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OZET

Calismamizda 1sirgan otu ve tohumunun farkl ektraksiyonlardaki total fenol,
flavonoid ve antioksidan seviyeleri Olgiilerek ve en gii¢lii antioksidan 6zellik gosteren ¢oziicii
ekstraktini tespit etmek, farkli konsantrasyonlardaki isirgan otu ve tohumunun extraktinin
hiicre kiiltiirii ortamimda H,O; ile olusturulan DNA hasarma kars1 géstermis oldugu direncin
etkinligini alkalen tekli hiicre jel elektroforezis yontemi (Comet Assay) ile Olcerek, olusan

direng ile oksidatif durum arasinda bir iligkinin olup olmadig1 arastirilmastir.

Calismada, insan mononiikleer lokosit hiicrelerinin bulundugu hiicre kiiltiir ortaminda
H,O;’nin indiikledigi DNA hasarma kars1 en giiglii aktivite gosteren metanol ekstraktinin
potansiyel hasar Onleyici etkileri alkalin tek hiicre elektroforezi (Comet Assay) ile, total
antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) hazir ticari kitler kullanilarak analiz
edildi. Hazirlanan hiicre kiiltiir flasklarindan 1. 2. ve 3. saatlerde Comet Assay yontemi ile
mononiikleer lokosit DNA hasar diizeyleri incelendi. En yiiksek anti-genotoksik etkinin 3-
6,25 pg/ml konsantrasyonlarda goriildiigli, bu seviyenin altindaki ve dstiindeki
konsantrasyonlarda anti-genotoksik etkinin giderek azaldigi tespit edildi.  Sadece ayni
konsantrasyonlarda H,O; nin ortama konuldugu pozitif kontrollerde genotoksik etkinin
gostergesi olan DNA hasar1 190 Arbitrary Unite (AU) tespit edilirken, negatif kontrollerde 4
AU tespit edildi. En yliksek anti-genotoksik etkinin goriildiigii 3 mg/ml lik konsantrasyonda
isirgan otu yapraginda DNA hasar1 32 AU seviyesinde iken, 1sirgan tohumunda 104 AU
seviyesindedir. Ancak, bu konsantrasyonun altindaki ve {istiindeki diliisyonlarda anti-
genotoksik etkinin azaldigi tespit edildi. Isirgan otu extrakti konsantrasyon artisi ile TAS
aktivitesi arasinda pozitif, TOS arasinda negatif iliski tespit edilirken, oksidatif durum ile

DNA hasari1 arasinda anlamli bir iliski bulunamada.

Sonuglarda gostermektedir ki 1sirgan otu tohum ve yapragi optimum dozlarda anti-
genotoksik etkiye sahiptir ve bu etki 1sirgan otu yapraginda tohumuna gore daha giicliidiir.
Anti-genotoksik etkinin 1sirgan otu yapragi ve tohumunda bulunan gii¢lii antioksidan etkiye

sahip fenolik bilesiklerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: 1sirgan otu, Isirgan otu tohumu, DNA Hasari, Total Antioksidan Seviye

(TAS),Total Oksidan Seviye (TOS), Hiicre Kiiltiirii, Total Fenol, Total Flavonoid
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ABSTRACT

In this study, measuring total phenol, flavonoid and antioxidant levels in different
excraction of the netle stinging leaf and seed the most powerful antioxidant solvent and
extract were detected and measuring effectiveness of the resistance which have been formed
by the nettle stinging leaf and seed extraction in different concenrations to H,O, induced
DNA damage in cell culture media with alkaline single cell gel electrophoresis (comet assay)
method, it has been investigated that whether there is a relationship between this resistance
and oxidative stress.

In the study, in cell culture media containing human mononuclear leukocyte cells the
most powerful preventive effects of the methanol extract of stinging nettle againts to H,O,
induced DNA damage with a single cell alkaline gel electrophoresis (comet Assay), the total
antioxidant status (TAS) and total oxidant status (TOS) were analyzed by using commercially
available kits. In the prepared cell culture flasks 1,2 and 3 hours mononuclear leukocyte DNA
damage levels were analyzed with the method of Comet Assay. The highest anti-genotoxic
effects were seen between 3 and 6.25 mg/ml concentrations. At the concenrations below and
above this levels anti-genotoxic effect were decreased. In the positive controls that has only
H,0O; in the environment at the same concentrations of DNA damage as an indicator of
genotoxic effects were 190 Arbitrary Unit (AU), whereas in negative controls the damage
was 4 AU. The highest level of anti-genotoxic effects were seen at 3mg/ml concentration in
that the damage was 32AU with the nettle leaf and 104 AU with the nettle seed. However
antigenotoxic effect has been decreased at the above and below of this concentration. TAS
activities were pozitively correlated with the concentration nettle extract and TOS negatively.
There was no a significant relationship between oxidative status and DNA damage.

The results show that the optimum doses of stinging nettle seed and leaf have a strong
anti-genetoxic effect and this effect is more powerful in the stinging leaf than in the seed. It
has been thought that the anti-genotoxic effect of stinging nettle seed and leaf depends on its

phenolic contens.

Key Words: Urtica dioica, Urtica pilulifera, DNA damage, total antioxidant level (TAS),
Total Oxidant Level (TOS), Cell Culture, Total Phenol, Total Flavonoid
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1. GIRIS VE AMAC

Cevremizde insan sagligi bakimimdan tehlike olusturan kimyasal maddelerin sayis1 her
gecen giin artmaktadir. Cesitli farmasotik iirlinler, gidalarda ve temizlik malzemelerinde
bulunan kimyasal maddeler, pestisitler, petrol iirlinleri, hava kirliligi ve sigara bunlardan
bazilaridir. Genelde oral, cilt ya da solunum yoluyla maruz kalinan bu tiir toksik maddelerin
yol actig1 genetik bozukluklar ve hastaliklar, ilgili toksik etkene maruziyetin artisina paralel

olarak artmaktadir (1).

Mutajen maddelerin bu tiir sorunlarin olusumuna katkis1 ve aralarindaki iliski
giliniimiizde daha 1yi bilinmektedir. Giindelik hayatta siirekli kars1 karsiya geldigimiz bdylesi
etkiye sahip maddelerin insanlarda olusturabilecekleri genotoksik etkinin kontrolii biiyiik
onem tasimaktadir (1).Genotoksik etkinin kontroliiniin 6neminin yaninda genotoksisitye karsi
anti genotoksik etkenler ile ilgili arastirmalar son zamanlarda biiyiik 6nem kazanmistir ve
genotoksik ajanlara karsi anti genotoksik etkisi oldugu bilinen bitkiler fitoterapotik ajanlar

olarak tercih edilir duruma gelmistir.

Son zamanlarda yapilan calismalar, antioksidan aktiviteye sahip organik bilesiklerin,
bitkilerde yliksek konsantrasyonlarda bulundugunu gostermektedir. Bu bilesiklerin, cesitli
dejeneratif hastaliklar1 engellemedeki rolii gosterilmistir (2). Ozellikle polifenolik
fitokimyasallarin antibakteriyel (3), bagisiklig1 diizenleyici, karaciger hasarini onleyici (4),

antitimor (5) ve antioksidan kapasiteye sahip oldugu (6) gosterilmistir.

Epidemiyolojik c¢alismalar, antioksidan bilesiklerin biiylik bir kisminda anti-
inflamator, anti-atherosklerotik, anti-tiimor, anti-mutagenik, antibakteriyel veya anti-viral
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Dogal antioksidanlarin viicuda alinmasi;
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi hastaliklarin riskinin azalmasiyla dogrudan
iliskilidir (7). Tibbi bitkiler; ¢ogunlugu yiiksek antioksidan aktivite gosteren polifenoller,
flavonoidler, C vitamini, E vitamini ve karotenoidler (8), kinonlar, kumarinler, lignanlar,

alkaloidler, aminler gibi serbest radikalleri temizleyen bir¢ok antioksidan ¢esidine sahiptir (7).

Yapilan caligmalar fitokimyasal bilesiklerin kanser olusumunu Onlemede proflaktik
olarak kullanimlar1 yaninda, olusan kanseri tedavi etmeye yonelik olarak ta kullanildigi

bilinmektedir. Fitokimyasal bilesiklerden 6rnegin alkaloidler ve fenolik bilesiklerin 6zellikle

1



kanser veya tiimorii tedavi edici etki gostermeleriyle, karotenoidler ise kanser engelleyici
etkileriyle 6n plana ¢ikmaktadirlar. Soya fasulyesi ve legiimenlerde bulunan isoflavonoidler,
kanser hiicrelerinde fonksiyon kaybima neden oldugu ve ayni1 zamanda angiogenez olaym1 da
inhibe ettigi ve endotelyal biiyime faktoriinii durdurarak tiimor biiylimesini engelleyerek,
apoptozise yol actig1 gosterilmistir. Alkaloidlerin, hiicrede DNA ya etki ederek kanserli
hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesini engelledigi, bunun disinda fenolik bilesiklerin,
daha cok hiicre dongiisii kontrol proteinleri ve apoptozis mekanizmasinin uyarilmasi tizerine

etkili oldugu bildirilmistir.

Dogal {iriinlerin giyim, gida ve tedavi amag¢lh kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir.
Organik kimya, endiistriyel devrim, ilag ve tekstil sanayinin gelisimi ile sentetik {irtinler 6n
plana ¢ikmistir. Giliniimiiz kosullarinda sentetik {irtinlerin sakincalarinin ortaya ¢ikmasi ile
yeniden organik kokenli tedavi, gida ve tekstil konusunda arayiglar baglamistir. Bu arayislarin
en Oonemli dogal kaynaklarindan biri olan 1sirgan otu (Urfica spp.) her iki yarim kiirenin
subtropik ve tropik bdlgelerinde yetismektedir. Biinyesindeki ¢ok yonli kimyasal
zenginliklerden dolay: tiim bitki kisimlar1 gegmisten giiniimiize halk hekimligi, boya, sanayi,

lif, gida, kozmetik ve gilibre amaclarla kullanilmaktadir (8).

Isirgan otu Urtica dioica L., Urticaceae (nettle) ailesinden uzun Omiirlii bir ottur.
Yapraklar1 ve govdesi yakict tiiylerle kaplanmis, tohumlu, ¢ogunda siitsii 6z bulunmayan,
basit yaprakli ve yabanci tozlagsma gosteren, kiiclik ¢icekli, 1liman bolgelerde yetisen yabani
bir bitkidir. Ayn1 bitki {izerinde yaprak koltuklarinda meydana gelen ¢icekler ya erkek ya da
disidir. Kok ve tohumdan cogalir, yavas yayilir ve yil boyunca siirekli olarak bulunur. Isirgan
otu her iki yarim kiirenin tropik ve subtropik bdlgelerinde yetismektedir. Urtica, —yakmak
anlamma gelen Latince —urere kelimesinden gelmektedir. Dioica kelimesi —iki evli"
demektir. Iswrgan otunun yakici tiiylerine dokunuldugunda asetilkolin, histamin ve 5-
hidroksitriptamin (serotonin) salmasindan dolay1 (Fu ve ark., 2006) yakic1 etki gosterir ve ad1

da buradan gelmektedir (9).

Son yillarda, Urtica dioica (1srgan otu) iizerinde cok sayida biyolojik aktivite
calismas1 yapilmis olmasi, bu bitkiden elde edilen {iriinlerin de artmasini1 ve kullanimlarinin
yayginlagsmasini saglamistir. Bitkisel ilaglarin yan1 sira, gida destegi seklinde ¢ok sayida iiriin

degisik kullanim alanlar1 saglamak {izere piyasada bulunmaktadir(10).



Bu c¢alismada Isirgan otu (Urtica dioica) ve tohumunun (Urtica pilulifera) cesitli
coziiclilerdeki ekstraktlarmin toplam fenol miktarlarinin ve toplam flavonoid miktarlarinin
tespit edilerek en giiclii antioksidan Ozellik gosteren ¢oziicii ekstraktinin  farkh
konsantrasyonlarinin hiicre kiiltlirii ortammda H,O; ile olusturulan DNA hasarina karsi
direncini alkalen tekli hiicre elektroforezis yontemi (Comet Assay) ile dlgerek, oksidatif

durum arasindan bir iligkinin olup olmadiginin gosterilmesi amaglanmaktadir.

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Genotoksisite Tanimi

Genetik materyalin yap1 ve ozellikleri: Gen, canlilarin tiim 6zelliklerinin kusaktan
kusaga gecisini saglayan maddeler biitiiniidiir. Fonksiyonel olarak tanimlamak gerekirse gen,
0zgiil bir polipeptit zincirinin aminoasit sirasini belirleyen niikleotidler dizisidir (11).

Temelde canlilar prokaryot ve oOkaryot olmak iizere ikiye ayrilirlar. Okaryotlari,
bakteri gibi tek hiicreden olusan prokaryotik canlilardan aymran en 6nemli 6zellik, genetik
materyallerini olusturan kromozomlarin bir ¢ekirdek zari ile ¢evrili olmasidir. Okaryotik
hiicreler her kromozomun iki kopyasimi tasidiklari i¢in diploid, tek kromozom kopyasi tagiyan
prokaryotik hiicreler ise haploid olarak adlandirilirlar. Bir insan genomu 22 ¢ift otozomal ve
bir ¢ift (XX ya da XY) cinsiyet kromozomundan olusur (11,12).

