelerde bile farkli direng tablolariyla karsilasilmaktadir. Bu nedenle deneysel
olarak ayni derecede hasar yaratilan hiicrelerde dahi, tamamen aynmi cevabin alinmasi
beklenmemelidir. Hiicrelerin asir1 H,O,’ ye maruz birakilmast DNA’ y1 pargalara ayiracak ve
olusan parcalar comet yontemiyle goriilemeyecegi icin hiicreleri parcalamadan, maksimum
hasar verebilecek doz secilmelidir (94). Yapilan ¢alismalarda, DNA hasar1 yaratmak igin
kullanilan H,O; konsantrasyonunun, kullanilan hiicre tipine gore oldukga farklilik gosterdigi
belirlenmigtir. Farkli orjinli fibroblast hiicre serilerinde 10-100 pM konsantrasyon araliginda
H,0; kullanildig1 gériilmiisttir (96, 99, 100, 101, 102). Bu ac¢idan bakildiginda yaptigimiz
calismada kullandigimiz fibroblast hiicre serileri i¢in belirledigimiz 40 pM hasarlayici
konsantrasyonu literatiirle uyumlu bir degerdir.

Genotoksisite testleri 1970’ lerden beri kullanilmaktadir ve giiniimiize kadar birgok in
VivOo ve in vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. In vitro bakteriyel reverse-mutasyon testi
(Ames Testi), kromozomal hasar i¢in in vitro timidin kinaz testi, in vivo mikronukleus testi,
kromozom aberasyon testi, floresans in situ hibridizasyon (FISH) ve comet analizi bu
yontemler arasinda sayilabilir. Bu yontemlerden comet analizi 6zellikle kimyasal bilesiklerin
genotoksisite lizerine etkisinin belirlenmesinde olduk¢a yaygin kullanilan bir yontemdir (62,
99). Biz ¢aligmamizda hem c¢alisma prensibine uygun olmasi, hem de kolay, hassas, hizli,
ekonomik, giivenilir olmasi (85, 89) gibi diger yontemlere olan tstiinliiklerinden dolay1 comet
analizini tercih ettik.

In vitro genotoksisite ¢aligmalarinda genotoksik ajanlar tarafindan yaratilan DNA
hasarinin engellenmesinde, propolisin ve onun botanik orjinlerinin etil asetathl ve cesitli
oranlarda hazirlanmis etanolik ekstraktlar1 kullanilmaktadir. Bu sekilde gerceklestirilen
calismalarda, propolis ekstraktlari ile DNA hasarinin engellendigi ortaya konmustur (4, 37, 92,

97). Biz calismamizda propolisin etanolik ekstraktlarini kullanmay1 tercih ettik ve yaptigimiz
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calismada propolis ekstrakti hazirlamada kullanilan etanoliin, hiicreler lizerinde herhangi bir
genotoksik etki gostermedigini ortaya koyduk.

Propolisin antigenotoksik ve antimutajenik aktivitesinin ortaya konabilmesi i¢in gerek
in vivo gerekse in vitro pek cok calisma yapilmistir. Munari ve arkadaslari yaptiklar
caligmada, yesil propolisin ana botanik kaynaklarindan biri olan Baccharis dracunculifolia’
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
dracunculifoli’ nin polifenolik iceriginin hem serbest radikal toplayicisi olarak gorev yapmasi
hem de DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini attirmak suretiyle ortaya ¢iktigini
savunmuglardir. Baccharis dracunculifolia ekstraktlariyla mutajenden Once muamele
protokoliinde, DNA hasarinda herhangi bir azalma gorilmemistir. Yine ayni calismada
Baccharis dracunculifolia’ nin etil asetat ekstraklarinm 200 ve 400 pg/mL
konsantrasyonlarda hiicreler icin toksik etki gosterdigi ortaya konmustur (92). Bizim
calismamizda da H,0O, ile olusturulan oksidatif baz hasarina karsi, propolisin hangi muamele
protokiinde en iyi iyilestirme gdsterecegi ortaya konuldu. Hiicrelerin 50 pg/mL’ lik etanolik
propolis ekstraktiyla, 40 uM H,0O,’ den 6nce, ayn1 anda ve sonradan 1 saat muamelesi sonucu
elde edilen comet skorlarinda pozitif kontrole goére anlaml fark goriildii (p < 0.01). Propolisin
etanolik ekstraktlarinin 400 pg/mL’ lik konsantrasyonda primer fibroblast hiicre serisi i¢in
toksik etki gosterdigi belirlendi.

