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KISALTMALAR ve SIMGELER

DNA
RNA
uv
SCGE
BER
NER
MER
NHEJ
HR
KA
KKD
MN
ROP
ROS
GSH-Px
GSH
GSSG
SOD
TAS
TOS
OSi
RPMI
PBS
FBS

NMP

: Deoksiriboniikleik Asit

: Riboniikleik Asit

: Ultraviole

: Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Single Cell Gel Electrophoresis)
: Baz eksizyon tamiri

: Niikleotid eksizyon tamiri

: Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri
: Serbest Uglarin Non-homolog Baglanmasi
: Homolog Rekombinasyon

: Kromozom Anormallikleri

: Kardes kromatit degigimi

: Mikroniikleus

: Reaktif Oksijen Partikiilleri

: Reaktif Oksijen Uriinleri

: Glutatyon Peroksidaz

- Rediikte Glutatyon

. Glutatyon Disiilfid

: Superoksit Dismutaz

: Total Antioksidan Seviye

- Total Oksidan Seviye

- Oksidatif Stres Indeksi

: Roswell Park Memorial Institute medium

: Fosfat Tamponu(Phosphate buffered saline)
: Fetal Bovine Serum

: Normal erime noktali (normal melting point)
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LMP : Diisiik erime noktali (low melting point)
NSE : Nar suyu ekstrakti

TPT . Standardize toplam nar tannin (standardized total pomegranate tannin) (%85
punicalagin anomerleri, %1,3 ellagik asit, %12 minér ellagitanninler, ellagik
asit glikozitleri)

ET : Ellagitannin

MAPK  : Mitojen ile aktive olan protein kinaz



OZET

Nar Suyu (Punica Granatum) Ekstraktimin Hiicre Kiiltiirii
Ortaminda Genotoksisite Ve Oksidatif Durum Uzerine

Etkilerinin Arastirilmasi

Dr. Murat USTUNEL

Tibbi Biyokimya Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi

Amac¢: Akdeniz havzasinda birkag bin yildir var olan nar, Afganistan ve
Pakistan’dan Himalayalar’a kadar genis bir alanda yetisir. Nar meyvesini; kabugu,
¢ekirdegi ve suyu olmak iizere li¢ bolimde incelemek miimkiindiir. Nar suyu, icerdigi
zengin bilesikler ve minerallerden dolay1 ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yiizyillardir
kullanilmaktadir. Bu galismada nar suyunun, hiicre kiiltiirii ortaminda mononiikleer 16kosit
hiicrelerinde genotoksisite, oksidatif durum ve H,O,’nin (Hidrojen peroksit) genotoksik

etkisine kars1, anti-genotoksik, antioksidatif etkileri arastirilmistir.

Gere¢ ve yontem: In vitro olarak yapilan deneyde, PBS’de ¢ozdiiriilen degisik
konsantrasyonlardaki nar suyu ekstrakti, hiicre kiiltiirii ortaminda mononiikleer 16kosit
hiicrelerine verilip 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra, hiicreler yikanip her gruba
50umol/ml H,0, verilmistir. Her grubun, inkiibasyondan ve hidrojen peroksitten sonra,
comet assay yontemiyle genotoksisitesi ve FErel yontemiyle oksidatif durumu
arastirilmistir.Gruplara SPSS 11.5 programu ile istatistiksel olarak non-parametrik Kruskall
Wallis H ve Mann-Whitney U testleri, korelasyon analizleri igin de Spearman korelasyon

testi uygulanmistir.



Bulgular: Total oksidan Seviyede, negatif kontrol grubu ile 100ug/ml nar suyu
ekstrakti grubu, pozitif kontrol grubu ile 100pg/ml nar suyu ekstrakti + 50pmol H,O,
uygulanan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur(p<0,05 hepsi
igin). Total Oksidan Seviye ile DNA hasar1 arasinda, Sperman korelasyon analizine gore
pozitif korelasyon bulunmustur (p<0,001, rho:849). DNA hasari, negatif kontrol grubu ile
100, 4 ve 1 pg/ml nar suyu ekstrakt gruplari, pozitif kontrol grubu ile 100pg/ml nar suyu
ekstrakti + 50umol H,O; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0.05

hepsi igin).

Sonu¢: Calisma Sonuglarimiza gore, nar suyu, anti-genotoksik ve antioksidatif
etkilere sahiptir. Bu ozelliklerinden dolayi, oksidatif stresin arttigi kronik hastaliklarda,
yaslanmaya bagli hastaliklarda ve kanser tedavisinde oOnleyici ve destekleyici tedaviler

arasinda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Nar suyu, comet assay, genotoksisite, antioksidan, kanser
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ABSTRACT

Investigation of the effects of Pomegranate Juice extract on cell culture
environment upon genotoxicity and oxidative status

Murat USTUNEL, Md

Specialization Thesis, Department of Medical Biochemistry

Purpose: Pomegranate, that has been in Mediterranian Reservoir for ages, has been
grown in a wide region from Afghanistan and Pakistan to Himalayas. It is possible to
divide pomegranate into three parts as juice, seeds and peel. Pomegranate juice have been
used for the treatment of several diseases due to its rich minerals and compounds for
centuries. In this study, on cell culture environment, genotoxicity and oxidative status of
mononuclear leukocyte cells and anti-genotoxic and antioxidative effects of pomegranate

juice against genotoxic effects of H,O, have been researched.

Materials and Methods: In this in vitro experiment, pomegranate juice extract in
different concentrations dissolved in PBS was given to mononuclear leukocytes in a cell
culture environment and incubated for 30 minutes.Subsequently the cells have been
washed and then 50umol/ml H,O, was given to each group. After both incubation and
hydrogen peroxide application of each group, genotoxicity by using comet assay and
oxidative status by using Erel method have been investigated. For statistical analyses SPSS
11.5 for Windows have been used. Non-parametric Kruskall Wallis H and Mann-Whitney
U tests to analyse the difference between the groups and Spearman Correlation test for

correlation analysis have been used.

Results: There are statistically significant differences between the negative control
group and 100 ug/ml Pomegranate Juice Extract group, positive control and 100 pg/ml
Pomegranate Juice Extract + 50umol H,O, group in respect to total oxidant status (p<0,05

for all). A positive correlation between the total oxidant status and DNA damage have been

Xl



identified according to Sperman correlation analysis (p<0,001, rho:849). DNA damage has
been found as significantly different between the groups negative control group and 100, 4,
1 ug/ml Pomegranate Juice Extract groups, positive control and 100 pg/ml Pomegranate

Juice Extract + 50pumol H,O, group (p<0.05 for all).

Conclusion : According to our findings, pomegranate juice has antigenotoxic and
antioxidative effects. Because of these properties, it may be used effectively in the chronic
diseases, aging-related diseases and cancer, in which oxidative stress increased as

preventive and supportive therapy.

Key Words: Pomegranate Juice, Comet Assay, Genotoxicity, Antioxidant, Cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Yasam, canlilik niteligi tasiyan varliklarin yasadiklari siire boyunca kazandiklari
deneyimler ve yasayislarin biitiiniidiir. Molekiiler diizeyde bir yasam programina ve isleyisine
sahip biyolojik yapilar biitiiniine canli denir. Bu yasam programinin diizgiin bir bigimde
calismasi haline de canlilik denir. Yagsam programinin diizgiin bir sekilde ¢alismas1 ve canlilik
islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik talimatlari tagiyan maddeler niikleik
asitlerdir. Niikleik asitler, bilinen yasam formlarinin tiimiinde bulunan niikleotid
birimlerinden olusmus polimerlerdir. En yaygin niikleik asitler deoksiribontiikleik asit (DNA)
ve riboniikleik asit (RNA)’dir. insan hiicresindeki biitiin genetik bilgileri DNA molekiilii
ihtiva ettigi i¢in hiicre iginde meydana gelen biitiin biyolojik olaylarin tek yoneticisi DNA’dir.
Bu nedenle DNA molekiilinde meydana gelen degisiklikler, hiicre isleyisini etkileyerek
yasam programinda kalic1 hasarlara neden olmaktadir. Kalic1 hasarlari 6dnlemek i¢in hiicresel
diizeyde DNA’y1 koruyucu mekanizmalar vardir. Koruyucu mekanizmalar ¢ok ¢esitli olup

bunlarin en dnemlilerinden bir tanesi de antioksidan savunma mekanizmalaridir.

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya
antioksidan savunma denir (1). Antioksidan maddelerin bir kismini diyetimizde (6zellikle
bitki ve meyvelerden) alirken, bir kismini viicut kendisi, serbest radikallere kars1 bir savunma
sistemi olarak iiretir. Antioksidan igerigi zengin olan bitki ve meyveler, tarih boyunca ¢ok
gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmigtir. Teknolojik gelismeler, 6zellikle bitkisel ilag
aragtirmalarina farkli bir boyut getirmistir. Gelistirilen fitokimyasal ayristirma ve analiz
teknikleri ile bitkilerin bilesimleri ¢oziimlenmeye baslanmig, biyolojik yontemlerdeki
(mikrobiyolojik, biyokimyasal, in vitro, in vivo) gelismeler ile bitki 6ziitleri ve bilesenlerinin
etkinligi arastirilabilmistir. Gelisen teknoloji ile bitki ve meyvelerdeki antioksidanlarin,
proteinlerin, molekiillerin DNA iizerine ve hiicre i¢indeki isleyisleri iizerine calismalar

yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir (2).

Epidemiyolojik ¢alismalar, antioksidan bilesiklerin biiylik bir kisminda anti-inflamatér,
anti-atherosklerotik, anti-timér, anti-mutagenik, anti-bakteriyel veya anti-viral aktiviteye
sahip oldugunu gostermektedir. Dogal antioksidanlarin viicuda alinmasi; kardiyovaskiiler

hastaliklar, diyabet ve kanser gibi hastaliklarin riskinin azalmasiyla dogrudan iliskilidir (3).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleik_asit

Tibbi bitkiler; cogunlugu yiiksek antioksidan aktivite gosteren polifenoller, flavonoidler, C
vitamini, E vitamini ve karotenoidler (4), kinonlar, kumarinler, lignanlar, alkaloidler, aminler

gibi serbest radikalleri temizleyen bir¢ok antioksidan ¢esidine sahiptir (3).