Okaryotik hiicrelerin genetik materyali, hiicre dongiisiiniin mitoz evresinde 151k
mikroskobu altinda incelenebilir. Mitotik bdliinmenin amaci sitogenez ile iki yavru hiicre
meydana gelirken, yeni hiicrelere esit ve ana hiicre ile ayni miktar genetik materyal
aktarmaktir. Bir hiicre dongiisii G1 (gap 1), S (sentez), G2 (gap 2) ve M (mitoz) evrelerinden
olusur. Mitoz disindaki evrelerin tiimii interfaz olarak adlandirilir ve hiicre dongiisiiniin
yaklasik %90'm1 olusturur. Genomun kendini esledigi (replikasyon) evre S evresidir. S
evresinde genetik materyal iki katina ¢ikar ve mitoz boliinme sonucu yavru hiicrelere aktarilir.
Mitoz evresi, kendi i¢inde profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olmak tlizere dort evreye ayrilir.
Kromozomlarin en iyi gozlenebildigi an, hiicrede ekvatoryal plaga yerlestikleri metafaz
evresidir(11).

Niikleik asitler, kalitsal bilgi tasima yetenegine sahip, proteinler gibi polimerik yapiya

sahip molekiillerdir. Protein yap1 tas1 aminoasitlerdir. Niikleik asitler ise niikleotid ad1 verilen



yap1 taglarindan olusur. Niikleotid, bir fosfat grubu, riboz (RNA) veya deoksiriboz (DNA)
diye adlandirilan bes karbonlu seker ve sekerlerin birinci karbonuna glikozidik bagla
tutunmus bazlardan olusur. Karbon ve azot atomu tasiyan halkasal bazlar piirin ve primidin
yapisindadir. Bunlardan urasil, timin yerine sadece RNA 'da bulunur. Niikleik asitler,
polimerik yapilarini sekerler arasi (liclincii ve besinci karbon arasinda) fosfodiester baglari ile
kazanirlar (13).

2.2. Genetik Toksikoloji (Kimyasal Mutajenezis)

Bir organizmanin genetik isaretlerinde, kalitsal (herediter) bir farklilagma olusturan
maddelere genel olarak -genetik zehirler- denir. Genetik zehir, gonadlarin gamet hiicrelerini
etkileyerek ya gametlerin sayica azalmasma neden olur veya gametlerdeki genetik bilgiyi
(informasyonu) degistirir. Boylece iki ayni cinsiyete ait gametlerin birlesmesiyle olusan zigot

(dollenmis yumurta) 6lmezse anne ve babadan farkli déller olusur.

Kimyasal ajanlarin ya da radyasyonun gamet veya somatik hiicrelerdeki DNA
iizerinde olusturdugu kalic1 degisimlere genel olarak mutasyon adi verilir. Mutasyona neden
olan etkenlere ise mutajen denir. Kromozomal aberasyona neden olan ajanlara klastojen,

anoploidiye neden olanlara ise anojen denir.

Mutasyonlar somatik doku hiicrelerinde de olabilir, bu takdirde diger (gelecek)
nesillere gegmez. Bu degisme daha ¢ok karsinojenezise zemin olmasi agisindan dnem tasir.
Mutasyon her zaman zararli olmaz. Ciinkii genelde mutasyon devamli degisen ¢evreye uyum
saglayan bir gelismedir. Mutasyonlarin zararli etkileri ise tireme bozukluklari, embriyojenik

ve perinatal 6liim, malformasyonlar, genelde hastaliklar ve kanser seklinde goriiliir.
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Sekil-1 : Mutasyonlarin yol agtig1 zararlar

2.2.1 Genotoksisite, Genotoksik Etkiler ve Degerlendirme Yontemleri

Cevremizdeki c¢esitli kimyasal maddeler, c¢esitli canlilardaki hiicre DNA’sinin
yapisin1 bozarak genotoksisiteye bagh karsinojen etkilere neden olmaktadir. Genotoksik etki,
etkilenen hiicre tipine gore degerlendirilir. Gamet hiicrelerinde olusan genotoksik etki kalitsal
ozelliktedir ve sonraki nesillere aktarilabilir. Somatik hiicreledeki genotoksik etki ise
etkilenen birey ile sinirh kalir ve kalitsal 6zellik géstermez.

Genotoksisite mekanizmasinin aydinlatilmasi ve genotoksisite saptanmasi i¢in ¢esitli
test sistemlerinin gelistirilmesi ve genotoksisitenin insanlar i¢in olusturdugu kalitsal hastalik
ve kanser riskinin azaltilmasi i¢in yapilan caligmalar toksikoloji’nin en onemli caligma
alanlarindan birini olusturmaktadir. DNA’nin onarim siirecinin tam olarak saglanamamasi,
kanser olusumunda ¢ok 6nemli bir faktordiir. Bilhassa somatik hiicrelerdeki mutasyonlarin

kanser olusumuna zemin hazirlayict rollerinin bulunmasi, genotoksisitenin klinik 6nemini



artirmaktadir (14-25).

Genotoksisite, gen hiicreleri tizerindeki etkilerine gore sitotoksik, sitostatik ve
mutajenik etkenler olmak {iizere siniflandirilabilir. Sitotoksik maddeler, hiicreleri anoksi,
protein koagiilasyonu veya membran permeabilitesinin artmasina neden olarak Oldiiriirler.
Sitostatik etki ise, daha ¢ok kromozom yapisi ve sayisindaki degismeleri gosterir. Genlerdeki
DNA iizerindeki degismeler ise "nokta mutasyonu” veya "gen lokus mutasyonu" olarak
isimlendirilir. Genlerdeki nokta mutasyonuna neden olan "mutajenik etkenler"”; viriisler,
fiziksel etkenler ve kimyasal maddeler olabilir.

Genotoksisite, DNA’da yapisal degisiklikler olusturarak, ya da DNA sarmalinda
kirilmalara yol agarak meydana getirilen mutasyonlardir. Genel anlamiyla genotoksisite hiicre
DNA’sinda hasara yol acabilen her tiirlii ajan i¢in kullanilabilen bir terimdir. Esasen DNA
yapisinda degisiklikler olusturabilen ya da kiriklara neden olabilen ¢esitli kimyasal ve fiziksel
ajanlarm bu yolla olusturduklar1 hiicresel disfonksiyonlar1 kapsar. Bu mutasyonlar siklikla
kanser gibi ¢esitli bozukluk ve hastaliklara eslik eder. Mutasyonun bir toksisite tiirii olarak
algilanmas1 kimyasallara veya radyasyona normalden daha fazla dozda ve ¢esitlilikte yogun
bir sekilde maruz kalimmasi ve DNA ile etkilesme sonucu gerceklesir. Bu yoniiyle mutasyon,
genotoksik etki olarak da adlandirilabilir (26,27).  Genotoksik etki 1iki kategoride
siniflandirilabilir (26,28).

1. Mikrolezyonlar

- Baz ¢ifti degisimi

- Cerceve kaymasi
2. Makrolezyonlar

- Sayisal makrolezyonlar

- Yapisal makrolezyonlar

Mutajenlerin ve karsinojenlerin olusturdugu DNA hasarmin saptanmasinda gelistirilen
kisa stireli yontemler arasinda Sister Cromatid Exchange (SCE- Kardes Kromozom
Degisimi), Kromozom aberasyonu, Comet Assay, Mikroniikleus testi, UMU test, SOS test,
Ames testi gibi testler yer almaktadir. insan kromozomlarmi daha yakindan taniyabilme ve
birbirinden kolayca ayirabilme c¢abalar1 siirdiiriilirken arastirmacilar tarafindan comet
analiziyle, DNA hasarmin bir gostergesi sayilan kuyruktaki DNA yiizdesi 6l¢timii teknigi, risk

artis1 ve hasar konusunda dogru tarama olanagina kavusmustur (24,25,29).



Genotoksisiteye bagli hastaliklarin veya maruziyetin degerlendirilmesinde uygun
biyogosterge kullanimi, sonuglarin dogru yorumlanmasi bakimindan hayati 6nem arz eder.
Biyogostergeler deneysel ve epidemiyolojik arastirmalar ile saptanabilen biyomolekiiler
degisiklikler arasinda bag kurmada yardimci olan biyolojik sistemde olusan degisikliklerdir.
Biyogostergeler; maruziyet, duyarlilik ve etki biyogostergeleri olmak tizere 3 farkli kategoriye
ayrilir.

Karsilagilan sonuca yol actig1 diisiiniilen (neden sonug iligkisi) maruziyet etkenlerinin
roliinii degerlendiren, maruziyet biyogdstergesidir. Genetik yatkinlik veya diger etkenlere
bagli maruziyetin dogrudan muhatabi riskli bireyler ile toplumun diger kesimleri arasindaki
fark1 ve riskli grubun teshisini kolaylastiric1 olan biyogosterge, duyarlilik biyogostergeleri
olarak tanimlanabilir. Etkinin dogrudan sonuglarin1 yansitanlar ise etki biyogostergeleridir.
Klasik epidemiyolojik metotlar kullanilarak yapilan calismalar genellikle etkene maruziyetin
uzun donemli sonuglarini tespit etmek ya da degerlendirmek konusunda yardimci olurken,
molekiiler epidemiyolojik teknikler ise, hastalik olugsmadan ¢ok 6nce risk degerlendirmesinde
yardimci bilgiler sunar. Bu temel farklilik, molekiiler epidemiyolojik incelemelerin koruyucu
sagliga sundugu hizmet bakimindan {istlin yanin1 olusturur. Dolayistyla molekiiler
epidemiyoloji giinlimiizde kanser olusum ve tespit siirecini incelemede yaygin olarak
yararlanilan bir ugras alanidir

(19,24,29,30,31).

Genotoksisite kimyasal fiziksel veya biyolojik ajanin genetik metaryalde hasar
olusturabilme o6zelligi olarakta tanimlanabilir. Bir ajanin genotoksisitesi bircok degisik
hastalikla sonuglanabilir ancak, kanser en sik rastlanilanidir. Bir¢ok insan karsinojeninin
genotoksik oldugu, saglam verilere dayanmaktadir. Bundan dolay1 kimyasal genotoksisiste ve
karsinojenesis arasindaki iligki iyl bagdastirilmistir ve genotoksisitenin, kanser olusumunu
baslatan en 6nemli mekanizma olduguna inanilmaktadir.

Genotoksisite ve karsinojenisite arasinda ¢ok yakin bir iligkinin ve genotoksik testlerin
karsinojenleri tespit etmede etkinli§inin olmasi, genotoksisite arastirmalarmin gerekliligini
ortaya koymaktadir (32).

DNA molekiiliindeki kalitsal degisme, gen mutasyonuna neden olmaktadir. Bireyin
yap1, fonksiyon ve gelismesi ile ilgili tiim genetik sifre DNA molekiilii iizerinde
isaretlenmistir. Genetik kodda herhangi bir nedenle olan degisme, DNA replikasyonu



sirasinda diger molekiillere de gegecektir(32).
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Sekil 2: Genotoksik maddelerin yol agtig1 molekiiler degisimler

DNA mutasyonlarina neden olan kimyasal maddeler dort ana grup olustururlar:

1. Baz analoglari; standart bazlara (adenin, timin, guanin, sitozin) benzerler fakat baz
eslesmesini tam yapamazlar (Sbromo urasil).

2. Alkilleyici ajanlar; bazi alkil gruplarini ekler ve boylece baz eslesmesinin dogru olarak
yapilmasma engel olurlar (nitrojen mustard, etil metan siilfat).

3. Interkalasyon ajanlar; DNA molekiiliine eklemeler yaparak yapisini bozarlar (akrolin
boyalari, proflavin, akridin, etidyum bromid).

4. Diger ajanlar; DNA molekiiliine dogrudan etkiyen ajanlardir (hidroksilamin). X 1smnlar:
nadiren nokta mutasyonuna yol acarken siklikla kromozom kiriklarma da neden olurlar.
Hasarlanmis DNA molekiilinde onarim yapan deaminasyon, depiirinasyon gibi bir

mekanizma olmasa DNA molekiilii cok kisa zamanda islevsiz hale gelir.



2.2.2 DNA Hasar1 Olusum Nedenleri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. Genom, DNA hasarina
neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalwr. Ekzojen kaynaklar icerisinde, giinesten gelen
ultraviole radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar kaynakl
aflatoksin, yanmis tiitlin ve birgok kemoterapodtigi sayabiliriz. Endojen kaynaklara 6rnek
olarak, oksidatif metabolizma, DNA’nin spontan degisimleri, immiinolojik ¢esitliligi
olusturan V(D)J rekombinasyon mekanizmasini (antijen tanima bolgelerini kodlayan ekson
V.,D ve J seklinde {i¢ kisimdan olusur ve bu kisimlarin birgogu farkli kombinasyonlarla bir

araya gelebilir) verebiliriz.