Propolisin diisiik konsantrasyonlarda kimyasallarin zararli etkilerini dnleyici, yiiksek
konsantrasyonlarda ise mutajenik etki gostermesi onun karakteristik bir janus bilesigi
olmasiyla acgiklanabilir. 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 siiresi belirler. Von Borstel
ve Higgins’ e gore kimyasal bilesiklerin Janus aktivite gostermesinde pek cok molekiiler
mekanizma goérev 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 gore pro-oksidant ya da radikal toplayici olarak
gorev yaparak mutajenik veya antimutajenik etki gosterebilirler (4, 103, 104). De Flora’ ya
gbre biyopolifenoller; antimutajenik ve antikarsinojenik etkilerini sadece radikallerin

yayilmasint engellemekle degil, ayn1 zamanda ortamdaki gecis metallerini selatlayarak ve
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radikal {iretici reaksiyonlar1 inhibe ederek, dolayisiyla radikal olusumunu Onleyerek
gosterirler (92).

Calismamizda, propolisle 6n muamele ve anlik muamele protokollerinde goriilen
iyilestirici etki onun desmutajen 6zelligiyle, mutajenden sonra muamele protokiinde goriilen
iyilesme onun biyoantimutajen Ozelliginden kaynaklaniyor olabilir. Desmutajenler;
mutajenler ya da onlarin onciilleriyle dogrudan etkilesirler, onlara geri doniisiimsiiz olarak
baglanarak inaktif olmalarini, boylelikle ortamdaki biyomolekiiliin korunmasini saglarlar.
Biyoantimutajenler ise, DNA’ nin korunmasinda ve tamirindeki fizyolojik mekanizmalarda
rol alirlar, mutajenik etkinin geri dondiiriilmesinde gorev alip, mutasyonlarin birikmesini
engellerler (92).

Lima ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada rat kolon hiicrelerinde 1,2-dimetilhidrazin ile
indiiklenmis DNA hasarini, propolisin antimutajenik 6zelligiyle giderdiklerini comet analizi
ile ortaya koyarken, Tavares ve arkadaslari yaptiklari calismada yesil propolisin etanolik
ekstraklarinin CHO (Chinese hamster ovary cells) hiicre serisinde bir kemoterap6tik ajan olan
ve DNA bazlar arasina interkalasyon yaparak cift zincir kiriklar1 olusturan doksorubisin ile
indiiklenmis kromozom hasarii 12,5 pg/mL konsantrasyonda, anlik muamele setinde 6nemli
Olgiide azalttigini ortaya koymuslardir ve bu iyilesmenin propolisteki flavonoidlerin
antioksidan kapasitesine bagli olarak radikal toplama Ozelliginden ileri geldigini One
stirmiislerdir. Yine ayni caligmada yesil propolisin etanolik ekstraklarinin 100 pg/mL
konsantrasyonda CHO hiicre serisinde mutajenik etki gosterdigi de ortaya konmustur (95, 97).

Gao ve arkadaslari, LNCaP (insan prostat kanser) hiicre serisi ilizerinde yaptiklari
calismada bir flavonoid olan naringeninin; ferroz siilfat ile yaratilan DNA hasarimi
engellemede baz eksizyon tamir mekanizmasinda gorevli olan 8-oksoguanin-DNA-glikosilaz
ve DNA polimeraz beta enzimlerinin ekpresyonunu arttirmak suretiyle etki gosterdigini ve
DNA hasarmi engelledigini ortaya koymuslardir. Ayni calismada baz eksizyon tamir
mekanizmasinda  gorevli olan  apiirinik/apirimidinik  endoniikleazin  (APE/Ref-1)
ekspresyonunda anlamli bir artis goriilmemistir. Bunun nedeni APE/Ref-1° in mRNA
ekpresyonunun stabilitesinin, DNA’ ya baglanan ¢ok sayida transkripsiyon faktorii i¢in sinyal
transdiiksiyonunda merkezi bir rol teskil etmesinden kaynaklanabilecegi seklinde
yorumlanmustir (31).

Chen ve arkadaglar1 NIH3T3 fare fibroblast hiicre serisinde yaptiklari calismada
Scutellaria baicalensis bitkisinin koklerinden izole edilen bir flavonoid olan baicalinin H,O,
ile uyarilmis DNA hasar1 iizerine koruyucu etkisinin olup olmadigini incelemislerdir.