DNA ile toksik ajanlarin etkilesmesi sonucu genlerde ortaya ¢ikan ve gelecek nesillere
tasinan toksisite ‘genotoksisite’ olarak adlandirilmaktadir (5). Genotoksisite testleri esas
olarak kanserden korunmada, gevresel etkenlerin (UV, irradyasyon), endiistriyel kimyasallarin
etkisini arastirmada, ilaglarin piyasaya siiriilmeden 6nce toksik etkilerini ve giivenilirligini
arastirmada kulanilmaktadir (6). Comet assay teknigi de genoksisiteyi gostermede kullanilan
yontemlerden bir tanesidir. Son yillarda gelisen Comet teknigi, cesitli ajanlarin yol agtigi
DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan hassas, hizli ve giivenilir bir
yontemdir. Tek hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) teknigi olarak da
adlandirilan Comet yontemi, birgok memeli hiicresinde ¢esitli ajanlarin indiikledigi DNA

hasar1 ve onarim bozuklugunun tayinini amaglayan ¢alismalarda kullanilmaktadir (7).

Bu calismada nar suyunun, hiicre kiiltiirii ortaminda mononiikleer 16kosit hiicrelerde
genotoksisite, oksidatif durum ve H;O,’nin (Hidrojen peroksit) genotoksik etkisine karsi

antigenotoksik, antioksidatif etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1 Niikleik asitler ve DNA

Niikleik asitler bilindigi gibi kromozomlari meydana getiren genlerin yapisinda yer alan
ve tiir 6zelliklerinin ebeveynden yavruya gecisinde onemli rolleri bulunan biiyiik molekiillii
kimyasal bilesiklerdir. Niikleik asitlerin iki tiirii mevcuttur. Bunlardan birisi DNA isaretiyle
gosterilen Deoksiriboniikleik asit, digeri ise RNA harfleriyle gosterilen riboniikleik asittir.
Niikleik asitler bir¢cok niikleotid tinitelerinin meydana getirdikleri polimerlerden ibarettir(8).
Kimyasal olarak DNA, niikleotid olarak adlandirilan basit birimlerden olusan iki uzun
polimerden olusur(9,10). Bu polimerlerin omurgalari, ester baglari ile birbirine baglanmig
seker ve fosfat gruplarindan olusur Merdiven basamaklarinin arasinda gevsek hidrojen
baglartyla birbirini ¢eken piirin ve pirimidin denilen azotlu bazlar bulunur. Bu basamaklar
merdivenin kenarindaki seker molekiillerine baghidir. Her bir seker grubuna baz olarak

adlandirilan dort tip molekiilden biri baghidir (11)
Azotlu baz (Purin, pirimidin) + Pentoz (Riboz, Deoksiribaz) —— > Niikleozid

Nikleozid + Fosforik Asit Niikleotid

Niukleotid +Niikleotid +Niikleotid........ Nukleik asit
Mk ik S tlar

Riboz [(RRA da)
—— o karler |
Deoksinbozx (OMA da)
(DA we RRAY —= Ok l=otidier

= FosBHt —= Fosforik A<it (DA we BRA d3)
nga’t_lj_- Adenin

Seker —raanik Baz —=- Fiirinler | (OMNA e BNA da)
Eugnin
Eir Mok leotidin “Gpis (DO w2 B2 da)

e Eaziar
Sitozin
(OMA v RRNAd3)

= i i dinlar Tirnin (D2 dg)

Urasil (RMAda)

Sekil 1 : Niikleik Asitlerin Yapist ve Elemanlar1 (12)
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base pairing

\ hydrogen bonds
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Sekil 2 : DNA molekiilii (13)

2.1.1 DNA Hasar1 ve Neden olan Etkenler

Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tiim degisiklikler "DNA hasar1" olarak adlandirilir(14,15). DNA hasari normal
DNA metabolizmas1 sirasinda kendiliginden veya c¢evresel faktorlerin etkisiyle
olusmaktadir(16). Genom, DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar
kaynaklar1 eksojen veya endojen olabilir. Eksojen kaynaklar igerisinde, gilinesten gelen
ultraviole radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar kaynakli
aflatoksin, yanmis tiitiin ve birgok kemoterap6tigi sayabiliriz(17,18). DNA hasar1 sadece dis
faktorlerden kaynaklanmaz. DNA replikasyonu ve rekombinasyonu gibi olaylar sirasinda,
hiicresel metabolizmanin yan iiriin olarak tretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da
DNA hasarina neden olmaktadir(19).



DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

A. Endojen (spontan) Etkenler

1. Yanlis eslesmeler: Insersiyon/delesyonlar

2. Kimyasal degisikler: Deaminasyon, metilasyon

3. Baz kayiplari: Depurinasyon/depirimidinasyon

4. Oksidatif Hasar: 100.000 /hiicre/giin

5. Replikasyon hatalar

B. Ekzojen (Cevresel) Etkenler

1. Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar,
vinil klorid, mustard gazlar1 v.b

2. Fiziksel ajanlar: UV radyasyon, iyonize radyasyon v.b. (19)

X-1ginlan : AUY L1 x-[q!gu}
Oksijen radikaller Replikasyon Polisiklik aromatik Anti-tiimor
Alkilleyici ajanlar hatalan hidrokarbonlar ajanlar(Cis-Pt)

ik bé Zincirleraras: raz
:_2:::9?:2: A-G Yanlhg eglenme (6-4) PP bag s
Tekzincirkingn | C Yonkg eglenme cPO Cift zincir bag

‘-‘-"‘

Yanhg Eglenme Rekombinasyon
Tamin Tamin

Sekil 3 : DNA’da hasar olusturan ajanlar, hasar tipleri ve tamir mekanizmalar1 (20)



Hiicrede DNA hasarina kars1 dort nemli yanit olusur:

1. Hasarl1 DNA’nin ¢ikarilarak DNA c¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden yapilandirilmasi
[DNA onarimi],

2. DNA hasar1 kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin tamirine imkan saglanmasi ve hasarli
kromozomlarin genetik gecisinin 6nlenmesi,

3. Hiicredeki gen transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde degismesi
[transkripsiyonel cevap],

4. Ciddi olarak hasar gérmiis hiicrelerin elenmesi [programli hiicre 6liimii, apopitoz] (15,21).
Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik kararsizlikla,

organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile sonuglanir (15,21,22).

2.1.2 DNA Tamiri Onemi ve Stmiflandirmasi

Insan hiicreleri DNA hasarin1 onarabilme yetenegine sahiptirler (23). DNA’da olusan
kiigiik hasarlar ¢cogu zaman DNA onarim sistemleri tarafindan onarilir. Bu cevaplardan
herhangi birinin islev gérmemesi, hiicre diizeyinde genomik kararsizlikla, organizma
diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile sonuglanir (11). DNA tamir
mekanizmalarinda deneysel olarak genetik defektler olusturulan deney hayvanlari ile yapilan
calismalar sonucunda yasam siiresi azalirken, kanser gibi hastaliklarin arttig1 gézlenmistir. Bu
durum DNA tamir mekanizmalari, yaglanma ve kanser arasinda gii¢lii bir iliskinin oldugunu

onermektedir (24).
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Sekil 4 : DNA tamir mekanizmalar1, yaslanma ve kanser arasindaki iliski (24,25)

DNA Tamir Mekanizmalari

1.Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi (Reversal of Damage)
A- Fotoreaktivasyon

B- O6-metilguanin tamiri

C- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu

2. Eksizyon (kesip-¢ikarma) Tamiri

A-Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)

B- Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)
C- Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri (MER)

3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri

4. SOS Tamiri

5. Cift Zincir Kiriklariin Tamiri

A- Serbest Uglarin Non-homolog Baglanmasi ( NHEJ )

B- Homolog Rekombinasyon ( HR )(11)



DNA tamir mekanizmalariniz ne kadar giiglityse o kadar uzun yasarsiniz! Bir bagka
degisle, sizin gelecekteki DNA hasar tamir islevleri ile ilgili her enziminizin yetenegi,
annenizin ve babanizin birbirlerini sectigi giin belirlenmektedir. Hastaliklara olan
yatkinliklariniz da boyle belirlenmektedir. Uzun 6miirlii canli tiirleri en etkin DNA tamir

mekanizmasina sahip olanlardir (24).

2.2 Genotoksisite

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri,
klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya genomun
kopyasmin c¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan
genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi

ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (7,26,27).

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol acan ajanlar ya da mutajenler, DNA iizerindeki
etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak
dolayli yolla gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar
ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve baz1 genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol

a¢cmaktadir (7).
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Sekil 5 : Genotoksinlerin DNA iizerindeki etki mekanizmas: ve sonuglar (7)



Bazi genotoksik ajanlar sadece genomun biitiinliigiine zarar vermez ayni zamanda
DNA'nin ifadesini dogrudan ya da dolayli olarak etkileyebilir. Bu etkiler farkli tipteki
tiimorlerin oraninda bir artisa neden olabilir. Uzun donemli etkilesim sonucu ise maruz
birakilan popiilasyonlarin genetik degiskenliginde bir alterasyona sebep olabilir. Bu gergekler
genotoksisiteyi incelemek i¢in hizli goriintiilleme testlerinin olusturulmasini zorunlu kilar

(28,29).
2.2.1 Genetoksisite Belirlemesinde Kullanilan Testler

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanilmaktadir ve
giiniimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin Kkarsinojenik potansiyellerini
Olcebilmek ic¢in bircok genotoksisite testi gelistirilmistir. Bu testler, cesitli mekanizmalarla
dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlar1 saptamak amaciyla

gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar (7).

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan
standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri; Ames testi, Comet testi, Kromozom
anormallikleri(KA) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD) testi ve Mikroniikleus (MN)
testidir (7).

2.3 Comet Assay

Comet analiz yontemi olarak da bilinen tek hiicre jel elektroforez yontemi son yillarda
genisleyen uygulama alani, giivenilirligi ve uygulamasi kolay olmasi bakimindan kimyasal ve
fiziksel etmenlerin canlilar iizerinde yol actig1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin bir gdstergesi
olan DNA hasar seviyelerinin 6l¢iilmesini saglayan énemli bir metotdur (30). Kirik DNA'nin
alkali elektroforez sirasinda hiicre disina [I¢ikmasi ile DNA hasarini yansitan kuyruklu yildiz

gortintiisinden adin1 alan SCGE floresan mikroskobik bir yontemdir (6).

Comet Assay tekniginin genel olarak 2 ayr1 amaca yonelik farkli uygulamasi vardir.
Teknik alkali kosullar altinda veya noétral kosullar altinda uygulanabilir. DNA ¢ift sarmal
kirilmalarmin tespitine yonelik ¢alismalarda nétral calisma kosullar1 uygulanirken, tek sarmal

kirtlmalarin belirlenmesine yonelik ¢alismalarda alkali kosullar uygulanmaktadir (31).



2.3.1 Comet Assay Tarihgesi

Insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriklarinim tespiti ilk kez Rydenberg ve Johanson
tarafindan gerceklestirilmistir. DNA’nin ayrilmasina izin veren hafif alkali sartlar altinda lam
tizerindeki agaroz’a gomiilmiis olan hiicreleri “lizize” ederek hiicreleri proteinlerden
ayirmiglardir. Daha sonra nétralize edip akridin oranj ile DNA’y1 boyamislar ve kirmizi
florosana yesilin oranint hesaplamiglardir. Kirmizi florasans tek sarmali, yesil florasans ise

cift sarmal1 gostermistir. Fakat bu teknik ¢ok yaygin kullanilmamistir (32).