2.2.3 DNA Hasarina Neden Olan Etkenler

1. Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlar
2. Cevresel faktorler

- Ultraviyole Isik

- Iyonize radyasyon

- Elektromanyetik dalgalar

- Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar, vinil klorid,
v.b

- Sigara alkol kullanimi1
- Hava kirliligi
- Kotii beslenme aligkanligi

3. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler



- Mitokondriden enerji liretim esnasinda olusan Serbest Radikaller
- Enflamasyon
- Detoksifikasyon iglemleri

Hiicre tiim bu DNA hasarlarma farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA
hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi 6lime gotiiriir. Hiicre, DNA
hasarlarini "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA hasar1 ikilesme sirasinda
tamir edilemezse mutasyona ve sonu¢ olarak genomik kararsizliga, kanser ve yaslanmaya
neden olur. DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladigi
proteinler tamir mekanizmalarinda gorev alirlar. Her bir insan hiicresinin DNA'sinda giinde
yaklagik olarak 500.000 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olabilen hasar

meydana gelmektedir.

DNA Hasar1 sonunda DNA'nmn yapisint ve dahast diger nesillere aktarilan genetik
bilgiyi degistirebilirler. Kiiclik hasarlar cogunlukla DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin birikimi ise mutasyon ve kanser ile sonug¢lanabilir.
Yiiksek diizeydeki hasarlar ise apoptozisi uyararak "hiicre oliimiine" yol agabilir ve bdylelikle

organizma kendini korumus olur.
2.2.3.1 DNA Hasan Tipleri

DNA c¢esitli farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucunda DNA
dizisi degisebilir. Mutajenler arasinda, ylikseltgen (oksitleyici) etmenler, alkilleyici etmenler
ve yliksek enerjili elektromanyetik 1ginlar (mordtesi 151k ve X 1s1nlar1 gibi) sayilabilir. DNA'da
meydana gelen hasarin tipi mutajenin tipine baghidir. Ornegin, mor 6tesi 151k timin ikilileri
(timin dimerleri) olusturarak DNA'ya hasar verir (33). Buna karsin, serbest radikaller veya
hidrojen peroksit gibi yiikseltgen etmenler farkl tiirden hasar olusturabilirler. Baz degisimi
(6zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli kirilmalar gibi (34). Her bir insan hiicresinde giinde 500
baz ylikseltgeyici zarar goriir (35,36). Bu yiikseltgeyici hasarlardan en zararlis1 ¢ift zincirli
kirilmalardir. Ciinkii bunlarin onarimi zordur. Bunlar DNA dizilerinde noktasal mutasyonlara,

insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal translokasyonlara yol agabilir (37).

Bagslica hasar tipleri;
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. Deaminasyon

\S)

. Depurinasyon

(98]

. Alkilasyon

4. T-T and T-C dimerleri olusumu

9]

. Replikasyon hatalar1

o)

. Cift iplik kiriklar1 (DSB)
7. Oksidatif hasardir.
2.2.3.1.1 Oksidatif Stresin Neden Oldugu DNA Hasarn

Endojen serbest radikallerin her bir hiicrede, giinde 200.000 kadar baz1 hasara ugrattig1
tahmin edilmektedir. Serbest radikaller, DNA ataklari, mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol
acmaktadir. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen
peroksit ise membranlardan kolayca gecebileceginden hiicre ¢ekirdegindeki DNA'ya ulasir ve
hiicre disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol acar. Bu nedenle DNA kolay zarar gérebilen bir

molekiildiir (38,39).

ROS (Reaktif Oksijen Tirleri) ve RNS (Reaktif Nitrojen Tirleri) ile, DNA
hasarlarinin ¢ok az bir kismi1 dogal olarak meydana gelmektedir (40). DNA hasarlarmin
olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; Oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve
deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO,), peroksinitrit (ONOO™
), dinitrojen trioksid (N,O;) ve nitrikasid (HNO;) gibi reaktif iirlinleri, nitrozasyon ve
deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterirler. Farkli ROS tiirleri farkli
yollardan DNA hasarlarma neden olurlar. Ornegin O, ve H,O, higbir zaman bazlarla
reaksiyona girmezken OH radikali DNA’daki dort bazdan herhangi birine baglanarak farklh
reaktif Uriinlerin olugmasina yol a¢maktadir (41). Singlet oksijen ise guanine spesifik

baglanarak hasar olusturur (38,39).

Hidroksil radikali piirin bazlar1 ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirasiyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin radikallerini olusmaktadir. C4-OH- ve C5- OH-

piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. C8-OHpiirin
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radikallerinin bir elektronlarmin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile sirasiyla
8-hidroksipiirinler (7,8-dihidroksi—8-oxopiiriinler) ve formamidopirimidinler olusur (39).
Sekil 3’te 8-hidroksiguanin (7,8-dihidroksi-8-oxoguanin:8-OH-Gua) ve 2,6- diamino—4-
hidroksi—5-formamidopirimidin (FapyGua) olusum mekanizmalar1 goriilmektedir. Her ikisi
de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana gelebilmektedir. Indirgeyici ajanlar
formamidopirimidinlerin olusumunu arttirirken 8-OH-pirimidinlerin olusmasi i¢in oksijenli
ortam uygun goriilmektedir. 8-OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana gelen bir baz hasar
irtini oldugundan oksidatif DNA hasarlarmin Olclilmesinde hasar indeksi olarak
kullanilmaktadir. Cogu zaman 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) niikleoziti seklinde
Olciilmektedir (40).
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H’T\)‘I E}—DH
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Sekil 3-. 8-hidroksiguanin ve FapyGuo’in olusum mekanizmalari

2.2.4 DNA Tamiri

DNA’da olusan kii¢iik 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 (41).
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Sekil 4: DNA Hasar1 sonucu olusan siireg

DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladig1 proteinler tamir

mekanizmalarinda gorev alirlar.

2.2.4.1 DNA Tamir Mekanizmalan

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

B- O6-metilguanin tamiri

C- Basit tek zincir kiriklarmnin ligasyonu

2.2.4.1.2. Eksizyon (kesip-¢cikarma) Tamiri

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

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

2.2.4.1.3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri
2.2.4.1.4 SOS Tamiri

2.2.4.1.5. Cift Zincir Kinklarimin Tamiri
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A- Serbest Uglarin Non-homolog Baglanmasi ( NHEJ )
B- Homolog Rekombinasyon ( HR)

2.2.4.1 Direkt Tamir Mekanizmalari

A- Fotoreaktivasyon

UV-15181 etkisiyle meydana gelen pirimidin (veya piirin) dimerleri, goriiniir 1sikla
aktif hale gecirilen bir enzim (fofoliyaz) tarafindan yok edilmesi olayidir. Fotoliyaz 1s1k
enerjisini tutar ve 6rnegin timin dimerlerinin bulundugu bdlgede DNA’ya baglanip dimerler
arasindaki kovalent baglar1 kirmakta kullanir; zarar gérmiis bazlar1 dogrudan eski bigimine

dondiiriir (41,42).

Sekil 5. Fotoreaktivasyon mekanizmasi
B- O6-Metilguanin Tamiri

0O6-Metilguanin  (mG) alkilleyici ajanlar varhi§inda olusur ve yiiksek oranda
mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis metillenen

bazlarin CHs gruplarimi kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal Guanin olusumunu
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saglar. Bunu yaparken enzim de geri doniisiimsiiz olarak baskilanmis olur ve islev dis1 kalir.
C- Basit Tek Zincir Kiriklarinin Ligasyonu

X 1sm1 ya da peroksitler gibi bazi ajanlar DNA zincirinde basit kiriklara neden
olabilmektedir. Bir zincirde olan basit kiriklar DNA ligaz enzimi ile hemen tamir
edilmektedir. DNA ligaz; enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5' fosfat grubu ile 3'OH grubu

arasindaki fosfodiester bagmi olusturur.
2.2.4.1.2Eksizyon (Kesip-Cikarma) Tamiri

DNA’daki hasarli bazin oligoniikleotid parcalar1 olarak ¢ikartilip bu bolgenin dogru
bazlarla doldurulmasi ve olusan ¢entigin ligasyonla kapatilmasi ana prensiptir. Tamir sistemi

3 temel basamak igerir:
1-Hasar veya hata taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz tarafindan kesip ¢ikarilir.
2- DNA polimeraz olusan bosluklar1 doldurur.
3- DNA ligaz son bagi kurar ve bosluk tamamen kapanir.
A- Baz Eksizyon Tamiri (BER)

DNA bazlarmin spontan hidrolizi veya kimyasal ajanlar nedeni ile olusan uygun
olmayan bazlarin tamiri ile ilgilidir. Bu sistem DNA glikozilazlar tarafindan yiiriitiiliir. Enzim
seker-baz arasindaki bagi keser ve apurinik ya da apirimidinik bdlge olusturur. AP
endoniikleaz denilen baska bir enzim, bazini kaybeden bolgede seker-P arasindaki bagi keser.
Deoksiribofosfodiesteraz denilen baska bir enzim bazin kaybedildigi yerin c¢evresini
temizleyerek DNA polimeraz enziminin rahat ¢alismasina olanak verir. Bu enzim de boslugu
kalip zinciri kullanarak doldurur. Zarara ugramis DNA ipliginin kusurlu bdlgenin iki tarafinda
kesen bir endonukleaz tarafindan iplikte bir kirik meydana gelir. 5'-3" eksonukleazin iplikteki
kusurlu bolgeyi yok edilir. Boslugun bir tarafinda olusan 3'-OH grubunu primer olarak,
tamamlayici dizileri tasiyan zinciri de kalip gibi kullanan DNA polimeraz tarafindan yeni bir
iplik sentez edilir ve DNA ligazin yeni sentez edilen parcanin 3'ucunu eski iplige kovalent

bicimde baglanir (41).
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Sekil -6. Baz eksizyon tamiri (BER) mekanizmasi
B- Niikleotid Cikarma Onarim (Nucleotide Excision Repair / NER)

Bilinen en genel ve etkili onarim mekanizmasidir. Yeterince islev gérememesi
yaslanma, kanser olusumu, cesitli kalitsal ve norodejeneratif bozukluklar ile sonuglanir.
Niikleotid eksizyon onarim mekanizmasinin bozuk oldugu genetik gecisli nadir goriilen {i¢

sendrom tanimlanmistir:
Kseroderma pigmentosum,
Cockayne sendromu,
Trikotiyodistrofi (41).
2.2.4.1.5 Cift Zincir Kiniklarimin Tamiri

Cift zincir kiriklar1 spontan olusur ve genellikle hiicrenin reaktif oksijene yanit1 olarak
ortaya cikar ve iki ayr1 mekanizma bu potansiyel 6liim lezyonlarmi diizeltir. Cift zincir
kiriklar1 diizeltilmediginde kromozom aberasyonlarma ve kanser dncesi evreye gecise neden

olabilir.

DNA ¢ift zincir kiriklar1 iki sekilde tamir edilir. Bunlar serbest uglarm homolog
olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog end joining) (NHEJ) ve homolog rekombinasyon

olmak tizere iki farkli mekanizma ile ger¢eklesebilir.
2.2.5. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres artis1 biiyiik biyomolekiillere (DNA, lipidler ve proteinler vb.) zarar

verir, kanser ve kalp hastaliklar1 riskini arttirir. Oksidatif zedelenme degisik mekanizmalar ile
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timor olusumunda rol alir. Bu zedelenme onarilmazsa; DNA zedelenmesine, mutasyonlara,
tek veya cift zincir kiriklarina, kromozom kiriklar1 ve kopan pargalarda farkli yerlere
yapismaya neden olabilmektedir. Serbest radikaller tarafindan olusturulmus oksidatif stres
etkisinin en aza indirilmesi ve dnlenmesi i¢in yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir (43).
Serbest radikaller bir ya da birden fazla eslesmemis elektron tasiyan ve diger
molekiillerden elektron koparma egiliminde olan atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler
ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 reaktif yapiya sahip olduklarindan biyolojik sistemde
lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli unsurlara geri doniisiimsiliz zarar
verebilirler. Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi enerji iretimi ve pek
cok diger metabolik islevde temel olusturur. Eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranig
gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi
de bir atoma katilir) ya da ayrilirlar (biri bir atoma, digeri digerine). Eger birlikte kalirlarsa
olusan atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis
elektronlar yiiksek enerjilidir ve eslesmis elektronlar1 ayirip islerine engel olurlar. Bu islem

serbest radikalleri hem tehlikeli hem kullanish yapar ( 43,44,45).

Bilindigi gibi, oksijen canlilarin yasamlarini siirdiirmeleri i¢in mutlak gerekli bir elementtir.
Hiicre i¢inde ¢esitli reaksiyonlardan gecerek su haline doniismektedir. Bu sirada hiicre kendisi
icin gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siiregte oksijenin %]1- 3’ii tam olarak suya

donilisemez, sliperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusur (46).