Hiicrelerin 24 saatlik baicalin ile 6n muamelesi sonrasi 15 dakikalik H,O, muamelesine kars1
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baicalin ile muamele edilmeyen pozitif kontrol grubuna goére DNA hasarinda anlamli bir
azalmanin oldugunu ve bunun baicalinin antioksidan Ozelliginin yani sira DNA tamir
sistemini stimiile etmesinden kaynaklandigini bildirirlerken; Lee ve arkadaslari yaptiklar
calismada propolisteki aktif komponentlerden biri olan CAPE’ nin HepG2 hepatosit hiicre
serisinde tersiyer-biitil hidroperoksit (t-BHP) ile indiiklenmis DNA hasarin1 doza bagiml
olarak engelledigini comet analizi ile ortaya koymuslardir. Bu durumu CAPE’ nin iyi bir
serbest radikal toplayici bilesik olmasiyla aciklamislardir (96, 98).

Silva ve arkadaslar1 PC 12 hiicre serisinde yaptiklar1 c¢aligmada polifenolik
bilesiklerden luteolin, kuersetin ve rosmarinik asidin, t-BHP ve 1518a duyarli bilesik olan
Ro019-8022 ile uyarilmis DNA hasar iizerine etkilerini aragtirmislar; luteolin ve kuersetinin
yiiksek radikal toplayici 6zellikleri ile, rosmarinik asidin ise dogrudan DNA tamirinde gérevli
OGG1 enziminin ekspresyonunu arttirmak suretiyle DNA hasarmi engellediklerini tespit
ederlerken; Horvathova ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada K562 insan miyelojendz 16semi
hiicre serisinde, aralarinda yapisal farkliliklar olan flavonoid gesitlerinden kuersetin, rutin,
luteolin ve apigeninin, H,0, ile indiiklenmis DNA hasar iizerine etkilerini arastirmislar;
luteolin ve kuersetinin ¢ok kuvvetli, rutinin ise zayif antigenotoksik etki gdosterdigi sonucuna
varmiglardir. Yine aynmi ¢aligmada apigeninin, H,O, kaynaklit DNA hasarin1 engellemede
etkisiz oldugu ve flavonoidlerin antigenotoksik ozelliklerinin yapilariyla yakindan iligkili
oldugu bildirilmistir (46, 105).

Min ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada Caco-2 hiicre serisinde H,O; ile indiiklenmis
DNA hasarimin engellenmesinde, kuersetinin muhtemel etki mekanizmasini arastirmiglar ve
kuersetinin, H,O, kaynakli DNA hasarini hem radikal toplayici 6zelligiyle hem de DNA tamir
enzimlerinden hOGGI1 ekspresyonunu modiile etmek suretiyle DNA tamir kapasitesini
arttirarak ortaya koydugunu bildirmislerdir (106).

Delgado ve arkadaglart HepG2 insan hepatoma hiicre serisinde N-nitrozodibiitilamin
(NDBA) ve N-nitrosopiperidin (NPIP) ile indiiklenmis DNA hasarimin giderilmesinde
mirisetin, kuersetin, (+)-katesin ve (-)-epikatesinin etkinligini incelemislerdir. Bu
flavonoidlerden; (+)-katesin ve (-)-epikatesinin hem NDBA hem de NPIP kaynakli,
mirisetinin sadece NDBA kaynakli ve kuersetinin ise sadece NPIP kaynakli DNA hasarina
kars1 koruyucu etki gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu farkliligi; flavonoidlerin halka
yapilarindaki hidroksil gruplarinin, farkli yerlesiminden kaynaklandigina baglamislardir.
Dolayisiyla flavonoidlerin serbest radikal toplama kapasitelerinin, kimyasal yapilariyla yakin