Daha sonra aymi laboratuvarda Ostling ve Johanson tarafindan 1984 yilinda izole
edilmis hiicrelerde DNA hasarin1 6lgmek icin “Mikrojel Elektroforez Teknigi” adi altinda bir
teknik gelistirilmistir. Bu teknikte hiicreler mikroskop laminda agarosa gomiildiikten sonra
deterjan ve tuz ile lizize edilmis ve DNA nétral sartlarda elektroforeze tabi tutulmustur.
Elektroforez islemi diisiik elektrik akiminda (5V/cm) 5 dakika siireyle yapilmis ve daha sonra
lamlar akridin oranj gibi DNA baglayici floresan boyasiyla boyanmistir. Elektrik akimi
sonucunda hasarli DNA ¢ekirdekten anoda dogru siiriiklenmis ve bas ve kuyrugu ile bir

kuyruklu yildiz (comet) goriintiisiiniin olugsmasina neden olmustur (31).

Normal DINA'nin Comet Assay Goriintisi

Orta Hasarlh DINA"'nin Comet Assay Goriintiileri

Ileri Hasarh DINA'nin Comet Assay Goriintiileri

Sekil 6 : DNA’nin Comet Assay Goriintiileri (33)
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Ostling ve Johanson’un gelistirdikleri teknikte kullanilan liziz sartlart notral pH’da

oldugu i¢cin DNA baz ciftleri ayrilamadigindan sadece ¢ift DNA sarmal kiriklarinin tayini

miimkiindiir. Teknik daha sonra Singh ve arkadaslari tarafindan liziz islemi alkali kosullarda

yapilarak modifiye edilmis ve sadece sarmal kiriklarinin degil alkali sartlarda tayin edilebilen

hasarlarin (alkali labile sites), DNA c¢apraz baglarinin ve tamamlanamamig eksizyon tamir

bolgelerinin tayinine olanak saglamistir. Singh ve arkadaglarinin gelistirdigi bu yontem,

glinlimiizde baz1 basamaklarda yapilan degisikliklerle beraber en ¢ok kullanilan yontemdir

(31).
pH:7-8 pH:10-12 Ph:>13

Cift Sarmal Kiriklari Cift Sarmal Kiriklar Cift Sarmal Kiriklar
Capraz baglarn Tek Sarmal Kiriklar Tek Sarmal Kiriklari

Eksizyon Tamir Bolgeleri

Capraz Baglar

Eksizyon Tamir Bolgeleri
Capraz Baglar

Alkali Ortamda Agiga Cikan
Hasarlar

Tablo 1 : Comet yontemiyle farkli pH’larda tayin edilebilen DNA hasar tipleri (31)

2.3.2 Comet Assay Yonteminin Avantajlari ve Kullamim Alanlari

SCGE yontemi diisiik diizeydeki DNA hasarlarini gosterebilmesi, az sayida hiicre ile

analizin gerceklestirilebilmesi, fazla ekipman gerektirmemesi, kolaylikla uygulanabilmesi,

degisik hiicre ve doku gruplar1 ile ¢alisilabilmesi, sonuglarin birkag saat i¢inde elde edilip ve

degerlendirilmesi, giivenli ve ekonomik olmasi nedeniyle giderek yayginlasan bir kullanim

alan1 bulmaktadir(32).

Comet Assay yonteminin uygulama alanlarini

siralayabiliriz(31).

Genotoksisite lizerine ¢alismalar
Klinik Calismalar

DNA onarimi iizerine ¢aligsmalar
Cevresel Biyoizleme

Insan Biyoizlemesi

Comet Assay tekniginin gidalarda uygulamasi

ana Dbasliklar altinda soyle
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2.3.3 Comet Assay Teknigini Etkileyen Faktorler

SCGE tekniginin farkli uygulanmasi sonuglar1 etkilemektedir. Ornegin, elektroforez
sartlar1 (siire, uygulanan voltaj), liziz soliisyonu sartlar1 (tuz konsantrasyonu, siire ve pH),
metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde sartlar standart tutulmalidir.

Ayrica insana yonelik ¢alismalarda genotoksik etkiyi potansiyelize ettigi tartisilan faktorler

SCGE teknigi de etkileyebilir (34).

2.3.4 Comet Assay Yonteminin Baslica Basamaklari

Comet Assay tekniginin uygulamasinda amaca gore 2 farkli yontem izlenebilir. Asagida

Sekil 7°de alkali ve notral Comet Assay tekniginin ana basamaklari gosterilmistir

—l Tek hucre suspansiyonu |

h 4
I Lam hazrlama I

e

\\\\-
Alkali Liziz | Nowal Liziz |
A
| DNA Cozulmesi I Yikama
A 4 I Nomal elekwroforez |
| Alkali elektroforez l —
IS "

Sekil 7 : Alkali ve Notral Comet Assay tekniginin uygulama semasi (31)

Comet Assay tekniginde izlenecek ana asamalar sunlardir (31):

e Hiicre siispansiyonlarinin hazirlanmasi
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e Lamlarin hazirlanmasi
e Hiicre pargalanmasi (Liziz)
e Elektroforez
e Notralizasyon
e Boyama
e Lamlarin degerlendirilmesi
Ancak c¢aligmanin amacina gore teknigin uygulamasinda bazi degisikliklerin,

modifikasyonlarin yapilmasi miimkiindiir (31).

Comet Assay tekniginin lam hazirlama basamagi kisaca temsili olarak Sekil 8’de

gosterilmistir.

1.agaroz tabakas
7
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s |
|
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/, l
agar /7 G~ >
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74

Sekil 8 : Lamlarin hazirlanmasi (31,35)
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Comet Assay tekniginin uygulama basamaklari kisaca Sekil 9’da gosterilmistir.
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Sekil 9 : Comet Assay tekniginin uygulama basamaklari (31,35)

2.4 Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikal, atomik yada molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis bir veya daha fazla tek
elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen partikiilleri de

denmektedir. Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside

olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere de

antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (1). Serbest radikallerin ve

antioksidanlarin diizeyleri arasinda denge korunamadig: takdirde hiicre hasarina kadar giden

birgok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir (36).
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Sekil 10 : Oksidan Antioksidan Dengesi (37)

2.4.1 Serbest Radikal Kaynaklari ve Simiflandirmasi

Organizmada pek c¢ok tirde ROP (Reaktif Oksijen Partikiilleri) olusabilir (1).
Hiicrelerdeki serbest radikal iiretiminin baglica kaynagi, mitokondriyal elektron transport
zincirinden elektronlarin sizmasidir (38,39). Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu
gibi bir¢cok anabolik ve katabolik islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde
elektron kagiglart olur ve bu sirada ROP'lar olusur. Asagida ROP'larin in vivo ortamda

kaynaklari goriilmektedir (1,40).

Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari:
| - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapici durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) indolamin dioksigenaz

c-) Triptofan dioksigenaz
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d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)
6 - Uzun stireli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara
I11-Yaslanma Siireci
ROP’lerini agsagidaki gibi siniflandirabiliriz (1).
Reaktif Oksijen Partikiilleri:
1 - Radikaller:

e Siiperoksit radikal ( O, -)
o Hidroksil radikal ( OH -)
e Alkoksil radikal ( LO -)

e Peroksil radikal ( LOO -)

2 - Radikal olmayanlar:

e Hidrojen peroksit ( H,0; )
e Lipid hidroperoksit ( LOOH )
e Hipoklorik asit (HOC1)

3 - Singlet oksijen

2.4.2 Reaktif Oksijen Partikiillerinin Etkileri

Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima belirli bir

diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Yani
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saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlari etkisizlestirme giicii bir

denge i¢indedir. Oksidanlar belirli diizeyin {lizerine ¢ikar veya antioksidanlar yetersiz olursa

yani denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin yapi elemanlar1 olan

protein, lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerini bozarak zararh etkilere yol

acarlar (41).

Laboratuvar hayvanlarinda ortalama omiir ve maksimum yasam siiresini artirmanin en

giivenilir yolu kalori kisitlamas1 yapmak yani; esansiyel gida ve mineralleri kisitlamadan gida

girisini azaltmaktir (42,43). Kalorisi kisitlanmis hayvanlarin dokularinda lipit, protein ve

DNA gibi makro molekiiller iizerine serbest radikal hasari, mitokondriyal O," ve H,0O; iiretim

orani, ad libitum beslenen hayvanlarla karsilastirildiginda daha distiktiir (42,44,45).

Etkilenen Bilesik

Sonuclar

1. Doymamis aminoasitler ve kiikdirt
igeren aminoasitler

a) Protein denatiirasyonu

b) Capraz baglanma

¢) Enzim inhibisyonu

d) Organ ve hiicre gecirgenliginde degismeler

2. Nikleik asit bazlar1

a) Hiicre gelisiminde degismeler
b) Mutasyon

3. Karbohidratlar

a) Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim

4. Doymamus lipitler

a) Kolesterol ve yag asitlerinin
oksidasyonu

5. Kofaktorler

a) Nikotinamit ve flavin igeren
kofaktorlerin aktifliginde azalma
b) Askorbat ve porfirin oksidasyon

6. Antioksidanlar

a) a-tokoferol ve y3-karoten gibi
antioksidanlarin aktifli§inin azalmasi

7. Proteinler a) Denatiirasyon
b) Peptit zincirinde kirilmalar
8. DNA a) Baz modifikasyonlari

b) Zincirde kirilmalar

9. Hyaluronik asit

a) Synovial sivinin vizkozitesinde degisim

Tablo 2 : Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (46)

Cogu hastaliklarda artmis ROP hastaligin sebebi degildir, primer bozukluga ikincil

olarak olusurlar ve ardindan patogenezde yer alirlar. Asagida ROP' larin ilgili oldugu klinik

durumlar 6zetlenmistir (40,41,47).