Tablo 1: Reaktif oksijen partikiilleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksid anyon radikali(Q; ) Hidrojen peroksid (H207)
Hidroksil (HO") Singlet oksijen (¥O>)
Peroksil (ROO ») Ozon (O3)

Alkoksil (ROe) Hipoklorsz asit (HOCT)
Nitrik oksit (NOe) Lipid hidroperoksid (LOOH)
Semikinon radikali (HQe ) Peroksmitrit (ONOO")

Hemoproteine bagh serbest radikaller  Azot dioksit (INO2)
Organik radikaller R N-halojenli aminler (R-NH-X)

Organik peroksid radikali RCOOe Hipohalsz asid (HOX)
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Serbest radikallerin birgogu reaktif oksijen tiirleri olup en dnemlileri asagidadir.
1. Hidrojen peroksit
2. Stiperoksit radikali
3. Hipokloroz asit
4. Singlet oksijen
5. Hidroksil radikali
6. Alkil radikali
7. Peroksil radikali
8. Organik peroksit radikali
9. Perhidroksil radikali
10. Alkoksil radikali
2.2.5.1. Hidrojen peroksit (H,O>)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
siiperoksitlerin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur.
Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal oOzellik tasimaz, reaktif bir tiir
degildir. Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi demir, bakir gibi

metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir (47).
2.2.5.2. Siiperoksit radikalleri (0O*;")

Stiperoksit radikalleri hiicrelerde rediikte elektron tasiyicilarmin oksidasyonu ile
iretilmektedir. Stiperoksit olusumu elektron tastyicisinin redoks durumuna ve ortamdaki
oksijen derisimine baglhdir. Zayif bir oksidan olan siiperoksit radikalinin kendi basina 6nemli
hiicre hasarlarma yol agmasi miimkiin goriilmemektedir. Ancak siiperoksit radikalleri
oksidatif strese yol acabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir (49). Bu reaksiyonlarin en
onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda
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etkileserek oldukea reaktif olan HO™ radikalini olusturmaktadir.
H,0,+ O0*,— > OH* + OH™ + O,

Uretilen bu OH* radikalleri oldukga reaktif olup hiicrede 6nemli hasarlara yol agar. O
radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale gecen demir
iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal aracilikli
hiicre hasarinda rol oynayabilir. Siiperoksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 6mre sahip olup

dismutasyon reaksiyonu ile H,O, ve O, olustururlar.
2.2.5.3. Singlet O,

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal olarak degil ancak
serbest radikal reaksiyonlar1 baglattiklarindan serbest radikal sinifina dahil edilmistir. Singlet
0O,,0ksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi
yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siiperoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonunda da

olusabilir (50).
2.2.5.4 Hidroksil radikali (OH¥*)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde
bircok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirict radyasyonun (X-1sinlar)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olusabildigi gibi hidrojen peroksit
molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilmektedir.
Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan OH, su dahil ortamda rastladigi her molekiil
ile tepkimeye girer. Biitlin bu tepkimeler, OH’1n paylasilmamis elektron igceren dis orbitaline

elektron alma ilgisinden kaynaklanir.

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en Onemli hasar, lipit peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zar1 su icermediginden OH’in baslica
hedefi yag asididir. Zar lipitlerinin peroksidasyonu zarm yapisini bozar ve gecirgenligini

artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (51,52,57).
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Sekil 7 —Serbest radikal olusumu

Serbest radikaller ti¢ farkl: sekilde olusur:

I- Normal bir molekiiliin kovalent bir bagmin her kisminda bir ortaklanmamuis bir elektron

kalacak sekilde homolitik parcalanmasi

2-Normal bir molekiiliin tek bir elektronunu kaybetmesi

3-Normal bir molekiile tek bir elektron ilavesi

Serbest radikaller pozitif ytliklii veya elektriksel olarak nétral olabilirler.
Elektron transferi ile radikal olusumu: A + e- A—

Homolitik flizyonla radikal olusumu: X: Y X+Y

Heterolitik flizyonla radikal olusumu: X: Y X —: + Y+

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {izere organizmada antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Serbest radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasinda denge
korunamadig1 takdirde hiicre hasarma kadar giden bircok patolojik degisiklik ortaya
ctkmaktadir (53).

2.2.6. Bashca serbest radikal olusum kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi c¢esitli dis kaynakli nedenlerin etkisiyle de
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olusabilir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yani sira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal {iretimini artmrirlar. Sitokrom P 450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipit
peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar,
mitokondrial elektron transport sistemi (ETS), molekiiler otooksidasyon yapan tiyol,
hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest

radikalleri olusturur (54,55).
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Sekil 8 -Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark.2002)
2.2.7.Serbest Radikal Olusumunu Artiran Faktorler
A. Eksojen Faktorler

1. Diyetsel faktorler: Cok doymamis yag asitlerince beslenme, alkol, fazla kalorili beslenme
(obesite), hayvansal proteinlerce zengin beslenme, az sebze ve meyve yenmesi, yiyeceklerin

uygun olmayan ortam ve kosullarda hazirlanmasi.

2. Cevresel faktorler: Sigara dumani, hava kirliligi (O3, NO,, SO,, Hidrokarbonlar), radyasyon
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diger kirleticiler (Asbest, pestisitler, vs.)

3. Ilaglar: Antikanser ilaglar, glutatyon tiiketen ilaclar.
B. Endojen Faktorler

1. Fiziksel egzersiz / sedanter yagsam

2. Stres

3. Yashlik

4. Doku hasar1 ve kronik hastaliklar (Ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon, iskemi-

reperflizyon hasar1 gibi)

5. Diyetsel antioksidan alinimini etkileyen kosullar (istahsizlik, malabsorbsiyon, kolestaz)

(58).
2.2.8.Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar sdyle

stralanabilir:

a) DNA ‘nin tahrip olmasi,

b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikima,

¢) Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
e) Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

f) Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi,

g) Seroid ve yas pigmenti denilen baz1 madddelerin birikimi

h) Proteinlerin tahrip olmasi1 ve protein *’ turnover’’nin artmast

1) Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
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tiol/disiilfit oranmin degismesi
7) Kollagen ve elastin gibi uzun 6miirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarmnin
bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi
k) Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir (58)
2.2.9. Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller DNA’nin kimyasal modifikasyonu ile mutagenik etkilerini
gostermektedir. Ozellikle OH radikali, serbest radikallerin sebep oldugu bir takim degisimlere
(DNA ayrilmasi, DNA-protein capraz baglanimi, piirinlerin oksidasyonu gibi) sebep
olmaktadir. DNA onarim sistemi hemen DNA’y1 rejenere etmezse replikasyon sirasindaki
yanlis baz ¢ifti mutasyonla sonuc¢lanacaktir. Bu mekanizma oksidatif strese maruz kalmig
kisilerdeki artmis kanser prevelansimi agiklamaktadir. Serbest radikal vasitasiyla olusan

apoptozis bazi vakalarda serbest radikale bagli DNA hasarmin bir parcasidir (63).
2.3. Kanser Gelisiminde Rol Oynayan Risk Faktorleri

Bir¢ok bireysel ve cevresel faktor kanser gelisim riskini artirir. Ancak karsinojenlere

maruz kalan veya diger risk faktorlerini tasiyan her insanda kanser gelismez (58-63).

2.3.1. Genetik Faktorler

Genetik faktorlere bagli olarak bazi ailelerde kanser gelisme riski daha ytiksektir. Bu
risk bazi durumlarda tek bir gendeki degisime bagh iken, bazi durumlarda ise birka¢ genin
etkilesimine bagl olarak ortaya ¢ikar.

Kromozom aberasyonlar1 da kanser gelisim riskini artirir. Ornegin 21. kromozomdaki
aberasyona bagli olarak gelisen Down sendromlu kisilerde akut 16semi gelisim riski 12-20 kat

daha fazladir (58-63).

2.3.2. Yas

Retinoblostoma ve nodroblastoma gibi bazi tiimdrler cocuklarda goriiliir. Ancak
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kanserlerin biiyiik bir kismai ileri yaslarda ortaya ¢ikar (58-63).

2.3.3. Cevresel Faktorler

Sigara dumani, hava kirliligi, calisma ortaminda maruz kalinan kimyasal maddeler

radyasyon gibi bir¢ok ¢evresel faktor gelisim riskini artitrir (58-63).

2.3.4. Cografi Faktorler

Cografi faktorlerin kanser riskini neden artirdigi ¢ok anlasilamamis olmakla birlikte,
insanin yasadig1 cografya kanser riskini arttiran bir faktordiir. Ornegin japonyada yasayan
Japonlarda kolon ve gogiis kanseri gelisme riski diisiik iken Amerika’ya go¢ etmis japonlarda

risk diger Amerikalilar diizeyindedir (58-63).

2.3.5. Beslenme

Besinlerle alman maddeler kanser riskini arttirabilir. Ornegin fazla yagli beslenme
kolon, gogiis ve muhtemelen prostat kanseri gelisim riskini arttirir. Asir1 alkol tiiketenlerde
ozefageal kanser gelisme riski yliksektir. Mangalda pisirilmis etler veya dumana maruz

kalmis yiyecekler mide kanseri gelisim riskini arttirmaktadir (58-63).

2.3.6. flaclar Ve Medikal Tedaviler

Bazi ilaglar ve medikal tedavi yontemleri kanser gelisim riskini arttirabilir. Ornegin
oral kontraseptifler gogiis kanseri gelisimini arttirir, ancak bu risk zamanla azalir. Menepoz
doneminde verilen Ostrojen ve progestin hormonlarida gogiis kanseri riskini arttirir.
Antikanser ilaglarla ve radyasyonla kanser tedavisi yapilan insanlarda yillar sonra bu

tedavilere bagli ikinci bir kanser gelisme riski vardir (58-63).

2.3.7. infeksiyonlar

Bir¢ok viriisiin insanlarda kanser gelisimine neden oldugu bilinmektedir ve daha
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bir¢ok viriisiinde kansere neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Iinsan papilloma viriisii ( HPV)
kadinlarda rahim agzi kanserine neden olur. Hepatit B ve C viriisleri karaciger kanserine yol
acar. Mide iilserine yol acan Helicobacter pyolori mide kanseri ve lenfoma gelisim riskini
arttir. Scbistosoma baematobium paraziti idrar kesesi kanserine rol agabilir. Opisborcbis

sinensis paraziti ise pankreas ve safra yolu kanserine neden olabilmektedir (58-63).

2.3.8. inflamatuar Hastalklar
Inflamatuar bozukluklar genetik degisikliklere neden olabilen énemli faktdrlerdendir.
Ornegin iilseratif kolit kolon kanseri gelisimine neden olabilir. Ozellikle bitki iiretiminde

kullanilir. Hayvanlarda ise letal mutasyona yol agar (58-63).

2.3.9. Genotoksisitenin Karsinojenezisle Tliskisi

Bir maddenin genotoksik potansiyeli mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgilidir.
Karsinojenezis baglangicinda DNA en son hedef olarak kabul edilmektedir.
Son yillarda, karsinojenik olan bir¢ok maddelerin genotoksik; benzeri sekilde genotoksik
olan bircok maddelerin de karsinojenik oldugu gosterilmistir. Kimyasal maddelerin
genotoksik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasindaki bu kuvvetli iligkinin olmasi,
genotoksisite testlerinin, kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda, tarama
testleri olarak kullanilmasi, sonucu dogurmustur. Kimyasal maddelerin kanser
olusturmasinda;
- Mutasyon ve DNA onarimi yani sira, ikinci bir etkenin hiicresel cogalmay1 uyarmasi,
- T lenfositlerinin baskilanmas1 sonucunda bu T lenfositlerinin viicutta dogal olarak gelisen
kanser hiicrelerini yok etme fonksiyonlarmnin bozulmasi
- Normal hiicre ¢cogalmasina katkida bulunan biiylime faktorlerinin ve mitozda rol oynayan

diger etkenlerin sentezini kontrol eden genlerin aktive edilmesi gibi mekanizmalar rol oynar.

2.3.9.1. Genotoksik Kimyasal Maddelerin Taranmasi ve insan Saghg Acisindan

Degerlendirilmeleri

Kimyasal maddelerin insanda neden olabilecegi genotoksisitesi, kantitatif olarak

degerlendirmek ¢ok giictiir. Gergekte herhangi bir kimyasal maddenin insanda genetik defekt
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olusturabilecegi heniiz gosterilememistir. Radyasyonun (kuvvetli fiziksel mutajen) bile ancak
hayvanlarda genotoksik oldugu gozlenmistir. Diger taraftan kimyasal bir maddenin veya
radyasyonun genotoksik etkisi varsa bile maruz kalan kiside degil, hatta yavrusunda da
goriilmeyebilir. Ancak ressesif (¢cekinik) bir alelin, nesiller sonra ortaya ¢ikma olasilig1 vardir.