iligki igerisinde oldugunu bildirmislerdir (107).
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Yukarida bahsedilen c¢alismalarda propolisin flavonoid ve polifenolik igerigine bagh
olarak gosterdigi biyolojik etkilere paralel olarak ¢alismamizda Trabzon yoéresinden temin
edilen propolisin etanolik ekstraktlarini kullanarak, fibroblast hiicre serisindeki H,O; kaynakli
DNA hasarininin engellendigini ortaya koyduk. Yoremiz propolisinin gosterdigi bu
antigenotoksik aktivitenin, onun yiiksek oranda flavonoid tiirevleri igermesinden
kaynaklandigini sdyleyebiliriz. Propolis ilavesinden sonra goriilen, DNA yapisindaki iyilesme
su muhtemel mekanizmalarla acgiklanabilir: Propolis ve onun polifenolik icerigi; ortamdaki
gecis metallerini baglayarak, olusmasi muhtemel Fenton reaksiyonunu engelleyerek DNA’ y1
korumus olabilir. Propolis ve onun flavonoid i¢erigi enzimatik olmayan tamir mekanizmasina
hizmet ederek DNA’ y1 olas1 hidrate elektron ataklarindan koruyor olabilir. Ozellikle anlik ve
onceden muamele protokollerinde goriilen iyilesme bu mekanizmalar iizerinden ilerlemis
olabilir. Propolis ve onun flavonoid igeriginin 8-oxoguanin DNA glikosilaz 1, apiirinik/
apirimidinik endoniikleaz ve DNA polimeraz beta gibi DNA tamir enzimlerinin
indiiklenmesini saglamasi1 da olasidir. Sonradan muamele protokiinde goriilen iyilesme,
muhtemelen DNA tamir enzimlerinin gerek aktivitelerinin gerekse ekspresyon seviyelerinin
arttirllmas1  yoluyla gerceklesmektedir. Flavonoidlerin; hemoksijenaz-1, mitokondrial
stiperoksit dismutaz ve y-glutamil sisteinil sentetazin regiilatdr alt biriminin antioksidan

etkilerini arttirdig1 da ¢alismalarla ortaya konmustur (37).



6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuglar

1. Calismada kullanilan fibroblast hiicre serisinde yiiksek 6liim orani yaratmadan maksimum
DNA hasar olusturacak H,O, konsantrasyonu 40 uM, bu konsantrasyondaki H,O; ile uygun
muamele stiresi 5 dakika olarak bulundu.

2. %20’ lik etanole maruz kalan hiicrelerin, kontrol grubuna gdre hiicre canlilig1 ve comet
skorlar1 degerlerinde anlamli fark goériilmedi (p > 0.05).

3. Hiicrelerde toksik etki yaratmadan, H,O, kaynakli DNA hasarin1 engelleyebilecek propolis
konsantrasyonlar1 50-60-80 pg/mL olarak bulundu. Bu konsantrasyonlar i¢inden hiicrelerde
ekstra ylik olusturmayacak en diisilk konsantrasyon olan 50 pg/mL secildi ve calisma bu
konsantrasyondaki etanolik propolis ekstraktiyla siirdiiriildi. 400 pg/mL  propolis
konsantrasyonunun fibroblast hiicre serisi i¢in toksik doz oldugu ortaya konuldu.

4. Fibroblast hiicrelerinin 50 pg/mL’ lik etanolik propolis ekstraktiyla, 40 uM H,O, den 6nce,
ayni anda ve sonradan 1 saat muamelesi sonucu elde edilen comet skorlar1 ve hiicre canliligi
degerlerinde pozitif kontrole gore anlamli fark goriildi (p < 0.01).

5. Hiicrelerin, 50 pg/mL etanolik propolis ekstraktiyla; genotoksik ajandan dnce, genotoksik
ajanla ayn1 anda ve genotoksik ajandan sonra muamelesi sonucu DNA hasarindaki % azalma

sirasiyla; % 96, % 98.92 ve % 99.84 olarak saptandi.

6.2. Oneriler

1. Bu calisma farkli ¢oziiciilerde hazirlanmis propolis ekstraktlartyla, farkli hiicre serilerinde

de yapilabilir.



62

2. Propolisi ¢ozmede kullanilan farkli ¢oziiciiler, farkli molekiilleri ekstrakte edecegi igin,
kullanilan ekstraktin, kalitatif ve kantitatif icerigi HPLC ve GC-MS gibi ileri kromatografik
yontemlerle ortaya konabilir.

3. Bu sekilde yapilacak propolis karakterizasyonu ile propolisin antigenotoksik etkisini hangi
etken bilesiklerle yaptigi, literatiir karsilastirmasi ile ortaya konabilir.

4. Propolisin desmutajen 6zelliginin ortaya konmasi i¢in, H>O; ile muamele 6ncesi propolise
maruz birakilan grup ile negatif ve pozitif kontrol grubunda ortamdaki metal iyonu
konsantrasyonu Olgiilerek, bu etkide propolisin  metal selatorii 6zelliginin  rolii
degerlendirilebilir.

5. Propolisin endojen antioksidan sistemde gorevli enzimlerin ( katalaz, glutatyon rediiktaz,
glutatyon peroksidaz gibi) aktivitesi ilizerinden etki gosterip gostermedigi, bu enzimlerin
aktivitesi Olctilerek ortaya konabilir.