Reaktif Oksijen Partikiilleriyle Iliskili Hastahklar
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1- Multi-organ Tutulumu:

Inflamatuvar - Immun hasar: Glomerulonefrit, vaskiilitler, sepsis
Iskemi - reperfiizyon hasari

[la¢ ve toksinlerle olusan hasarlanma

Demir depolanmasi: Hemokromatoz, Talasemi

Nutrisyonel faktorler: Kwashiorkor, E vitamini eksikligi

Alkol

Radyasyon hasar1

Kanser

Amiloidoz

2- Tek Organ Tutulumu:

Eritrositler: Fenilhidrazin, primakin, kursun zehirlenmesi, orak hiicreli anemi
Akciger: Sigara i¢ilmesi, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi, eriskin tip
solunumsal yetmezlik sendromu, bleomisin toksisitesi

Kardiyovaskiiler sistem: Ateroskleroz, doksorubisin toksisitesi, alkol
kardiyomyopatisi

Bobrek: Antiglomeruler bazal membran hastaligi, aminoglikozid nefrotoksisitesi,
renal greft rejeksiyonu

Gastrointestinal sistem: Endotoksin ve karbontetrakloriir ile karaciger hasari,
pankreatit, stress tilseri, inflamatuvar bagirsak hastaliklar

Eklemler: Romatoid artrit

Beyin: Hiperbarik oksijen, ndrotoksinler, senil demans, parkinson, serebral travma,
demyelinizan hastaliklar, aliiminyum birikimi

Goz: Katarakt, hemorajiler, dejeneratif retinal hasar

Deri: Solar radyasyon, termal hasar, porfiri, kontakt

2.4.3 Antioksidanlar

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek

maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya
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antioksidan savunma denir (1). Antioksidanlar hiicrelere saldirmadan serbest radikalleri
stabilize ve deaktive etme yeteneginde olan molekiillerdir (48). Iyi bir antioksidan; serbest
radikallerin etkinligini spesifik olarak ortadan kaldirabilmeli, redoks metalleriyle selat
yapabilmeli, antioksidan agindaki diger antioksidanlarla iliskide bulunarak onlar1 rejenere
edebilmeli, gen ekspresyonu iizerine pozitif etkilere sahip olmali, kolayca absorbe olabilmeli,
doku ve viicut sivilarinda uygun fizyolojik seviyelerde bulunmali, hem sivi ortamlarda hem
membranlarda fonksiyone edebilmelidir (48,49). Organizmalara kars1 oksidatif stres tehdidi o
kadar biiytiktiir ki; hiicrelerde serbest radikal yikimina kars1 bir antioksidan savunma ordusu

ve onarici sistemler gelismistir (42).
Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler (36,50);

1. Stiptirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zay1f yeni bir molekiile doniistiirerek

etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine

denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir

mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.
4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar géormiis biyomolekiilii onarirlar.

Oksidatif strese karsi viicudumuz ya ROS iiretimini engelleyerek ya ROS diizeyini
azaltarak ya da ROS tarafindan hasarlanan proteinleri onararak veya elimine ederek karsi
koymaya calisir. Bu savunma mekanizmalarindan ROS diizeyini azaltmaya yonelik olan

antioksidanlari 3 grupta toplayabiliriz (Tablo-3)(48,51-54).
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Antioksidan Savunma Sistemi

1)ROS’u daha az toksik {irlinlere doniigtiiren detoksifiye edici enzim sistemleri (Enzimatik
antioksidanlar)

o Katalaz
e Superoksid Dismutaz
e  Glutatyon redoks siklus enzimleri [glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon

rediiktaz, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz]

2) Radikalleri yakalayip notralize eden antioksidanlar (Nonenzimatik antioksidanlar)

-Endojen Diyetle alinan

-Bilirubin - o Tokoferol (E vit)

-Tioller [lipoik asid, N-asetil sistein - Askorbik asit (C vit)

indirgenmis glutatyon (GSH)] - B karoten (provit A)
- NADPH,NADH -Diger karotenoid ve
oksikarotenoidler(likopen, lutein)

-Ubiquinon(koenzimQ10) -Polifenoller

-Urik asit

3) ROS olusumunu 6nleyen ve olusanin yayilmasini engelleyen sistemler
(metal baglayan proteinler: ferritin, laktoferrin, seruloplazmin) (mitokondriyal

sitokrom oksidaz)

Tablo 3 : Antioksidan Savunma Sistemi (48)

2.4.4 Enzimatik Antioksidanlar

Oksidatif toksik ara tirlinleri metabolize ederler. Sinerjik caligirlar(48).

e Superoksid Dismutaz
Siiperoksit dismutaz (EC, 1.15.1.1) 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canlilarda
belirlenmistir. Bu enzim; siiperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi aracilig ile
etkisiz hale getirilmektedir. Hiicre boliinmelerindeki siiperoksit diizeylerini kontrol etmede

onemli bir rol oynar (55,56).
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20, +2H" SOD H,0, + O

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu
ve Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden
izomerlerdir (Mn SOD). Genel olarak hiicrede bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’ dir
(55,57). Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit

radikallerinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe

eder(55).

e Katalaz

Katalaz (EC, 1.11.1.6) 4 tane hem grubu bulunduran hemoproteindir. Her alt birim
ayrica bir molekiil NADPH icerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir.
Enzim sitokrom sistemi igeren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz
esas olarak peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogundur.
Aktivitesi; karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Gorevi,
hidrojen peroksiti oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek
olarak; bu enzim bir molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de

oksidan veya elektron alicisi olarak kullanabilir (55,58).

2 H,0, Katalaz 2H,0 + O

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksitleri gibi

kiiglik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez (55,59).

SOD ve katalazin ilk reaktif iirlinler olan superoksid radikal ve hidrojen peroksidi
katalize edici etkileri nedeniyle teorik olarak antioksidan etkilerinin diger antioksidanlara gore
avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek molekiil agirlikli olan enzimatik antioksidanlar
sindirim sisteminden degismeden emilirlerse etkin olabilirler. SOD ve katalaz hem bitkisel
hem hayvansal iiriinlerde bulunmaktadir. Bu iki antioksidanin aktivitesini gosteren 30 kadar
botanik ekstre ¢alisilmis ve bu ekstrelerle yapilan bazi ¢alismalarda antioksidan etkileri (lipid

peroksidasyon iirlinlerinde azalma), stres azaltici etkileri gosterilmistir (48,60—62).
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e Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC, 1.11.1.9), glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin
(ROOH ve H;0,) indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi
koruyan selenyum igeren bir enzimdir (36,63,64).

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz 2 izomeri
bulunmaktadir. Selenyuma bagli izoenzimi selenosistein formunda bulunmaktadir. Bu enzim
hem hidrojen peroksiti hem de organik peroksitleri (6rnegin, kiimen hidroperoksit)
kullanabilir. Selenyumdan bagimsiz GSH-Px ise, hiicrenin mitokondri (%30) ve sitozol (%70)
fraksiyonlarinda lokalize olup, yalnizca lipid hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir
(36,64,65).

Serhest H,0,
Radikaller
Stiperoksit GSSG ;
Dissiatas OKSIDE FORM
Glutatyon
Peroksidaz
H,0 NADP
Glutatyon
Rediiktaz
REDUKTE FORM GSH Hiicresel
Enerji
NADPH

Sekil 11 : Glutatyon Déngiisii

H,O,, suya indirgenirken rediikte Glutatyon (GSH), glutatyon disiilfide (GSSG)
yiikseltgenir. Antioksidan savunma sistemini normal isleyisi sirasinda indirgenmis Glutatyon,
hidrojen peroksiti GSH-Px ile detoksifiye eder. Ayrica Glutatyon rediiktazda, hidrojen
peroksiti rediikte Glutatyon’a (GSH) doniistiirerek hidrojen peroksitin detoksifikasyonuna
katkida bulunmasindan dolay1 6nemlidir(36,64,66).

Glutatyon rediiktaz (GSH-R, EC, 1.8.1.7) oksitlenmis NADPH’in elektronunu
kullanarak GSSG’yi, rediikte glutatyon’a (GSH) cgevirir. H;O,’nin detoksifikasyonunun
devami i¢in NADPH’1n saglanmasi gereklidir (36,64,66).
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2.4.5 Non-Enzimatik Antioksidanlar

Diisiik molekiil agirlikli olan bu antioksidanlar okside olarak baska bir substratin
oksidasyonunu 6nemli dl¢lide geciktirir veya Onlerler. Bunlarin bir kism1 endojendir (lipoik
asit, glutatyon, koenzim Q 10 gibi). Bir kismi diyetle alinir (o tokoferol, askorbik asit,
karotenoidler, polifenoller gibi) (48,52,67).

e Lipoik Asit

Hem suda hem yagda ¢oziiniir. Prooksidan metallerle selat yaparak antioksidan etkisini
gosterir. Lipoik asit ve Q enzimle ilgili ¢alismalar daha ¢ok kardiyovaskiiler sistem

koruyuculuklariyla ilgilidir (51).

e Koenzim Q-10

Endojen sentezlenen yagda ¢6ziinen tiim membranlarda bulunan bir antioksidandir. E

vitamini ile sinerjistik caligir (52).

e Glutatyon

Suda ¢ozlinen bir antioksidandir. Glutamate, sistein ve glisinden (gama-glutamil
sisteinil glisin) olusur. Ksenobiyotik metabolizmada 6nemlidir. C vitamini ile sinerjik
calisir(51). Oral yoldan verilmesinin kan seviyesini etkilemedigi gosterilmistir (68). Onemli
bir intraselliiler antioksidandir ve ekstraselliiler mesafede cok diisiilk konsantrasyonlarda
bulunur. Glutatyon’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir. Glutatyon, HO" ve
02" gibi reaktif oksijen tiirevlerinin temizleyicisidir. Serbest radikal ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Demirin Fe*? (ferroz) halde
tutulmasimi saglar. Boylece, protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller, hatta rejenere
olmalarim1 saglar. N-asetil sistein hiicre membranin1 gecip hiicre iginde sisteine donerek

glutatyon iiretimini artirir (69).
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e Vitamin C

Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan C vit’i, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 temizler, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini
engeller. C vit’in antioksidan etkisinin yaninda pro-oksidan etkisi de s6z konusudur. Ciinkd,
vitamin C, Fe™i Fe+2’ye indirgeyen siiperoksit disindaki tek hiicresel ajandir. Bu yolla
askorbik asit proteine bagh ferrik demiri uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda H,0; ile etkilesmeye uygun olan ferr6z demire doniistiiriir. Bu prooksidan etki
sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigli daha yiiksek konsantrasyonlarda ise giiclii bir

antioksidan olarak etki gosterdigi belirtilmistir (69—71)
e Vitamin E (Tokoferol)

E vitamininin 6nemli bir 6zelligi; antioksidan etkinliginin olmas1 nedeniyle peroksitleri
ve oksijen radikallerini nétralize etmesidir (72,73). Yani oksijeni baglayarak, oksijen etkisi ile
olusabilecek istenmeyen etkilerin dniine geger. Hiicrelerde doymamis yag asitleri (linoleik asit
ve arasidonik asit gibi) kendiliginden veya oksidan metabolitlerin etkisi sonucu kolayca
oksitlenebilirler. Boylece lipit peroksidasyonuna veya protein ve yaglara kovalent baglanarak
membran hasarma neden olurlar (72,74). Serbest oksijen radikalleri olusmasimin eslik ettigi
bu olay zincirini membranda dnleyen ve olustugunda noétralize eden en gii¢lii antioksidan E
vitaminidir. Diger antioksidan sistemleri (C vitamini, glutatyon, peroksidaz ve beta karoten
gibi) E vitamini kadar etkili degildir (72).