Bugiin c¢evremizdeki cok c¢esitli kimyasal maddelerin kiigiik miktarlar1 genotoksik
veya karsinojen olabilir. Ayrica endiistride calisanlar bir¢ok organik kimyasal maddelere
maruz kalmaktadir. Bugiin bu maddelerin genetik acidan zararlarini degerlendirmek heniiz
miimkiin degildir. Insanlar arasinda, genetik defektlerin de giin gectikce artmasi tipta gittikce
onem kazanmaktadir. 2000'den fazla genetik hastalik bilinmektedir. Oldukg¢a yiiksek
insidansli bu genetik defekt veya hastaliklar daha cok spontan (kendiliginden olusan)
mutasyonlara baglanmaktadir. Ancak cevremizde devamli maruz kalinan ve asagi sinif
hayvanlarda mutajen olan bir dis kaynakli kimyasal maddelerin de etkisi olabilecegi cok
muhtemeldir. Bu konudaki ¢aligmalarin ilerlemesi ile insanlara yorumlanabilmesi
yapilacaktir.

Somatik hiicrelerde mutasyon olusmasi kanser olay1 ile sonuglanir. Dollenme
hiicrelerindeki genotoksik degismeler ise insan neslini, ilgilendirdigi i¢in daha ciddi sonuglar
dogurur. Dollenme hiicrelerindeki letal ve dominant bir mutasyon diisiiklere neden olurken,
letal olmayan bir mutasyon ise daha sonraki nesillere gecgerek bireylerde istenmeyen
fenotipler seklinde ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Insanlarm mutajenlere maruz kalmasi ile
etkileri arasinda uzun bir siire vardir. genotoksisite sonucu olusabilen karsinojenezis i¢in
latent bir donem vardir. Genotoksisite sonucu olusacak diger etkilerin ise daha sonraki
nesillerde goriilmesi ise daha uzun stireyi gerektirir.

Kimyasal maddelerin insan iizerindeki etkilerini degerlendirmede, cevrede dogal
olarak olusan fiziksel ve kimyasal genotoksik maddeleride tanimak gerekir. Radyasyon
glinliik yasantida karsilastigimiz 6nemli bir fiziksel genotoksiktir, glines 15181 baslica
kaynaktir. Kimyasal maddelerin tam yanmamasi ile olusan benzo (a) piren gibi genotoksikler,
besinlerin islenmesi veya pisirilmesi sirasinda, sularin klorlanmasi sonucu bir¢ok kimyasal
genotoksisitelerin olustugu gosterilmistir. Bugiin endiistride tretilen kimyasal maddelerin
sayist 60 000 1 gecmistir. Her y1l da 1000-2000 tanesi bu sayiya eklenmektedir. Boylece
gerek glinliik kullanimdaki bu kimyasal maddeler ve gerekse ¢evrede olusan diger maddelerin
toksikolojik etkilerini bilmek gerekir. Bu nedenle de toksikolojik profil analizlerini yaparak,

potent advers etkileri olanlarin iizerinde daha c¢ok durulmalidir. Ozellikle kimyasal
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genotoksiklerin taninmasinda ¢abuk, pahali olmayan tarama testlerine gereksinim vardir.

Tablo 2: Bazi Onemli Genotoksik Kimyasal Karsinojenler

Ovrganik Yapih Maddeler

inorganik Maddeler

PAHIar Nitrozaminler Arsenik
Berzantrasen tirevleri N-nitrozonormikotin Krom
Medlkclantren Alkil nitrozaminler Kadmiyum
Berzo(a)piren Mitrozopiperidin Mikel
Krizen Dimedlnitrozamin Berilyum
Perilen Azo boyalan Kobalt
Polidorlu bifeniller (PCB) Dimetlamincazobenzen Demir
Aromatik Aminler o-Amincazotoluen Kursun
Anilin Alkilleyici Ajanlar Titanyum
Berzidin Antikanser ilaglar Cinko
2-Mafdlamin Mustard gan

Toluen-2,4-diamin

Dogal Bilesilder

o-Toluidin Pirclizidin alkaloidleri
2- Antramin Aflatoksinler
Sakarin Serbest Radikaller

2.4.Genotoksik Etkinin Belirlenmesinde Biyogostergeler

Biyogosterge, ksentobiyotiklerin hiicresel ya da biyokimyasal olusumlarin yapilarinda
ya da fonksiyonlarinda olusturdugu ve biyolojik sistemde ya da Ornekte Olciilebilen
degisikliklerdir. Biyogostergeler biyokimyasal ve molekiiler degisimleri yansittiklarindan
deneysel ve epidemiyolojik ¢aligsmalar arasindaki boslugu dolduran bir koprii gérevi gortirler.
Genotoksik kimyasal maddeler ile temasi olan kisilerde genotoksik riskin belirlenmesinde
biyogostergeler oldukga yararhdirlar (64).

Insan verileri kullanildiginda karsinojenite i¢in giiglii kanitlar saglayan epidemiyolojik
calismalar, bazen incelenen ajan ile etki arasindaki veri eksikliklerinden kaynaklanan “yanlis
negatif sonuglar” verebilirler. Bu durumun nedenleri olarak etkinin belirlenmesinde
karsilagilan giicliikler, maruz ve kontrol grubunun uygun secilmemesi ve etkinin ortaya
cikabilmesi i¢in uzun siireye gereksinim olmasi sayilabilir. Halbuki molekiiler yontemler

sayesinde hastalik ortaya ¢cikmadan risk degerlendirilmesinin yapilabilmesi olasidir.
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Biyogostergeler; maruz kalmanin biyogostergeleri, duyarliligin biyogostergeleri ve
etkinin biyogostergeleri olarak smiflandirilabilir. Maruz kalmanin biyogdstergeleri bir
ksentobiyotigin ya da metabolitinin ya da ksentobiyotik ile hedef molekiil/hiicre arasindaki
etkilesim sonucunda olusan iriinlerin bir organizmada O6lgiilmesini igerir. Genel olarak
maruziyetin gostergeleri bir birey tarafindan almman dozun belirlenmesini ve bu dozun
herhangi bir hastaligin olusmasina neden olan degisikliklerle iliskisini kavramak i¢in
kullanilir.

Duyarliligin biyogostergeleri, genetik Ozelliklerden ya da diger yatkinliklardan
kaynaklanan ve genel popiilasyona gore daha biiyiik risk altinda olmasina neden olan
bireylerin  belirlenmesinde  kullanilir.  Bu  biyogostergeler, kimyasal maddelerin
aktivasyonunda ya da detoksifikasyonunda yer alan enzimlerin aktivitelerini ya da bazi DNA
hasarlar1 i¢in onarmm kapasitesini icerebilir. Etkinin biyog0Ostergeleri ise bir organizmada
meydana gelen ve siddetine bagli olarak potansiyel bir hastaligin habercisi kabul edilen
Olgiilebilir biyokimyasal, fizyolojik ve diger degisikliklerdir. Etkinin biyogostergeleri
toksisitenin, karsinojenezisin ya da hastaligin olusundaki erken etkileri belirleyebilmemizi
saglar (65).

Kanser olusumunda genotoksik hasarin en 6nemli faktor oldugu bilindiginden risk
grubundaki farkli DNA hasarlar1 kontrol grubu ile karsilastirilir. Bu amagla uygulanabilen pek
cok genotoksisite testi bilinmektedir. Bu testler, genotoksik ajanlara maruz kalmayla olusan
riskin belirlenmesinde kullanilan sitogenetik biyogostergelerdir.

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve
genotoksik potansiyelleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan
standart in vitro ve in vivo genotoksisite testleri; Kromozom aberasyonlar1 testi, Comet Assay

testi, Ames testi, Kardes Kromatit degisimi testi ve Mikrontiklus testidir.

2.4.1. Kromozomal Aberasyon

Kromozomal aberasyonlar, genotoksisite ¢alismalarinin validasyonu i¢in gelistirilmis
yontemlerden birisidir. Bu yOontemin sonuclarmin dikkate alinmasi kanser riskinin erken
tanisina yardimci olabilir. Teknik tiim genomdaki hasarin izlenmesine imkan tanimasi ve
maruziyetin degerlendirilmesinde biiyiik Olclide uluslararasi gecerli standartlara erigmis

olmas1 bakimindan Onemlidir. Karl Sax tarafindan 1930 yilinda somatik hiicrelerdeki
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mutasyonun kansere neden olabilecegi belirtilmistir. Bu tespitin ardindan mutojenezisin yol
actig1 sorunlar ayrintili olarak arastirilmaya calisilmistir. Etkene maruziyetin kromozomal
anomaliye yol ac¢ma riskinin saptanmasinda, kimyasallarin klastojenik aktivitesinin
degerlendirilmesinde ve biyo gosterge calismalarinda kromozomlarda goriilen degisiklikler
oldukca 6nemlidir. Nitekim Hagmar L. ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismalarda yiiksek
siklikta kromozomal aberasyonlu kisilerde kanser gelisme riskinin daha fazla olmasi arasinda
iligki oldugu gosterilmistir (66).

Kiiltire alinmis periferal kan lenfositlerindeki kromozomal aberasyon sikliginin
incelenmesi ve genotoksik hasarin boyutunun tespiti, kromozomlarin en rahat gozlenebildigi
metafaz evresinde yapilir. Bu asamada hiicrelerin tutulabilmesi i¢in hiicre kiiltiiriine kolsemid
eklenir ve kromozomlardaki makrolezyonlar ve yapisal kromozomal degisiklikler

degerlendirilebilir.

Sekil 9: Normal insan kromozomu

En sik rastlanan kromozomal aberasyonlarin; kromatid agiklig1 (gap) kromatid kirigi
(break), asentrik ve disentrik fragment, ring kromozom, kromatid degisimi, inversiyonlar ve
translokasyon seklinde oldugu sdylenebilir DNA sarmal kirilmalar1 veya baz degisiklikleri
onarim kusurlarina bagli olarak kromozomlarda goriilen primer hasarlardir. DNA kirilmalar:
tek sarmal1 veya birbirini tamamlayan ¢ift sarmali ayn1 anda etkileyebilir (65,66).
Kromozomlara katilma, eksilme veya farkli siralama sonucu olusan ve 151k mikroskopu ile
goriilen lezyonlara "klastojenezis"” denir.
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Sekil10 :Didentrik Kromozom

Kromozomda DNA kayb1 sonucu oldugu diisiiniilen bosluklarin (akromatid lezyonlar)
boyutu degisebilir. Kromatid uglarmin kirilmasi ile olusan kirilmalar yer degistirir ve halen
metafaz donemini kapsar. Bloom sendromu ve Fanconi anemisi gibi genetik hastaliklar
kromozom kirilmalar1 ile ilgilidir. Ancak bu kirilmalarin mi1 hastaliga neden oldugu, yoksa
hastaligin semptomu olarak m1 ortaya ¢ikan mekanizmalar oldugu belli degildir.

Iyonizasyon radyasyonu, alkillendirici etkenler gibi bircok kimyasal maddelerin
kromozom kirilmalarina neden oldugu gosterilmistir. Kromozom kirilmalarinin diizensiz ve
yanlis kaynamasi (birlesmesi.) sonucu olan degismelere "kromozomal mutasyonlar"” denir. Bu
degismeler, baslica ¢ikartma, yer degistirme, ikiye katlatma veya ters donme seklinde olabilir.
Kromozomlarin esitsiz béliinmeleri ve sonucta hiicredeki kromozom sayisinin normale gore
artmast veya eksilmesi ile bircok anomaliler goriilir. Birgok genetik hastaliklar
kromozomlarin diizensiz bdliinmeleri sonucudur. Ornegin Down sendromu (mongolizm:
kromozom 21'in trisomisi ile ilgili; yani kromozom 21'in 2 yerine 3 tane olmasi), Klinefelter
sendromu (XXY cinsiyet kromozomu konsititiisyonu; 47 kromozom) ve Turner sendromu
(XO cinsiyet kromozomu konsititiisyonu; 45 kromozom) gibi genetik hastaliklar anormal

cocuklarin dogumuna neden olur.
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Sekil 11: Down sendrmu

Bazi1 kimyasal maddelerin poliploid'i (temel haploid sayilarinin katlan) indiikledikleri
gosterilmistir. Ornegin kolisin spesifik bir "spindle" zehirdir. Spindle protein tubiline
baglanarak polimerizasyonu inhibe eder. Boylece kolisin mitozis olaymni1 metafaz sathasinda
durdurur, kromozom materyali agirlik¢a ikiye katlanir ve sonucgta "poliploid" hiicre olusur.

Vinca alkaloidleri (vincristine ve vinblastin) de kolsisin gibi poliploidi indiikler.