6. Hiicrelerin bulundugu ortamda total antioksidan ve total oksidan kapasite oOl¢iilerek,
propolis ilave edilen grupta antioksidan ve oksidan kapasitenin degisimi incelenebilir.

7. Propolisin biyoantimutajen 6zelliginin ortaya konmasi i¢in H,O, ile muamele sonrasi
propolise maruz birakilan grup ile negatif ve pozitif kontrol grubu arasinda RT-PCR ile DNA
tamir enzimlerinin ekspresyonuna bakilabilir.

8. Deneysel hayvan galismalar1 ile propolisin ayni etkileri in vivo kosullarda gerceklestirip

gerceklestiremedigi incelenebilir.



7.OZET

Propolis, polifenolik bilesikler ve flavonoidler agisindan zengin, toplandigi bolgenin
cografyasina ve iklimine gore kompozisyonu degisebilen, antibakteriyel, antitlimoral,
antiinflamatuar, antioksidatif, antimutajenik ve diger faydali aktiviteleri ile dogal bir ilag
olarak kullanilan Onemli bir ar T{riiniidiir. Propolisin biyolojik etkisi, c¢ogunlukla
flavonoidlerin varligina atfedilmektedir. Reaktif oksijen iirlinlerinin olusumundaki artma,
antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda defekt
olmasi, oksidatif DNA hasart olusumuna yol agmaktadir. Oksidatif hasara bagli olarak
DNA’da; tek ve ¢ift zincir kiriklari, alkali labil bolgeler, baz modifikasyonlari ve seker-fosfat
omurga hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir.
Gilinlimiizde genotoksisite ¢alismalarinda bir¢cok yontem kullanilmakla birlikte; basit, ucuz ve
tekrarlanabilir bir metot olan comet analizi diger yontemlerden bir adim 6ne ¢ikmaktadir. Bu
caligmada, fibroblast hiicre serileri kullanilarak Trabzon propolisinin etanolik ekstraktlarinin
50 pg/mL’ lik konsantrasyonda, H,O, ile indiiklenmis DNA hasar1 iizerine etkisi comet
analizi ile incelendi. Hiicrelerin, 50 pg/mL etanolik propolis ekstraktiyla; genotoksik ajandan
once, genotoksik ajanla ayni anda ve genotoksik ajandan sonra muamelesi sonucu DNA
hasarindaki % azalma sirastyla; % 96, % 98.92 ve % 99.84 olarak saptandi. Sonug olarak
propolisin etanolik ekstraktlarinin; fibroblast hiicre serilerinde, H,O, kaynaklt DNA hasarin

engelledigi ve antigenotoksik aktiviteye sahip olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Propolis, DNA comet analizi, Genotoksisite, Antigenotoksisite, Primer

fibroblast hiicre serileri.



8. SUMMARY
Investigation of effect of propolis extract on H,O,-induced DNA damage in fibroblast

cell lines by comet assay

Propolis is an important bee product, rich of polyphenolic compounds and flavonoids,
it has antibacterial, antitumoral, antienflamatuar, antioxidative, antimutagenic properties and
changeable composition according to climate and geography of harvest region, and is used as
a natural drug with other useful activites. Biological effect of propolis is predominantly
attributed to its content of flavonoids. Increased reactive oxygen species, decreased
antioxidant enzyme levels and/or defects in DNA repair mechanisms result in oxidative DNA
damage. As a result of oxidative damage, single or double strand breaks, alkali-labile sites,
base modifications and sugar-phosphate backbone damage can occur or cross-links between
DNA and proteins may form. However many methods have been used in genotoxicity studies,
comet analysis, a cheap, simple and repeatable method, steps forward other techniques. In the
recent study the effect of ethanolic extracts of Trabzon propolis at the concentration of 50
pug/mL to H,O,-induced DNA damage was investigated in fibroblast cell lines using comet
analysis. Cells were treated with 50 pg/mL ethanolic extracts of propolis before, simultaneous
and after the genotoxic agent and the % decline of DNA damage was determined as % 96, %
98.92, % 99.84, respectively. It was concluded that ethanolic extracts of propolis prevent

H,0,-induced DNA damage in fibroblast cell lines and might have antigenotoxic activity.

Key Words: Propolis, Comet assay, Genotoxicity, Antigenotoxicity, Primary fibroblast cell

lines.
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