2.5 Nar

Nar (Punica granatum) Punicaceae familyasindan ¢ok yillik bir bitkidir. Genellikle
tropik ve subtropik boélgelerde yetistirilmektedir (75,76). Nar, bilinen en eski meyve
tiirlerinden biridir, kaynaklarda, 6500 yildir insanoglunun bildigi, yedigi ve sifa kaynagi kabul
ettigi yazilmaktadir. Adma rastladigimiz ilk yazili kaynaklar ise, M.O. 1550 yillarinda
yazildig1 tahmin edilen ve Misir’da bulunan Ebers Tip Papiriistidiir. Tiirk¢ede kullanilan “nar”
kelimesi Fars¢a’dan dilimize geg¢mistir. Latince ismi ise Punica granatum’dur. Nar’in
anavatanimin Iran, Hindistan ve Pakistan oldugu bildirilmektedir. Giiniimiizde Iran basta
olmak {iizere Cin ve Hindistan’da yetistiriciligi yapilmaktadir. Tiirkiye, nar {iretimi
bakimindan 4. sirada yer almaktadir. Pakistan, Azerbaycan ve Ispanya ise diger dnemli iiretici
iilkelerdir. Narin yiiksek adaptasyon kabiliyeti, dikildikten 3-4 yil sonra meyve vermeye

baslamasi, agacinin ve meyvesinin dayaniklilifi ve meyvesinin yararlarinin yeniden
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kesfedilmesiyle iiretimi giin gectikce yayginlagmaktadir. Nar, halen biitiin Akdeniz
tilkelerinde, Ortadogu iilkelerinde, Kirim’dan baslayip Azerbaycan’a, Cin’e kadar uzanan

Asya tilkelerinde ve ABD ile Giiney Amerika tilkelerinin bir kisminda tiretilmektedir (75).

Tiirkiye’de nar tiretiminin % 61,8’1 Akdeniz, % 23,3’ Ege ve % 9,1°1 de Glineydogu

Anadolu Bolgesi’nde yapilmaktadir. En fazla nar iiretilen ilimiz ise Antalya’dir (75).

Narin, rengi agik pembeden koyu kirmiziya, tadi tatlidan eksiye degisen 50 kadar ¢esidi
vardir. Ceside bagli olarak kabuk orani ve tane oram1 degismektedir. Meyve suyu randimani

da geside gore farklilik gostermektedir(75).

2.5.1 Nar Suyu

Nar suyunun delfinidin, siyanidin, pelargonidin gibi antosiyaninlerden ve punikalin,
ellagatinler ve ellajik asitten dolayr yiiksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu
bildirilmektedir (75,77). Birgok arastirmada nar ve nardan elde edilen yan iirtinlerin giiglii bir
serbest radikal siipiiriicii ve etkili bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir(78—
81). Nar suyunun graminda yaklasik 63 mikrogram antioksidan polifenol bilesigi bulunur
(78,82). Nar suyunda bol miktarda bulunan tanin (punicalin ve punicalagin) ve antosiyaninler
gibi polifenolik flavanoid antioksidanlar molar bazda; vitamin C, E, koenzim Q-10 ve
alfalipoik asit gibi bircok maddeden daha giiclii bir antioksidan aktiviteye sahiptir, Ayni
zamanda nar suyu diger tiim meyvelerden ve kirmizi saraptan daha fazla antioksidan
aktiviteye sahiptir, Nar suyundaki antioksidan maddelerin sadece in vitro ortamda degil ayn1

zamanda in vivo ortamda da olumlu antioksidan &zellikleri gosterilmistir (78,83,84).
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1 Demirbas Malzemeler

Kullanilan demirbas malzeme listesi soyledir:

© ®© N o g B~ w DR

N DN N NN B P R PR PR R R e
o A WO N P O © 0N OO o1 WO DN P O

Laminar Flow Giivenlik Kabini (Heraeus®)

CO;, inkiibatérii (%5 CO,, %95 nem ve 37°C) (LaboTect®)
Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 30 RF®)

Otoanaliz6r (Abbott"™)

Floresan invert mikroskop (Olympus®)

Istk mikroskobu (Olympus CK X41%)

Dijital Fotograf Makinesi (Olympus C 5050 Z*)

+4°C Buzdolab: (Profilo®)

-20°C derin dondurucu (New Brunswick Scientifi®, C54285 model)

. -80°C derin dondurucu (Revco®™)

. Freeze dryer (Shin®)

. Manyetik karistiric1 (Hangping, Variomag®)

. Vorteks (Niive”, NM 110 model, Tiirkiye)

. Pipet pompasi (Boeco®™)

. Pipetler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 pl, 1-5 ml) (Gilson®)
. Hassas Terazi (Sartorius® marka 0,0001 g’a duyarh)
. Deiyonize Su Cihaz1 (Easypure RF®)

. Distile Su Cihazi (Niive®)

. Elektroforez (Biolab Midi Cell®)

. Hot plate (Thermolyne®)

. Vortex (Niive®)

. Manyetik karistirict

. Su banyosu (Niive®, BM 402 model, Tiirkiye)

. pH metre (Hanna®, pH 211 model Japon)

. Immersiyon Yag1 (Merck™)
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26. Lam (Isolab®™)

27. Plastik Pastor Pipet (Isolab®™)

28. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 uL)

29. Pipet ucu (Sar1, 1-200 pL)

30. Pipet ucu (Mavi, 100-1000 pL)

31. Kurutma Kagidi

32. Cam Malzemeler (Meziir, Beher, Erlen, Sale)

33. Eppendorf Tiipii

3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hiicre kiiltiirii ortamin1 hazirlama, deney ve elektroforez islemi sirasinda kullanilan

kimyasal maddeler asagida liste halinde verilmistir.

1. Normal erime noktasina sahip (NMP, 65 0C) agaroz jel (Sigma®)
2. Diisiik erime noktasina sahip (NMP, 37 0C) agaroz jel (Sigma®)
3. Sodyum-EDTA (Carlo Erba®)

4. Sodyum kloriir (Merck®)

5. Potasyum Kloriir (KCI) (Merck®)
6. Tris base (Sigma®)

7. Triton X—100 (Sigma®)

8. Sodyum hidroksid (Merck®)

9. Disodyum hidrojen fosfat (Merck™)

10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck®™)

11. Etidyum bromit (Sigma®™)

12. Hidrojen peroksit (Merck®™)

13. Tris HCI (Sigma®)

14. Histopaque—1077 (Sigma®)

15. Giemza boyasi (Merck®™)

16. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Carlo Erba®)
17. RPMI 1640,(Lonza")
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3.3 Nar Suyu Ekstraktimin Elde edilmesi

Nar meyvesi Sanlurfa’nin Karakoprii semtinden manavdan satin alinarak elde

edilmistir.
3.3.1 Nar Suyu Ekstrakimin Hazirlanmasi

Narin taneleri, nar kabugundan ayrildiktan sonra 3 katli gazli bez yardimiyla narin
taneleri sikilarak nar suyu elde edilmistir. Elde edilen nar suyu whatman no:1 kagidindan
gecirilmistir. Daha sonra 2000 rpm’de on dk. santrifiij edilip supernatanti alinmustir.
Supernatant ¢ozeltisi siselere aktarilarak —80 °C’de buz haline getirilerek Shin marka
liyofilizator (freeze drier) cihazinda —55 °C’de kuru ekstrakt1 elde edilmistir. Kuru ekstrakt

hiicre kiiltiir ortamina verilmek iizere -20 °C’de depo edildi.

3.3.2 Nar Suyu Ekstrakt (NSE) Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Elde edilen Nar suyu kuru ekstraktlari, PBS ortaminda ¢6zdiiriilerek hiicre kiiltiiri
ortaminda son konsantrasyonlart1 100 pg/ml, 20 pg/ml, 4 pg/ml, 1 pg/ml olacak sekilde

hazirlandi.

3.4 RPMI 1640 Besiyerinin Hazirlanmasi

RPMI 1640 besiyeri satin alinarak kullanildi.

3.5 PBS (Fosfat) Tamponunun Hazirlanmasi

800 ml distile su igerisinde, 10 mM (1.44 gr.) Na;HPO, ve 1,76 mM (0.24 gr.) KH,PO,
¢ozdiriilerek tizerine 8 gr. NaCl ile 0,2 gr. KCI ilave edildi ve son hacim 1 litreye
tamamlanarak 0,1 N HCI ve 0,1 N NaOH ile pH 7,4’e ayarlandi.

3.6 Heparinize Kan Ornegi Alinmasi

Deney sirasinda hiicre kiiltiiriine eklemek tlizere 29 yasinda saglikli, sigara igmeyen bir
goniilliilden alkolle temizlenerek antekiibital bolgeden heparinli kan tiipiine 20 ml kan 6rnegi
alind1. Ornek alinmadan 6nce goniilliiye onam formu ( Etik Kurul:04.06.2013/ 6. oturum 02

say1l1 karar) okutulup imzalatild.
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3.7 Mononiikleer Lokositlerin Separasyonu

Bos steril 4 tiip i¢ine 5’ er ml Histopaque-1077 soliisyonu eklendi. Bunun iizerine 5’er
ml taze heparinize kan yavasga konuldu. Tiipler 25° C ve 2100 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 li¢ ayr1 tabaka meydana geldi. En alt tabakada l6kositler eritrositler,
trombositler ve diger sekilli elemanlar, orta tabakada lenfositlerin i¢inde yilizdiigli Histopaque

soliisyonu ve en iist tabakada ise plazma yer aldi.

Santrifiigasyon sonrasi orta tabakada biriken lenfositler 1 ml’lik pipet yardimiyla bos bir
tiipe alindi. Histopaque sollisyonunu uzaklastirmak i¢in 16kosit iceren histopaque iizerine 5
ml, 1 M tuzlu fosfat tamponu (PBS) (pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 25° C, 1600 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant atildi ve altta kalan 16kosit pelleti PBS ile

sulandirilarak hiicre kiltur ortamlarina ilave edildi.

3.8 Mononiikleer Lokositlerin Sayim

Thoma lami iizerine uygun lamel konulduktan sonra bir damla belirli 16kosit hiicre
stispansiyonu lamin yan kenarlarindan Thoma lami1 iizerine yaydirilarak hiicre
slispansiyonunun lam ve lamel arasina yayilmasi saglandi. Bu islem yapilirken lam ve lamel
arasinda kabarcik olmamasina 6zen gosterildi. Hemositometre iizerinde 25 mmz’ye diisen

hiicreler sayildi. Asagidaki formiilden toplam l6kosit hiicre sayis1 belirlendi.