2.4.2. Comet Assay Teknigi (Single Cell Gel Electrophoresis Technique) ve
Kullanim Alanlarn

Insan popiilasyonlarmin genetik biitiinliigii, kimyasal ve fiziksel genotoksinlere maruz
kalmayla sonuclanan endiistriyel etkinliklerden dolayr giderek artan bir tehdit altindadir.
Genetik hasar1 etkileyen diger faktorler ise yasam bigimi, ¢esitli ilaglarla uygulanan tedaviler
ve iklim degisiklikleridir. Genlere hasar veren ajanlarin etkilerini ortaya koymak i¢in kolay
test yontemleri aranmistir. Sitogenetik yontemler mutajenik ve karsinojenik bilesiklere maruz
kalan topluluklarin biyolojik izlenmesinde genis Olgiide kullanilmaktadir. Metabolizma
irlinleri  mutajen ve  karsinojen  olabileceginden ayrica  g¢esitli  Orneklerde
biyotransformasyonlar: farkli oldugundan inhalasyon ajanlar1 veya diger potansiyel mutajenik

ajanlar icin kullanilacak testler insan hiicrelerinin analizi seklinde olmalidir (67).
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Biyoizleme ¢alismalarinda giderek artan sekilde sitolojik yontemler kullanilmaktadir. Insan
calismalarinda sitogenetik olarak gelinen son asamalardan biri de insan lenfositlerinin
incelenmesidir (68,69).

DNA hasarmi arastirmada insan hiicrelerinin kullanildig: testlerden en sik bagvurulan
Sister Chromatid Exchange (SCE) ve Microgel Electrophoresis (MGE) olarak da adlandirilan
Comet Assay yontemidir. Bu yontemlerle DNA sarmal kiriklarmin saptanmasi hassas, hizli ve
giivenilir bir sekilde gergeklestirilebilmektedir (69). Genotoksik taramalarda comet yontemi
giderek daha fazla kabul gérmektedir. Comet yonteminin, yaslanmadan, genetik toksikoloji ve
molekiiler epidemiyolojiye kadar pek ¢ok toksikoloji alaninda uygulamalar1 vardir (40,69).

DNA kiriklarmin tayini prensibine dayanan bu yontem, pek ¢ok fiziksel ve kimyasal
mutajenin Ozellikle insanlarda yol agtigt DNA hasarnin tayininde, kanser hastalarinda DNA
hasarmin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi1 kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda,
bazi hastaliklarda artmis DNA hasarin1 belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir

(70,71,72).

Comet yontemi asagida belirtilen avantajlara sahiptir; (73,74,75)
- Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.
- Hizl1 bir yontemdir, ¢cabuk sonug almar.-
- Hassas ve gilivenilir bir yontemdir.
- Hiicrelerdeki DNA kiriklarini gorsel olarak ortaya koyar.
- Maliyeti diisiiktiir.
- Arag-gerec gereksinimi azdir.
Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiike sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Bu
yonteme gore, hiicreler veya g¢ekirdekgikler Oncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha sonra
lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiiriitme ve ndtralizasyon islemlerinden gecirilerek

floresan boya ile boyanmaktadir.

Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar gormemis DNA’lar comet
(kuyruk) olusturmazken, hasar gormiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler
agirliklarina ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda
hareket ederek ¢ekirdekten disar1 dogru goc etmekte ve kuyruklu yildiz goériinimii
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olusturmaktadirlar (Sekil 12 ve Sekil 13).

Undamaged

BEIGES

Sekil 12: Comet yontemi ile hasarli, az hasarli ve hasarsiz hiicre 6rnekleri

Sekil 13: Comet yontemi ile “hasarli” hiicre 6rnegi

Bu goriiniim nedeniyle bu teknige "Comet" adi verilmistir. Comet testi ile DNA
hasarmin kantitatif olarak saptanmasinda; kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve
kuyruk uzunlugu gibi parametreler kullanilmaktadir

Ik defa 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarmin
Olciilmesi amaciyla kurulan, daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan
gelistirilen teknik notral pH’daki lysing sartlarinda uygulanarak DNA c¢ift sarmal kiriklarmi
tayin etmede kullanilmistir. 1988 yilinda Singh ve arkadaslar1 tarafindan protokolde birtakim
degisiklikler yapilarak yontem alkali [lysing kosullarinda uygulanmistir. Singh ve
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arkadaslarinin comet yontemi protokolii bugiin kiiciik degisikliklerle diinya genelinde en
yaygin kullanilan protokoldiir. Yontemin en 6nemli avantajlarindan bir tanesi de ¢ok ¢esitli
hiicre tiplerinde ¢alisma olanagi saglamasidir (21,39,76).

Comet yonteminde hiicreler izole edildikten sonra agar icine gomiilerek mikroskopik
lamlara yayilirlar. Lysing asamasindan sonra elektroforeze birakilip floresan boya ile
boyanmak suretiyle degerlendirilirler. Comet teknigi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin
edilmesinde gozle degerlendirmenin yani sira kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve
kuyruktaki DNA yiizdesi en yaygin kullanilan parametrelerdir. Kuyruktaki DNA yiizdesinin
belirlenmesi ve sonuglarin gézle degerlendirilmesi diger parametrelere gore doz cevap

iligkisini daha 1yi yansitmas1 sebebiyle tercih edilmektedir (21,39,76).

2.4.2.1.Comet Yonteminde DNA Hasarinin Degerlendirilmesi

Comet yonteminde hasarsiz hiicrelerin (lenfosit) incelemesinde yuvarlak, kenarlar1
daha az yogun olmak iizere ortasi parlak bir 151k goriinlimii (¢ekirdek) vardir. Bu hiicrelerin
goriinimii nonmigration (NM) olarak degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olusmaya baslamissa,
normalde diizgiin kenarli olan goriinti DNA kiriklarnin ¢ekirdek disma gociiniin de
baslamasi nedeni ile diizensiz kenarli bir goriiniim alir (strech ya da yeni adi ile low
migration). Hasar arttikca lenfositler kuyruklu yildiz (comethigh migration) seklini alirlar.
Son asama ise apopitozistir. Hasarin siddetine gére merkezden kenara dogru uzama olur. Bu
comet (kuyruk) uzunlugu hasar ile dogrudan iligkilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu
da hasarin derecesi ile paralellik gosterir (74).

Comet yonteminde lamlarin degerlendirilmesi comet goriintli analiz sistemi (comet
software) ile yapilabilecegi gibi gozle degerlendirme gibi farkli yontemlerden de
yararlanilabilmektedir.

Gozle degerlendirmede hiicreler hasarli ve hasarsiz olarak ayrilirlar. Hasarli hiicreler
ise hasar seviyelerine gore farkli kategorilere ayrilabilir. Baz1 ¢alismalarda hiicreler; hasarsiz,
az hasarli ve ¢ok hasarli olarak li¢ sinifa ayrilabildigi gibi, Kobayashi ve arkadaslar1 hiicreleri
daha detayli bir sekilde degerlendirerek 5 kategoriye ayirmislardir. Ayrica mikroskobun
okiilerine yerlestirilen mikron seviyesinde 6l¢iim yapabilen bir cetvelden de yararlanilabilir.
Gozle degerlendirme; 5 dakikada 1 000 hiicre sayilabilecek kadar hizli oldugundan ve
bilgisayar programi gerektirmediginden ucuz ve kolay bir yontemdir. Bu konuda yapilan
degerlendirmeler, gozle degerlendirmenin software kullanimi kadar etkili ve kullanilabilir
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oldugunu gostermektedir (77).

Hasarin degerlendirilmesinde “Tail Moment” denilen bir bagka 6l¢iim yonteminden de
yararlanilmaktadir. “Tail Moment” kuyruk uzunlugu ve kuyruk igindeki toplam DNA orani
olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemde “Tail Moment” kuyruktaki DNA yogunlugunu
gostermektedir (74).

Comet yontemi pek cok tipte memeli hiicresinde ¢esitli ajanlarin indiikledigi DNA
hasar1 ve onarim bozuklugunun saptanmasini amaglayan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda
kullanilmaktadir.

DNA kiriklarinin saptanmasi ilkesine dayanan bu yontem, pek cok DNA hasarinin ve
onarmminin saptanmasinda biyoizlem calismalarinda ve genetik toksikolojide yaygin olarak
kullanilmaktadir. DNA hasarinin indiiklendigi caligmalar, comet yontemi ile ¢esitli hiicre
tiplerinde ve hedef organlardan alinan hiicrelerde yapilabilmektedir. Comet yOntemi,
duyarliligi ve DNA hasarin1 tek hiicre seviyesinde O0lgmeye olanak saglamasi nedeniyle
genotoksik etkisi merak edilen bilesiklerin toksisitelerini hizli olarak dnceden belirlemede
kullanilan bir yontem olmustur. Bu yontem ayni zamanda DNA onarimimin belirlenmesini
amaclayan caligmalarda da uygulanmaktadir. Bu amacla Gedik ve arkadaglariin yaptiklari
calismada, hiicreler 6nce DNA hasar1 olusturan kimyasal maddeye maruz birakilmis daha
sonra da onarim basamagi inhibe edilerek, onarimi gerceklesemeyen bdlgelerde olusan
kiriklar aracilig1 ile hiicresel onarim kapasitesi hakkinda bilgi edinilmistir (75).

Comet yontemi, bazi patolojik kosullarin ya da kimyasal maddelere terapotik olarak
maruz kalmanin ardindan olusan sonuglarin arastirilmasi amaciyla pek ¢ok klinik calismaya
uygulanmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda; kotli beslenme, parazitik enfeksiyonlar, diyabet,
mesane kanseri, diisik yapma gibi etkenlerin DNA hasarin1i anlamli olarak artirdigi
bulunmustur.(76-79,80,81) Ayrica radyoterapi ya/ya da kemoterapi alan hastalarda, anestezik
ilaglara maruz kalanlarda, siklofosfamid ve sisplatin alan meme kanseri hastalarinda bu
yontem ile anlamli olarak artmis DNA hasar1 saptanmistir. Comet yontemi ile yapilan
calismalar sadece somatik hiicrelerle sinirli kalmamis, infertil olan ve olmayan erkeklerin
spermlerinde DNA hasar1 arastirildiginda anlamli bir artis bulunmamastir (79).

Comet yonteminin diisiik hasar seviyelerinde de duyarli oldugu gosterildikten sonra,
mesleksel, yasamsal ve ¢evresel maruziyetlerin biyoizlenmesinde kullanilmaya baslanmistir.
Pestisitlere, benzene, anestezik gazlara, radyasyona ve sitirene maruz kalan bireylerde DNA

hasarmin arttig1 gosterilmistir. Ek olarak sigara igcenlerde ve ¢ocuklarda da DNA hasarini
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belirlemeye yonelik arastirmalar gergeklestirilmistir. Hava kirliliginin DNA hasar1 yapip
yapmadigmin arastirildig1 bir calismada ise lenfositlerin disinda, bukkal ve nazal epitelyum
hiicreleri caligilmistir (82).

Comet yontemi ile DNA capraz baglar1 da belirlenebilmektedir. Bu amagla uygulanan
yontemin temel prensibi, DNA ¢apraz bag sayisimin artmasi sonucunda, DNA migrasyonunun
engellenmesidir. Collins ve arkadaslarinin gelistirdigi bir diger yontem ise oksidatif DNA
hasarinmn spesifik enzimler kullanilarak belirlenmesi olmustur (80). Comet yontemi; diisiik
hasar diizeylerini bile saptayabilen duyarli bir yontem olmasi, az miktarda hiicre 6rnegi
gerektirmesi, her tiir 0karyotik hiicreye uygulanabilmesi, hizli, basit ve ucuz olmasi, kolay
uygulanabilir oldugu i¢in genis popiilasyonlara uygulanabilmesi gibi nedenlerle yaygin olarak
kullanimi1 giderek artmaktadir.

2.4.3. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Ames testi olarak da adlandirilan Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda kullanilan, test parametreleri agisindan en
1yi standardize edilmis ve mutajen/karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallarla gecerliligi en

fazla kabul edilmis bakteriyel test sistemlerinden biridir.

Ayrica hizli, ucuz ve uygulanabilirliginin kolay olmasi nedeniyle ¢ok yaygin bir
kullanim alanina sahiptir. Bu test, insanlarda ve deney hayvanlarinda tiimor olusumunda
somatik hiicrelerin tiimor baskilayic1 genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarin
saptanmasinda ve kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini 6nleyerek mutajenik ve karsinojenik
etkilerini ortadan kaldiran antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin tayininde de siklikla

kullanilmaktadir (82,83,84).

Ames testinde, histidin operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar igeren
Salmonella typhimurium’un mutant suslar1  kullanilmaktadir. Bu testin temeli, S.
typhymurium’un yapay mutasyonla olusturulmus olan histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis suslarmin, sitokrom P-450 enzimlerini igeren memeli karaciger post mitokondriyal
siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda, test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci
bir mutasyon gecirip histidini sentezleyebilen ve histidinden bagimsiz ortamda ¢ogalmasi

esasina dayanir.
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Sekil 14: Ames testinin uygulanmasi ve mutajeniteyi gosteren koloniler- 1

Histidinsiz ortamda tireyebilmelerine yol acan kendiliginden geri mutasyona ugrayan

koloniler sayilarak mutajenite belirlenmektedir (Sekil 14-15).

Filber disk containing
fest chemical

Incculate ook

weith bester sirain
[histidine

aLxohoph)

rdinirmal medium — histidine

\

Hegative
resulkt a few
sponnecus

resetta nks

prlakes
overnight ak
3TN,

Positive result:
increased revertants S ®
near kest chemical

Sekil 15- Ames testinin uygulanmasi ve mutajeniteyi gdosteren koloniler- 2

Ortamda pozitif mutajen bir kimyasal madde varsa, geri mutasyonla ¢ogalan bakteri koloni

sayis1 istatistiksel olarak anlamli artmaktadir (82-87).



2.4.4. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

KKD, kardes kromatitlerin homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon {iriinlerinin
simetrik degisimidir ve DNA c¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon yoluyla
onarilmasin1  gostermektedir. Ayrica KKD’ler nokta mutasyonlarin indiiksiyonu, gen
amplifikasyonu ve sitotoksisite ile yakindan iliskilidir (88-93). Bu test, cesitli ajanlarin
mutajenik ve karsinojenik etkilerinin, 6zellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimlerin

arastirilmasinda 6nemli bir yere sahiptir.

Mutajen ve karsinojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan hiicrelerde ve
kromozom kirilganlig1 ve yatkinlig1 ile karakterize edilen cesitli kalitsal hastaliklarda KKD
frekansinm arttig1 ve artmug KKD frekansi ile tiimor olusumu arasinda lineer bir iliskinin
oldugu saptanmistir (94,98). KKD testi ile 6zellikle DNA eklentileri olusturan veya DNA

replikasyonu ile etkilesime giren mutajen bilesikler saptanmaktadir.

KKD testinde, DNA kiriklarin1 gériiniir hale getirmek i¢in hiicre kiiltiirlerine DNA’da
timin analogu gibi davranan Bromodeoksiiiridin (BrdU) maddesinin eklenmektedir ve bu
maddenin hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girmesi saglanarak homolog

kromozomlardaki DNA par¢alarinin karsilikli degisimi gosterilmektedir.

Kiiltiirlerdeki hiicreler ¢ogalirken DNA’larin replikasyonu sirasinda yeni sentezlenen
polintikleotid ipligine ortamda bulunan BrdU igeren bromurasil niikleotidleri ge¢mektedir.
Ultraviyole lambasi ile 1sinlanmaya maruz birakildiginda DNA i¢ine yerlesmis olan BrdU

daha acik renkte boyanmis bolgeler olarak goriilmektedir (Sekil 16a).

Kromatidlerin farkli boyanmasina neden olan bu boyanma farki ile DNA’da kardes

kromatidler arasinda olusan degisimler gozlenebilmektedir (Sekil 16b) (99).
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Sekil 16a: Kardes kromatid degisimleri Sekil 16b: Kromatidler arasinda olusan degisimler

2.4.5.Mikroniikleus (MN)

Gilinlimiizde insan sagligina, biyolojik yapi ile fiziksel ve kimyasal faktorlerin yan sira
cevresel faktorlerinde cok 6nemli etkisi oldugu siddetle vurgulanmaktadir. Ciddi kusurlara
neden olan ve hastaliklara zemin hazirlayan dis etkenlerin basinda, giinliik yasantimizda
farkinda olarak ya da olmayarak karsi karsiya kaldigimiz dogal ya da sentetik kimyasal
maddeler gelmektedir.

Gilinlimiizde hizl1 endiistrilesmeye bagli olarak cevresel kirliligin giderek artmasiyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmaktadir. Dolayisiyla giiglii toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit ve onlemler alma
ihtiyact ka¢gmilmaz olmaktadir. Bu faktdrlerin, insanlar ve diger canlilar lizerinde genotoksik
ya da mutajenik etkilerinin incelenmesinde ¢esitli sitogenetik yontemler kullanilmaktadir.
Sitogenetik yontemler igerisinde giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan testlerden biriside
mikroniikleus (MN) testidir. MN testi sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine
gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuglar elde edilmesi nedeniyle yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur
(100).

2.4.5.1 Mikroniikleus (MN) Testi

Mikrontikleus, asentrik kromozom pargalarinin olugsmasina neden olan yapisal
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kromozom hasarlarindan (Sekil 17) veya tam bir kromozom kaybina neden olan mitotik
hedeflerdeki hasardan olusan (Sekil 18), hiicrenin ana ¢ekirde§inden ayri, biiylikliigii ana
cekirdegin 1/3-1/16’s1 arasinda degisebilen olusumlardir. Mikroniikleuslar1 olusturan
kromozom pargalari, DNA’da dogrudan ¢ift zincir kirilmalari, tek zincirdeki kiriklarin hiicre
replikasyonundan sonra ¢ift zincir kiriklarma doniilmesi veya DNA sentezinin inhibisyonu
sonucu ortaya ¢ikabilir.

Kromozomdaki kiriklarin yanlis tamir edilmesi, bir disentrik kromozom ve bir asentrik
kromozom pargasinin olustugu asimetrik kromozom diizenlenmelerine neden olabilir. Genel
olarak bir hiicre i¢inde bir MN olusmasina karsin, genotoksinin etkisine bagli olarak bazen bu

say1 iki ya da daha fazla olabilir (101,103).

Kimyasal uyzulama / \
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Sekil-17. Asentrik kromatid pargasi iceren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu. Asentrik kromatid pargasmin
olusumu ile sonuglanan interfaz evresindeki (a) yapisal kromozom hasarinin uyarilmasi, kromozomlar mitozun
metafaz evresinde (b) yogunlastigi zaman goézlenebilir. Kromatid pargasinin etrafinda ¢ekirdek zarinin yeniden

olusmasi ile hiicrenin boliinmesinden (e) sonra ortaya ¢ikan yavru hiicrelerde bir mikroniikleus (¢) goézlenir
(103).
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Sekil -18 Tam bir kromozom igeren mikroniikleuslu hiicrenin olusumu. Mitotik aygiti hasarli bir hiicre,
mikrotiibiillere baglanamamis tam bir kromozom igerebilir (b). Hiicre boliindiigi zaman, bu krozom anafaz
sirasinda geri kalacaktir ve yavru hiicre ¢ekirdegine diizgiin bir sekilde ayrilamayacaktir. Bu geri kalan
kromozomun etrafinda ¢ekirdek zarmin da olusmasi ile yavru hiicrelerden birinde ortaya ¢ikacak olan (e)
mikroniikleus meydana gelir (c). Sentromerler i¢in 6zel boyama teknikleri, bu mikroniikleustaki sentromerin
varligin1 tanimlamada kullanilabilir. Bu durum, asentrik bir kromatin parcasindan olusan mikroniikleus (Sekil
16) ile tam bir kromozomdan (sentrik par¢a) olusan mikroniikleus arasindaki farki ifade eder (103).

Mikrontikleus, hiicre dongiisii boyunca meydana gelen hasar nerede olursa olsun
(DNA hasar1 veya mitotik hedeflerdeki hasar), hiicre boliinmesi siiresince olusur. Aksine,
kromozomal aberasyonlar, hiicre dongiisii asamalarinin herhangi birinde meydana gelebilir ve
metafazda gozlenen kromozom aberasyonlarmin 6zel tipleri, DNA hasarmin GO0/G1
(kromozom tipi aberasyonlar) veya S/G2 (kromatid tipi aberasyonlar) fazinda ortaya cikisi
hakkinda bilgi verir (103).

MN sayisindaki artig, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN’lar ya
klastojenlerin neden oldugu kromozom kirig1 sonucu asentrik kromozom fragmentlerinden, ya
da aneujenlerin neden oldugu sentromer bdliinme hatalar1 ve ig ipligi fonksiyon bozuklugu
sonucu anafaz swrasinda geri kalan tam bir kromozomdan olusurlar (75,76).104,105
Mikronukleus analizi i¢in mutajen muamelesi gérmiis hiicrelere sitokalasin—B uygulanarak
sitoplazma boliinmesi engellenir ve bu yolla 2 yavru niikleusun birlikte bulundugu iki
niikleuslu hiicreler ve bu hiicrelerin sitoplazmalar1 icinde yer alan mikroniikleuslar
degerlendirilirler.

Sitokalazin B, boliinen hiicrenin ikiye ayrilmasini uyaran mikroflamentleri olusturacak
aktin polimerizasyonuna neden olan plazma membranindaki molekiil agirlig1 biiyiik yapilara

baglanarak sitokinezi inhibe eder. Cekirdekli hiicrelerdeki mikroniikleuslarin sayilmasi ile
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arastiricilar hiicrenin bir kez boliinmiis oldugunu ispatlamis olurlar. Mikroniikleus igeren iki
cekirdekli hiicreler/iki ¢ekirdekli hiicrelerin orani, mikroniikleuslu hiicrelerin frekansinin
dogru oOlclilmesini saglar. Frekans soyle hesaplanabilir: mikroniikleus igeren hiicreler/toplam
hiicre sayis1 (boliinmemis ve MN olusturma olasilig1 olmayan hiicreleri igerir (103).
Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarma ve ig iplikgiklerinde
fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN

olusumuna katkida bulunmaktadirlar (106,109).

MN’1i hiicrelerin frekansini etkileyebilecek faktorler:

1. MN’1i hiicrelerin daha fazla boliinmesi. Yavru hiicrelere MN ayrilmasi rastgele oldugu icin,
bir MN bulunduran ana hiicrenin bdliinmesi ile sadece bir yavru hiicre mikroniikleusu
alacaktir ve diger yavru hiicre bir MN alamayacaktir. Bu da MN’li hiicrelerin frekansini
disiirecektir. Aksine, ¢ok sayida MN iceren ana hiicre varsa, her iki yavru hiicre de MN
alacaktir, bu da MN igeren hiicrelerin frekansini artiracaktir.

2. MN yapisindaki DNA, hiicresel fonksiyonlar i¢in esansiyel ise, MN’li hiicrelerin tekrar

tekrar boliinmesi oldiirticli olabilir. Hiicre 6liimleri de gdzlenen hasarin frekansini diistiriir.

3. Mikroniikleusun ana ¢ekirdekle yeniden birlesmesi, sonraki boliinmeler siiresince, MN’den
kromozom veya kromozom parcalarinin sonraki telofaz boyunca ana ¢ekirdek ile birlesme

olasilig1 vardir. Bu da popiilasyondaki MN’li hiicre frekansini diiiirtir.

4. Bir hiicreden mikroniikleusun ¢ikarilmasi. Baz1 MN’ler, 6zellikle tam bir kromozom iceren
daha biiyilk MN’ler, hiicreden ¢ikarilabilir; bu da MN frekansin1 diisiirir. Cogalan DNA
iceren MN, hiicreden uzaklastirilabilir. Bu faktérlerden dolayi, MN’li hiicrelerin frekansi,
metafazdaki aberasyonlu hiicrelerin frekansindan daha az bulunabilir. Bu durum, metafaz
testleri ile MN testlerinin sonuglar1 karsilastirilmak istendiginde dnemli bir sorun ortaya
cikarir

Glinlimiizde, hizli endiistrilesmeye bagli olarak cevresel kirliligin giderek artmasiyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla gii¢li toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve dnlemler
alma ihtiyaci kagimilmaz olmaktadir. Bu nedenle MN testi sitogenetik harabiyetin tespitinde,

kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve
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istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin

kullanim alan1 bulan bir teknik olmustur (110-119).
2.4.5.2 Mikroniikleus tekniginin gelisimi

MN testi 1950°lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarmin 6lgtilmesinde, 1970’lerde
hayvan hiicrelerinde (120,121) ve daha sonra Haddle ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiire edilmis
insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya

baslanmustir.

Bazi arastirmacilar (122,123) gelistirdikleri modifiye metotlarla andploidiye yol agcan
ajanlar ile klastojenleri birbirinden aymrmada MN biiyiikliikk farkindan yararlanmislar;
klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozomal fragmanlar iceren kii¢iik, anojenlerce

uyarilan MN’lerin tam kromozomlar igeren daha biiyiik ebatli oldugunu gdstermislerdir.

Eastmond ve Tucker (124) ayni amagla antikinetokor antikorlar1 kullanarak kinetokor
pozitif MN’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrik kromozom
fragmani i¢erdigini ve bu yontemin andploidi uyaran ajanlar1 klastojenlerden ayirmada daha

kesin bir yol oldugunu vurgulamislardir.

Daha sonralar1 Fenech ve Morley (125,126) gelistirilen Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-
Blocked) Metodu, bazi1 kinetik problemlerin ortadan kalkmasin1 ve teknigin
uygulanmasindaki gilivenirligin artmasmi saglamistir. Bu metot, kiif mantarlarinin
metabolitlerinden biri olan Cytochalasin-B (Cyt-B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi

durdurma esasina dayanmaktadir.

Standart lenfosit kiiltlirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, c¢ekirdek
boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gerceklestirememis ¢ift cekirdekli
hiicreler kolaylikla tanmnarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani
saptanabilmektedir. incelenen alanda, kiiltiir siiresi i¢inde ikinci boliinmesini tamamlamis 4
cekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir; ancak MN sayiminda Heddle ve Countryman’in (94)
123  kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde goriilen MN’ler degerlendirme dis1

birakilmaktadir. Heddle ve Countryman’in (123 ) kriterlerine gore:

1. MN ¢apmin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiigiik olmasi;
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2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi;

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi esas

almmaktadir(Sekil 19, 20 ve 21).