Toplam Hiicre Sayist = 10% x ml x lamdaki hiicre sayisi x diliisyon katsayisi

Sabit katsay1 (Hacim)
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3.9 InVitro Deney Ortaminin Hazirlanmasi ve Deneyin Yapilmasi

In vitro deney prosediirii olusturulurken Noroozi ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismadan faydalanildi(85). PBS’de sulandirilarak elde edilen 1okositler kiiltlir ¢ozeltisine
(%80 RPMI 1640 Medium, %20 Fetal Bovine Serum (FBS)) aktarildiktan sonra hiicre kiiltiirii
ortamina PBS de ¢ozdiiriilen nar suyu ekstraktlar1 son konsantrasyonlari 100 ug/ml, 20 pg/ml,
4 pg/ml, 1 pg/ml olacak sekilde Sml’lik hiicre kiiltiir flasklarina eklendi. Hazirlanan nar suyu
ekstraktli hiicre kiiltiirii flasklar1 37 °C’de 30 dk. %5 CO2 ve %95 nem iceren karbondioksit
inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 1600 rpm de 10 dk.
santrifiij edilerek siipernatantt TAS, TOS 6l¢iimii i¢in ayrildi. Santrifiij isleminden sonra
kalan pelletler 110ul PBS ile sulandirilarak hiicreler nar suyu ekstraktindan uzaklastirilmis
oldu. PBS ile sulandirilan hiicrelerden 10ul alinarak comet assay yapildi. Geriye kalan 100
ul’lik PBS ile sulandirilmig hiicrelerin tizerine kiiltiir ¢ozeltisi (%80 RPMI 1640 Medium,
%20 Fetal Bovine Serum (FBS)) eklendikten sonra hiicreler 5 dk. 50umol/ml H,0;’e maruz
birakildi. H,0,’den sonra hiicreler 1600 rpm de 10 dk santrifiij edilerek siipernatanti1 TAS,
TOS 6l¢iimii icin ayrild1 ve pellet ile comet assay yapildi. Calismamiz da kullanilan gruplar

asagidaki gibi siiflandirilmistir.

Kont(-) (Negatif Kontrol) :Kiiltiir Cozeltisi + hiicre

NSE100 : Kiiltiir Cozeltisi + hiicre + 100ug/ml nar suyu ekstrakti
NSE20 : Kiiltlir Cozeltisi + hiicre + 20pug/ml nar suyu ekstrakti
NSE4 : Kiiltlir Cozeltisi + hiicre + 4pg/ml nar suyu ekstrakti
NSE1 : Kiltlir Cozeltisi + hiicre + 1pg/ml nar suyu ekstrakti

Degisik Nar suyu ekstrakti konstantrasyonuna maruz kalan hiicreler PBS’le yikandiktan
sonra 5 dk. 50 pumol/ml H,O; maruz birakilmis ve bu gruplarda asagidaki gibi

siniflandirilmastir.

HKont(+) (Pozitif Kontrol) :Kiiltiir ¢ozeltisi + PBS’le yikanan hiicreler 50 pmol/ml
H20;

NSE100-H : Kiiltiir ¢ozeltisi + 100 pg/ml NSE maruz kalan PBS’le yikanan hiicreler +
50 pmol/ml H,O,
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NSE20-H : Kiiltiir ¢ozeltisi + 20 pg/ml NSE maruz kalan PBS’le yikanan hiicreler + 50
pmol/ml H,0,

NSE4-H : Kiiltiir ¢ozeltisi + 4 ug/ml NSE maruz kalan PBS’le yikanan hiicreler + 50
umol/ml H,O,

NSE1-H : Kiiltiir ¢ozeltisi + 1 pg/ml NSE maruz kalan PBS’le yikanan hiicreler + 50
pmol/ml H,0,

3.10 Comet Assay Yontemi ile DNA Hasarmn Olgiilmesi

3.10.1 Yontemin Prensibi

Mononiikleer 16kosit DNA hasar1 Singh ve ark. tarafindan gelistirilen Alkali Tek Hiicre
Elektroforez (Comet Assay) yontemi Noroozi ve ark. yaptigi sekilde modifiye edilerek
calig11d1(85,86). Yontemin prensibi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik
yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli uzakliklara go¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler agaroz jele yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormemis
DNA’lar tasinma sirasinda comet (kuyruk) olusturmayacak sekilde yiiriirler. Oysa DNA
zincirinde herhangi bir nedenle kirilmalar olugsmugsa farkli molekiiler agirliklara ve farkli
elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan, elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek
kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar.

Elektroforezden sonra DNA molekiilleri, DNA spesifik floresan boyalar ile boyanip
floresan mikroskopla incelendiginde boyanmig cometler gozle veya bilgisayar programlari ile

degerlendirilebilir.

3.10.2 Slaytlarin Hazirlanmasi

%]1'lik normal melting point (NMP) agaroz jel hazirlanip eritildikten sonra 80 pl
alinarak kenarlar1 buzlanmig lamlar iizerine damlatildi. Lamlarin tizeri lamel ile kapatilarak

buzdolabinda (2-4 0C) 5 dakika bekletildikten sonra lameller kaldirildi. Hazirlanan lamlar
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nemli kutularda bekletildi. PBS tamponu ile mm? te 104 hiicre olacak sekilde diliie edilmis
mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,7'lik low melting point (LMP) agaroz jel
(37 0C) ile karistirilarak birinci tabaka lizerine tabakalandirildi. Daha sonra lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi. Ardindan lameller kaldirilarak

slaytlarin hazirlanma igslemi tamamlanda.

3.10.3 Lizis asamasi

Hiicre zarlarinin par¢alanmasi i¢in énce 2,5 M Sodyum kloriir, 100 mM EDTA ve 10
mM trizma base distile suda ¢oziilerek stok lizing soliisyonu hazirlandi(pH=10). Calismadan
hemen oOnce stok lising soliisyonuna %1 oraninda triton X-100 ve %10 oraninda DMSO

eklendikten sonra slaytlar 50 dakika bu taze soguk lizing soliisyonunda bekletildi.

3.10.4 Elektoforez tamponu

Elektroforezde yiiriitilmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar alkali
elektroforez tamponunda 30 dakika bekletildi. Alkali elektroforez tamponu 1mM Na2EDTA
ve 300 mM NaOH’tan olusmaktadir(pH <13).

3.10.5 Elektroforezde yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢ozeltisi igerisinde 300 mA, 14 volt’luk elektriksel alanda ve 5-25 %C’de 30 dakika
yuriitiildi.

3.10.6 Néotralizasyon

Elektoroforezde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra alkali elektroforez tampon
¢ozeltisini ortamdan uzaklagtirmak icin slaytlar 3 dakika siire ile 3 kez ndtralizasyon tamponu

(0.4 M Tris-HCI, pH 7.4) ile yikandu.
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3.10.7 Boyama

Notralizasyon isleminden sonra boyama yapilarak cometler sayilir veya jel oda
sicakliginda kurutularak slaytlar nemli ortamda en fazla bir hafta depolanabilir. Boyama
islemi i¢in floresan bir boya olan etidyum bromit boyas1 (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt
icin 80 puL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile iizeri kapatilarak 20 biiyiitmeli
floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 100 adet DNA
goriintiisii degerlendirildi. Degerlendirme islemi icin DNA’lar hasar diizeyine gore 5 evreye

(0, 1, 2, 3 ve 4) ayrild1.

3.10.8 Olusan DNA Hasarinin Degerlendirilmesi

Bu yontemde DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle degerlendirildi. DNA
da olusan hasarin derecesi kuyruk olusumuna gore her bir okumada 100 hiicre DNA’s1
incelenerek bes kategoride siniflandirildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar 0 maksimum hasar
olan DNA’lar 4 olarak degerlendirildi. Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA
zincir kirilmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyelerine bagli olarak degisiklik gostermekte

idi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kullanild1 (11).

3.11 Total Antioksidan Seviye

Ozcan Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiglii serbest

radikallere kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metottur (87).

3.11.1 Total Antioksidan Seviye Olciimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH:1,8) igerisinde 10 mM o-dianisidine

dihydrochloride ve 45 pM Amonyum ferrdz siilfat ¢dziilerek hazirlanir.
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Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1,8) igerisinde 7,5 mM Hidrojen peroksit (H,0,)

cozdiiriilerek hazirlanir. 240 nm’de spektrofotometrik olarak end-point 6l¢iim yapilir.

3.11.2 Prensip

Fe*’_o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu giiglii reaktif oksijen tiirii indirgen diisik pH’da renksiz
odianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini
olustururlar. Dianisidil radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu
artirmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak
renk olusumunu durdurmaktadir. Bu reaksiyon otomatik analizérde 240 nm’de
spektrofotometrik olarak o6lgiilerek sonug verilmektedir. Kalibrator olarak E vitamininin suda
¢oziinlir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar “mmol Trolox Equivalent/L” olarak

ifade edilir.

3.12 Total Oksidan Seviye

Ozcan Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir ydntemdir (88).

3.12.1 Total Oksidan Seviye Olciimiinde Kullanmilan Ayiraglar

Reaktif 1: 140 mM NaCl ¢ozeltisi icerisinde 25 mM H,SO, ¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda dnce % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra 250 uM ksilenol

orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde 6nce 10 mM o-dianisidin dihydrochlorid ¢ozdiiriiliip
sonra 5 mM amonyum ferr6z siilfat ¢oziilerek hazirlanir. 560 nm’de spektrofotometrik olarak

end-point dlglim yapilir.
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3.12.2 Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik tii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak olgiilmektedir. Standart olarak H,O, kullanilir. Sonuglar “pumol H,0,

equivalent/L” olarak ifade edilir.

3.13 Oksidatif Stres Indeksinin Hesaplanmasi

Oksidatif Stres Indeksinin (OSI) degeri elde edilen TAS ve TOS degerine gore

asagidaki formiile gore hesaplanir:

TOS (wmol H202 eq]‘ji")

equiv.
qL )

x100

OSI (Arbitrary Unit — AU) =

TAS (umolTrolox®
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4. BULGULAR

Calismamizda kontrol grubuna gore degisik konsantrasyonlarda nar suyu ekstrakti
uygulanan hiicrelerde DNA hasar1 ve oksidatif stres parametreleri olan total oksidan seviye,
total antioksidan seviye degisimleri degerlendirildi. Ayn1 hiicre gruplart PBS’le yikanmis ve
5dk. 50umol/ml H;O,’¢ maruz kaldiktan sonra ayni parametreler agisindan tekrar
degerlendirilmistir. Calismamiz {i¢ defa tekrar edilmistir. Elde edilen veriler SPSS 11.5

istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir.

4.1 Oksidatif Stres ile Ilgili Bulgular

Oksidatif stres parametreleri ile ilgili olarak deney gruplarinda Erel yontemi ile TAS,
TOS degeri calisildi ve OSI degeri hesapland1 (Tablo 4). Calismamizda kullandigimiz nar
suyu ekstrakt konsantrasyonlarinin total oksidan seviye ve total antioksidan seviye siitun

grafikleri, Sekil 12 ve 13’de gosterilmistir.

PBS’de ¢ozdiiriilen NSE | TAS (mmol Trolox Eqv./L) | TOS (umol H,0,Eqv./L) | OSI (AU)
100pg/ml 0,17 13,41 7,67
20pg/ml 0,11 7,51 6,94
Aug/ml 08 6,61 8,26
1ug/ml 07 6,11 9,13

Tablo 4 : PBS’de Cozdiiriilen NSE’nin TAS, TOS, OSI degerleri
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18 1
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.16 9
15 1
14 5
13 1
129
A1

,09 1

TAS (mmol Trolox Eqv. / L)

oo
®»
1ug/ml NSEH ‘ \

100ug/ml NSE;-
20ug/ml NSE4
4ug/ml NSES

PBSde ¢ozdurtlen NSE konsantrasyonlari

Sekil 12 : PBS’de ¢6zdiiriilen nar suyu ekstrakt konsantrasyonlarinin total antiokoksidan seviyeleri
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TOS (umol H2O2 Eqv. / L)

Sekil 13 : PBS’de ¢ozdiiriilen nar suyu ekstrakt konsantrasyonlariin total oksidan seviyeleri

14

13

12

11

10 »

9+

7

1ug'ml NSE-D

100ug'ml NSH
20ug/ml NSE
4ug'ml NSE»

PBSde Coézdurilen NSE Konsantrasyonlari

Degisen konsantrasyonlarda Nar suyu ekstrakti uygulanan hiicrelerin TAS, TOS

degerleri ve 5 dk. 50umol/ml H,0,’e maruz kaldiktan sonraki degerleri Tablo 5, Sekil 14 ve

15°de gosterilmistir.

38



GRUPLAR DNA HASARI | TAS (mmol | TOS (umol H,0, | OSI (AU)
(AU) Trolox Eqv./L) Eqv./L)

Negatif Kontrol | 4,8 +0,3 0,196 + 0,008 7,086 = 0,198 3,609 + 0,265
NSE100 6,0+0,6 0,212 + 0,030 6,836 + 0,046 3,265 + 0,437
NSE20 50+0,5 0,206 + 0,018 6,826 + 0,064 3,323+ 0,282
NSE4 2,75+0,5 0,195+ 0,001 6,806 + 0,187 3, 443 £ 0,085
NSE1 2,7+0,2 0,193 + 0,008 6,850 + 0,155 3,721+ 0,001
Pozitif Kontrol 340+ 20 0,210 + 0,012 16,216 £ 1,192 7,575+ 1,140
NSE100-H 208 + 6 0,214 + 0,003 9,623 + 2,285 4,292 + 1,368
NSE20-H 310 +20 0,205 + 0,009 13,596 + 1,680 6,605 + 0,788
NSE4-H 325+ 25 0,202 + 0,009 16,723 + 1,045 8,406+ 1,016
NSE1-H 345+ 5 0,201 + 0,002 18,480+ 0,113 9,290 + 0,001

Tablo 5 : Gruplarin DNA Hasari, TAS, TOS, OSI degerleri (Mean + SD)

211

,20

TAS (mmol Trolox Eqv./L)

,19
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tE 8 2 2 2 5 =2 0l b 0
Y x%%zz
I z
GRUPLAR

Sekil 14 : 100pg/ml1,20 pg/ml,4 pg/ml,1 pg/ml NSE ve 50 pmol/ml H,O, uygulanan hiicrelerin ve total

antioksidan seviyeleri
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Gruplar arasindaki farkliliklar non-parametrik Kruskall-Wallis testi ile istatistiksel
olarak anlamli bulunamadi(p=0,515). Istatistiki ac¢idan fark bulunmasa da Sekil 14’de
goriildiigli iizere NSE100, NSE20 ve NSE100-H gruplarinda kontrol gruplarina goére TAS

artmistir.

20
194
18 ¢
17 o
16 4
154
14 4
13 4
124
11+
10«
O
8+ B
7

TOS (umol H202 Eqv. /L)

(o))
-
L
N
NSE1._|

Kont(-) s
NSE100s
NSE20s
NSE4+4
HKont(+) s
NSE100-Hs4
NSE20-Hs
NSE4-Hs
NSE1-Hs

GRUPLAR

Sekil 15 : 100pg/ml,20 pg/ml,4 pg/ml,1 pg/ml NSE ve 50 pmol/ml H,0, uygulanan hiicrelerin total oksidan
seviyeleri

Gruplara non-parametrik istatistik analizleri Kruskall Wallis H ve Mann-Whitney U
testleri uygulanmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskall-Wallis testi ile istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0.04). Iki grup arasindaki farklihk Mann-Whitney U
karsilastirilmis, ®Kont(-) ile NSE100 (p=0.046), "HKont(+) ile NSE100-H (p=0,05) gruplar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Ayrica TOS ile DNA hasar1 arasinda
spearman korelasyon analizine gore pozitif bir korelasyon bulunmustur(p<0.001, rho=0,849

hepsi igin). (Sekil:16)
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Sekil 16 : TOS ile DNA hasari arasindaki Sperman korelasyon analizi

4.2 DNA Hasan {le Tlgili Bulgular

DNA hasart ile ilgile 6rnek resimler Sekil : 17°de gosterilmistir.



Negatif Kontrol NSE100 NSE20

NSE4 NSE1

Pozitif Kontrol NSE100-H NSE20-H

NSE4-H NSE1-H

Sekil 17 : Calisma gruplarinin drnek comet assay fotograflart

Comet assay yontemine gore mononiikleer hiicre kiiltiir ortamindaki DNA hasari

Sekil:18’de gosterilmistir.
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DNA HASARI (Arbitrary Unite)

50 «

Kont(-) 4
NSE 1004
NSE204
NSE4
NSE14
HKont(+) 1
NSE100-H
NSE20-H
NSE4-H
NSE1-H

GRUPLAR

Sekil 18 : 100pg/ml,20 pg/ml4 pg/ml 1 pg/ml nse ve 50 pmol/ml H,0, uygulanan hiicrelerin DNA hasar1

Gruplara Kruskall Wallis H ve Mann-Whitney U testleri uygulanmistir. Gruplar
arasindaki farkliliklar Kruskall-Wallis testi ile istatistiksel olarak anlamli bulundu(p=0.001).
Iki grup arasmndaki farklilk Mann-Whitney U karsilastirilmis, "Kont(-) ile NSE100
(p=0,046), "Kont(-) ile NSE4 (p=0,046), "Kont(-) ile NSE1 (p=0,046) ve "HKont(+) ile
NSE100-H(p=0,05) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. HKont(+)
ile NSE20-H(p=0,127) ve HKont(+) ile NSE4-H (p=0,513) arasinda istatiksel olarak fark
bulunmasa da Sekil 18°de gorebilecegimiz gibi HKont(+)’e gére DNA hasar1 azalmistir.
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5. TARTISMA

Son yillarda fito-biyokimya alaninda pek cok calisma cesitli bitkilerin, sebze ve
meyvelerin antioksidan, antitiimoral, antienflamatuar, antiviral, antimikrobial vb. etkileri
tizerinde yogunlasmustir (89). Giinliik yasamimizda tedavi igin olmasa bile 6nemli bir tiiketim
yiizdesine sahip bu bitki, meyve sebzelerin insan saglig1 iizerindeki olumlu etkileri giderek
derinlesen bir sekilde ilgi gekmeye devam etmektedir. Mevcut calismamizda ¢ok sik tiiketilen
meyveler arasinda yer alan nar meyvesinin antioksidan 6zelliklerini tibbi biyokimyasal agidan
incelemeyi hedefledik. Bilindigi iizere nar sadece meyve olarak degil suyu, ekstrakti, tohumu
veya eksisi gibi farkli sekillerde tiiketilmektedir. Bu ¢aligmada, farkli konsantrasyonlardaki
nar suyu ekstraktinin, hiicre kiiltlirii ortaminda mononiikleer 16kosit hiicrelerde genotoksisite,
oksidatif durum ve H,O;’nin(Hidrojen peroksit) genotoksik etkisine karsi antigenotoksik,

antioksidatif etkileri arastirilmistir.

Yasamimiz i¢in vazgecilmez olan oksijen kulagimiza garip gelse de belli kosullarda
viicudumuza zarar verebiliyor. Oksijenin bu olasi zararmin nedeni, viicudumuzda oksijen
kullanilarak gergeklesen metabolik tepkimelerin sonucunda kimyasal tepkimeye girmeye
yatkin yani tepkin (reaktif) oksijen tiirlerinin olugsmasidir. Serbest radikaller olarak bilinen bu
molekiiller, lipit, protein, DNA ve benzeri hiicre bilesenlerine zarar vermektedir. Bu tip zararli
etkilere bagh olarak, erken yaslanma, kanser, kalp ve damar hastaliklari gibi sorunlar
meydana gelmektedir. Oksidatif hasar olarak nitelendirdigimiz bu zararlara karsi da
antioksidanlar dedigimiz okdisanlarla miicadele eden koruyucu molekiiller imdadimiza
yetismektedir (90). Kandemir ve arkadaslari, obsesif kompulsif bozuklugu olan ¢ocuklar ve
yetiskinler tizerindeki ¢alismalarinda, hastaligin patofizyolojisinde, oksidatif stresin 6nemli
bir role sahip oldugunu ve hastalifin tedavisinde antioksidan desteginin konvansiyonel

farmakoterapide yararli olabilecegini 6ne siirmiislerdir (91).

Serbest radikal olusumunun artmasi, oksidatif stresi tetiklemektedir. Temel olarak
oksidatif stres, biyolojik sistemde prooksidanlarla antioksidanlar arasindaki dengenin,
prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanir. Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina

tolere edebilseler de genellikle bunu bagsarmak i¢in mevcut antioksidan enzim sistemlerini
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aktive ederler. Ancak, hiicre i¢i antioksidan savunma sistemlerinin yeterli olamadigi
durumlarda, oksidatif stresin taniminda belirtildigi iizere, reaktif oksijen bilesikleri (ROB) ile
antioksidanlar arasindaki denge bozulmaktadir, dolayisiyla oksidatif hasara duyarli DNA,
protein, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel makromolekiiller zarar gormektedir (92).
Calismamizda mononiiklear hiicreler iizeinde hidrojen peroksit ile olusturulan ve TOS ile
ifade edilen toplam oksidatif kapasite nar ekstraktt konsantrasyonunun artmasiyla
azalmaktadir Nitekim c¢alismamizda TOS ile DNA hasar1 arasinda Spearman korelasyon
analizine gore istatistiksel olarak oldukc¢a anlamli pozitif bir korelasyon bulunmustur

(p<0.001 rho: 849).

Tezimizin ‘Genel Bilgiler’ boliimiinde detayli olarak ifade edildigi gibi viicudun
antioksidan savunma sistemi farkli antioksidan bilesiklerden olusmakta ve bu bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri viicutta {iretilen serbest radikaller ve gidalarla alinan antioksidanlar
arasindaki dengeye gore degismektedir. Ozellikle sebze ve meyveler, hem yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip olmalar1 hem de iyi bir antioksidan karisimi veya kombinasyonu temsil

etmeleri agasindan ¢ok 6nemli dogal antioksidan kaynaklari arasinda sayilmaktadir (93).

Yapilan bir ¢alismada giinliik bes porsiyon meyve ve sebze tiikketen kisilerde felg olma
riskinin % 25 azaldigi tespit edilmistir. Diger ¢alismalarda antioksidan bakimindan zengin
besinlerle beslenmenin birgok hiicre ve dokularin ¢esitli yapisal degisimlere ugramas: sonucu

olusacak hastaliklara yakalanma riskini diisiirdiigii goriilmiistiir (90).

Cogu bilim insan1 eger sagliga bir¢ok faydasi olan antioksidanlardan yararlanmak ve
kalp hastaliklarina yakalanma riskimizi azaltmak istiyorsak hazir antioksidan destegi almak
yerine, antioksidan bakimindan zengin besinlerle beslenmemizin dogru oldugunu

vurgulamaktadir (90).

Sentetik antioksidan takviyesinin mortalite {izerine hicbir katkist olmadigini, 6zellikle
A ve E vitaminlerinin tek ya da baska antioksidanlarla beraber kullanildigi durumlarda 6lim
riskinin yiikseldigini sdyleyen ¢alismalar da mevcuttur (90,94). 2003’de 12 ¢alismanin Site

edildigi bir ¢alismanin meta-analizinde vitamin E takviyesinin kardiyovaskiiler 6liim ve
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serobrovaskiiler olaylara faydali olmadigini, ayrica Beta karoten desteginin, her tiirli 6liim
tiriinde ve kardiyovaskiiler 6liimde az miktarda artis gosterdigini belirtmiglerdir (95). 2006
yilinda 6 ¢alismanin site edildigi bir ¢alismanin meta-analizinde, Selenyum desteklemesinin,
koroner kalp hastaligi riskini azaltmadigini rapor etmislerdir (95). Myung ve arkadaslari,
vitamin ve antioksidan desteklemesinin kardiyovaskiiler hastaliklart 6nledigini gosteren higbir
kanit bulamadiklarini ve son meta-analizlerinde vitamin ve antioksidan desteklemesinin
artmis mortalite ile iliskili oldugunu, kanser {izerinde onleyici bir etkisi bulunmadigini, hatta

bazi kanser tiirlerinin artisiyla iliskili oldugunu belirtmislerdir (95).

Klinik deneyler ve epidemiyolojik ¢alismalar sebze ve meyve alimiyla, inflamasyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve yaslanmaya bagli hastaliklar arasinda ters bir
korelasyon oldugunu gostermistir. Polifenoller, vitamin E,C ve karotenoidleri iceren diyet
antioksidanlarinin, oksidatif strese bagli hastaliklar1 6nlemede etkin rol alan sebze ve

meyvelerin bilesenleri olduklar diisiiniilmektedir (96).

Nar suyunda bol miktarda bulunan tannin (punicalin ve punicalagin) ve antosiyaninler
gibi polifenolik flavanoid antioksidanlar molar bazda; vitamin C, E, koenzim Q-10 ve
alfalipoik asit gibi bircok maddeden daha gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahiptir. Ayni
zamanda nar suyu diger tiim meyvelerden ve kirmizi saraptan daha fazla antioksidan
aktiviteye sahiptir (78,83). Nar suyundaki antioksidan maddelerin sadece in vitro ortamda
degil aym1 zamanda in vivo ortamda da olumlu antioksidan O6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir (78,83,84).

Punicalagin, Ellagik asit, TPT (standardize toplam nar tannin (%85 punicalagin
anomerleri, %]1,3 ellagik asit,%12 minor ellagitanninler, ellagik asit glikozitleri)) ve nar
suyunun in vitro antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir (97). 100ug/ml de nar suyu, Ellagic asit, punicalagin ve TPT (standardize toplam
nar tannin) HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde apoptozisi indiiklemistir (97). Ayrica
Punicalagin, ellagik asit ve TPT (standardize toplam nar tannin), insan oral, prostat ve kolon
tiimor hiicrelerinin sayisinmi diisiirmiistiir. Ancak {istlin aktivite saf nar suyuyla saglanmistir.
Buna benzer olarak apoptozis ¢alismalarinda  punicalagin, ET(Ellagitannin) ve TPT

konsantrasyonlar1 nar suyundakiyle esitlendiginde hicbir etki olusturmazken, nar suyu HT29
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kolon kanseri hiicrelerinde apoptozisi indiikklemistir. Bu bilesenlerin konsantrasyonlar1 sadece
nar suyu ile ayn1 miktarda iken apoptozisi indiikleyebilmstir (97). Calismamizda, 100pg/ml
de nar suyunda negatif kontrol grubumuza gére DNA hasarinda anlamli diizeyde artma
saptadik (p=0,046). Negatif kontrol grubuna gére NSE100 grubunda, TOS un diisiik, TAS’1n
yiiksek olmasina ragmen DNA hasarinin artma nedeni olarak da, bu calismada oldugu gibi,

indiiklenmis apoptosis muhtemel olasiliklar arasinda yer almaktadir.

Bianca Fuhrman ve arkadaslar1 diyabetik hastalarin nar suyu tiiketiminin, serum ve
makrofajlarda oksidatif stresi azalttigini belirtmislerdir (98). Calismamizda da literatiirle
uyumlu olarak negatif kontrol grubuna gére, NSE100 (p=0,046), NSE20, NSE4, NSE1 ve
pozitif kontrol grubuna gore de NSE100-H (p=0,05), NSE20-H gruplarinda TOS

seyiyelerinin diistiigii tespit edilmistir.

Saglikli 11 erkek ve bayana, nar ekstrakti verilmeden 6nce 3 giin boyunca polifenol ve
antioksidansiz diyet uygulanmistir. Bu kisilere giinliikk olarak 800 mg nar extrakti kapsiilii
(330.4 mg punicalagin, 21,6 mg ellagik asit) verilmistir. Bu c¢alismada ekstrakt
uygulanmasindan yarim saat i¢inde plazma antioksidan seviyesinde kaydadeger bir artis
(%38) gozlenmistir. Ayrica bir ve iki saatlik zaman dilimlerinde degerler sirasiyla 1,62 ve
1,43 kat artmustir. Bizim g¢alismamizda da, in vitro olarak mononuclear hiicreler degisik
konsantrasyonlardaki nar suyu ekstraktinda 30 dk. inkiibasyona birakilmig ve

konsantrasyonun artmasiyla birlikte TAS seviyelerinin de ytikseldigi gézlenmistir.

Normal insan keratonositleri kullanan in vitro ¢aligmalar, 10-40pg/ml nar ekstrakti ile
inkiibe edilmis hiicre kiiltiirlerinin, doz ve zaman bagimli ultraviolet A ve B radyasyonla
indiiklenmis hiicre hasarini iyilestirdigi gézlenmistir (99). Ayrica 20ug/ml nar ekstrakt
zaman bagimli UV-B iligkili MAPK (Mitojen ile aktive olan protein kinaz) fosforilasyonunu
inhibe etmistir (100).

Calismamizda, pozitif kontrol grubuna gére NSE100-H(p=0,05), NSE20-H, NSE4-H
gruplarinda NSE konsantrasyonuna bagimli olarak DNA hasar1 diismiistiir. Bu nedenle

eldeki veriler 1s181nda, nar suyunun, hidrojen peroksitin olusturdugu genotoksisiteye karsi
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anti-genotoksik etkisi oldugunu diisiinebiliriz. Ayrica, negatif Kontrol grubuna gore
NSE4(p=0,046) ve NSE1(p=0,046) gruplarinda DNA hasari diisitk bulunmustur. Bu sonuca
gore, disliik konsantrasyonlarda nar suyunun, hiicrenin oksidatif stresini azaltarak mevcut
DNA hasarini diizelltigi, ancak hiicrenin yiiksek oksidatif strese maruz kaldig1 durumlarda ise
nar suyu konsantrasyonlarinin koruyucu olabilmesi i¢in daha yiiksek konsantrasyonlarda
uygulanmasi gerektigi goziikkmektedir.Fakat bu sonucun in vivo ve in vitro daha kapsamli ve

detayli ileri calismalarla teyit edilmesi gerekmektedir.
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6. SONUC

Yapilan calismalar da gostermektedir ki diyette sebze ve meyve agirlikli beslenme
bircok hastaliktan korunmada etkin rol oynamaktadir. Her tiirlii meyve ve sebze insanlara
faydali olmakla beraber literatiir ve ¢alismamiz 1s18inda 6zellikle likopen, karoten, betalain,
tannin ve antosyanin gibi polifenolik flavanoid antioksidanlari iceren meyve sebzelerin
faydali etkilerinin daha yiiksek oldugunu séylememiz miimkiindiir.Caligmamizda elde edilen
bulgularla, nar suyunun anti-genotoksik ve antioksidatif etkilerinin oldugunu in vitro olarak
gostermis olduk.Dolayisi ile bu etkilerinden faydalanilabilecegi, ancak maksimum anti-
genotoksik aktivitenin tespit edilebilmesi i¢in mutlaka in vivo olarak optimum konsantrasyon
caligmalart ile desteklenmesi, anti-kanser 6zellikleri ile ilgili olarak da daha detayli ve ileri

hem in vitro hem de in vivo ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak nar suyu, anti-genotoksik ve antioksidatif etkilerinden dolayi, oksidatif
stresin arttig1 durumlarda ortaya ¢ikan veya ¢ikabilecek oksidatif hasarin 6nlenmesinde ya da
ortadan kaldirilmasinda oldukga etkin rol oynadigini ve bu etkilerden dolay: antienflamatuar,
dejeneratif, kronik hastaliklarda, yaslanmaya bagli patolojik durumlarda ve kanser tedavisinde

onleyici ve/veya destekleyici tedaviler arasinda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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