Sekil 19: sitokinezi bloke edilmis Sekil 20. Sitokinezi bloke edilmis iki
Niikleuslarda bir nukleus olusturmaya aday mikroniikleus bulunan hiicre bulunan hiicre

Sekil 21:Iki mikronukleus ve iki kromozom gériilen hiicre

2.4.5.3. Mikroniikleus Elde Edilen Hiicre ve Dokular

MN boliinme yetenegine sahip olan biitiin hiicre ve dokularda meydana gelebilir.
MN’lar genel olarak birkag tip hiicrede goriiliirler (124). Bunlar miyeloblastlar, miyelositler
ve eritrositlerdir. Az sitoplazmali ve biiylik niikleuslu olan miyeloblast ve miyelositlerde
MN’lar kolay ayirt edilemedigi i¢in, bu hiicreler tercih edilmezler (125). MN analizi i¢in en
uygun hiicre grubu, g¢ekirdegini yeni atmis geng eritrositlerdir (126). Olgun eritrositlerden
biraz daha biiylik olan bu hiicreler, retikulosit veya polikromatik eritrosit (PCE) olarak

adlandirilirlar (127). Tam olarak olgunlagmig eritrositler ise kirmizi kan hiicreleri veya
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normokromatik eritrosit (NCE) olarak adlandirilmaktadir (128).

Cesitli galismalarda, kemik iligi ve periferal kanin yani sira karacigerde, fetiisde, insan
yanak mukoza hiicrelerinde, keratinositlerde, spermatidlerde, solunga¢ ve hepatoma
hiicrelerinde, degisik kimyasal ajanlarin genotoksik etkileri MN testi ile degerlendirilmistir.
(129,130-132). Bu testin yardimi ile ¢ok sayidaki kimyasal, fiziksel ve biyolojik faktorlerin

mutajenik aktiviteleri incelenmistir (133,136).

2.4.5.4. MN ve Kanser Iliskisi

MN frekans1 ile kanser gelisimi arasindaki direk iliski birgok bulgu ile
desteklenmektedir. Cheng vd. 1996’da, Duffaud vd. 1997°de yaptiklar1 ¢alismalara gore;
kanser hastalarinda periferik lenfositlerde oldugu gibi hedef dokuda da MN frekansi
artmaktadir (137). Rudd vd. 1988°te, Rosin ve German 1985’teki bildirilerine gore; Bloom
sendromu veya ataxia telangiectasia gibi hastaliklardan etkilenen bireyler, yiiksek MN
frekans1 ve kanser riski tasimaktadirlar (138) Sorsa vd. 1992 yilinda yaptiklar1 arastirmaya
gore; bazi ajanlar insan ve hayvanlarda MN frekansini arttirabilmekte, kanserojenite ve
genotoksisite arasinda bir iliski bulunmaktadir ve bu ajanlar; iyonize radyasyon, benzen,
sigaradir (38).

Fenech ve Rinaldi 1995°te, Fenech vd. 1997°de, Blount vd. 1997°de, Fenech vd.
1998°de, MN’un kandaki vitamin ve folate konsantrasyonu ile c¢ok kuvvetli iligkisi
bulundugunu, bunlarin azlig1 bazi kanser tiplerinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Bu
bulgular agikca MN ve kanser arasinda bag oldugunu gostermektedir. KA ile kanser sikligi
arasinda anlamli iliski vardir. Ancak bu iligki KKD de bulunmamistir. MN i¢in heniiz veriler

yeterli sayida degildir (138).

2.5. Antioksidanlar

Viicutta serbest radikaller meydana geldiginde organizmay1 oksidatif stresten korumak
icin antioksidan sistem devreye girer. Birinci savunma hattini, peroksidaz ve metal baglayan
proteinlerin siipresyonu ile serbest radikallerin meydana gelmesini Onleyen antioksidanlar
olusturur. Ikinci savunma hattini, Vitamin C ve vitamin E gibi radikal temizleyici

antioksidanlarin  zincir oksidasyonunun baslamasin1 inhibe etmesi ve zincirleme
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reaksiyonlarin yayilimin1 dnlemesi olusturmaktadir. Ugiincii olarak hasari onarma ve eski
haline getirmeye ¢alisan onaric1 ve yeniden yapilandirici enzimler (lipazlar, proteazlar, DNA

onaric1 enzimler ve tranferazlar gibi) savunmada rol alirlar (139).

ONLEYICT RADIKAL TOPLAYICT ONARICI ETKILI
ANTIOKSIDANLAR ETEILI ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
+SOD < Vit O + VitE + Lipaz
« GPX ATrat + Ubiquinel + Proteaz
+ Metal « Albumin + Karotenidler + DNA onanc enzimler
haglayica + Flavonoidler + Transferazlar
protein
Radikal Zincir Euik zincir Hasar onammm
olusumumun baslangicoun yayilum/zineir Dokularm yvemiden
supresyonu baskilanmas sonlanmasi vapilanmnasi
T T ] L]
i H g 7 1
' § g I 1
' 1 : f :
i i 1 f 1
1 1 1 f 1
v

BASLATICI —=» SERBEST —Z_r, LIPID ZINCIR =Ly HASAR =% HASTALIK
RADIKAL RADIKALTL OKSIDASYONU

Sekil 22-. Antioksidan gruplar ve gorevleri (139).

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler;

1. Sipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif 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 reaksiyonlarint kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir

mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.
4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar.
2.5.1. Antioksidan Enzimlerin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar ¢esitli kriterlere gore gruplandirilabilirler:(140)
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1. Yapilarina gore

a.Enzim karakterli antioksidanlar

b.Enzim karakterli olmayan, kii¢iik molekiiller

2. Kaynaklarina gore

a.Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b.Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

3. Coziiniirliiklerine gore

a.Suda ¢Oziinenler

b.Lipidlerde ¢oziinenler

4. Yerlesimlerine gore

a.Hiicre i¢inde bulunanlar

b.Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar
2.5.2.Enzim Karakterli Antioksidanlar
2.5.2.1.Siiperoksid Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1.)

Oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan SOD, siiperoksidin peroksit H,O,
dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (141). SOD’mn diger bir gorevi de serbest

radikalleri inaktive ederek dehidratazlar: korumasidir.
Dort ¢esit SOD tanimlanmustir.

1- Mangan iceren dismutaz (Mn SOD): Homotetramer yapidadir. Mitokondrideki solunum
zinciri ve oksijen radikalinin major kaynagidir. Mn-SOD siiperoksit radikalini uzaklastiran
primer antioksidan enzimdir. Fe-SOD ile homologtur. 2- Bakir ve cinko igeren dismutaz

(Cu/Zn SOD): 32 kDa agirliginda dimerik yapidadir. Sitoplazmada bulunur.

3- Ekstraseliiler dismutaz (EC-SOD): interstisyel alanda ve plazma, lenf ve sinovial
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stvilarda bulunan tetramerik yapida bakir ve ¢inko igeren bir enzimdir.

4- Nikel iceren dismutaz (Ni-SOD): Streptomyces sp ve Streptomyces coelicolor’un
sitozolik fraksiyonundan saflastirilmistir. Aminoasit kompozisyonu diger SOD’lardan

farklidir. Siyanid ile inhibe olmaktadir (142).
2.5.2.2. Katalaz (EC, 1.11.1.6)

Katalaz 60 kDa agirliginda 4 ayni yapida tetrahedral subunitler iceren hemenzimidir.
240 kDa molekiil agirliginda her molekiilde 4 adet ferriprotoporfirin igerir. Katalaz, hidrojen

peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler (142).

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, miikoz membranlar,

karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.

Katalaz diislik hizlarda hidrojen peroksitin olustugu durumlarda veya ortamda yiiksek

miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif tepkime ile
H202 + AH2 — 2H20 + A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle hidrojen

peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir (141).
H,0, + H,0O, — 2H,0 + O,
2.5.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) ve Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz, glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin (ROOH ve H,0,)
indirgenmesini saglayarak, memeli hiicrelerini oksidatif hasara kars1 koruyan selenyum iceren

bir enzimdir (142 ).

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 lipit hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir

(143).

48



Serhest H;0;
Radikaller
Siiperoksit ELLLE .
Dismutaz OKSIDE FORM
Glutatyon
Peroksidaz
H,O NADP
Glutatyon
Rediiktaz
REDUKTE FORM GSH Hiicresel
Enerji
NADPH

Sekil 23: Glutatyon dongiisii.

H,0,, suya indirgenirken glutatyon (GSH), glutatyon distilfide (GSSG) yiikseltgenir.
Antioksidan savunma sistemini normal isleyisi sirasinda indirgenmis GSH, hidrojen peroksiti
GSH-Px ile detoksifiye eder. Ayrica Glutatyon rediiktazda, hidrojen peroksiti GSH’a

dontistiirerek hidrojen peroksitin detoksifikasyonuna katkida bulunmasindan dolay1 6nemlidir.

Glutatyon rediiktaz oksitlenmis NADPH 1n elektronunu kullanarak GSSG’yi GSH’ye
cevirir. HO,’ nin detoksifikasyonunun devami i¢in NADPH’1n saglanmasi gereklidir (144).

2.5.3. Enzimatik olmayan antioksidanlar
2.5.3.1. Askorbik Asit

C vitamini, suda ¢oziinme 6zelligi gosterir; ancak lipit peroksidasyonunu baglatan
radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1 korur. C vitamini,
antiproteazlarn  oksidan maddeler 1ile inaktive olmasint engeller. E vitaminin
rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar.

Boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir sekilde engellemis olur.

C vitamini, fagositoz i¢in de gereklidir. Bu vitaminin kemotaktik cevab1 artirdigi
goriilmiis; oksidatif patlama sirasinda g¢evreye yayilan reaktif bakterisidal molekiillerin

antibakterisidal etkisini saglayan intraselliiler konsantrasyonlarinda bir azalma yapmadan,
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oksidatif parcalanma lriinlerinin zarar verici etkilerini onledigi gozlenmistir. C vitamini,
antioksidan etkileri yaninda organizmada Fenton reaksiyonunda ferridemiri ferro demire
indirgeyerek, hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan siiperoksit radikalinin liretimine
neden olur. Bu etkisi sebebiyle askorbik asit aymi zamanda pro-oksidan olarak kabul

edilmektedir; fakat bu tip etkisi sadece diisiik konsantrasyonlarda goriilmektedir.

Suda ¢oziinen bir vitamin olan C vitamini viicut sivisinda genellikle askorbat olarak
bulunur. Kolayca elektron vererek dehidro askorbik asite kendiliginden okside olur ve
superoksit, hidroren peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikali ve singlet
oksijeni siipiiriicii etki gosterir. C vitamini lipid peroksidasyonunu baglatmadan peroksit
radikallerini su fazinda inhibe ederek, biyolojik membranlar1 peroksidatif hasardan korur

(146).
2.5.3.2. B-Karoten

B-karoten yagda ¢oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik hedeflerle
interaksiyonuna girmeden dnce direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve ayn1 zamanda zincir kiran
bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu Onler. Genel olarak
havug, domates, greyfurt, portakal, 1spanak gibi sebze ve meyvelerin kirmizi, turuncu, sar1 ve

yesil renklerinden sorumludur.

Karotenoidler insanda ince barsakta 9%5-50 oraninda pasif diffiizyon ile emilir. Bu
emilim orani diyetteki yag miktariyla iliskilidir. Karotenoidler hiicreyi oksidatif stresten;
triplet molekiilleri ve singlet oksijeni siipiirerek, serbest radikalleri inhibe ederek korur

(146,147).
2.5.3.3. Vitamin E (a-Tokoferol)

a -Tokoferol yagda ¢bziinen ve zincir kirici bir antioksidandir. En 6nemli gorevi
oksijen serbest radikallerinin ataklarina kars1 membran lipitlerindeki yag asitlerini korumaktir.
Sonugta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasari ve tiimor gelisimine karsi
kullanilabilir Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fosfolipitlerinin a -

tokoferole kars1 ¢ok yliksek affinitesi vardir.

Tokoferoller fenolik bir hidrojeni peroksidasyona ugramig bir doymamis yag
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asidindeki serbest peroksit radikaline aktarirlar. Bunun sonucunda serbest radikal zincir
reaksiyonlar1 kirtlir(148). Olusan serbest a -tokoferol radikali bundan sonra yeni bir serbest
peroksit radikaliyle reaksiyona girer. Kroman halkasi ve yan zincir seklindeki serbest
olmayan radikal {irliniine okside olur. Bu oksidasyon {iriinii ikinci konumundaki hidroksil

grubu iizerinden glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yoluyla atilir (148 ).

Tokoferoliin antioksidan etkisi yliksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Bundan
dolay1 en yiiksek oksijen kismi basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda 6rnegin eritrosit ve

solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (149,150).
2.5.4. Polifenoller

Polifenoller her molekiilde birden fazla fenol grubunun bulundugu bilesiklerdir.
Antioksidan polifenollerin oksidatif stresi (reaktif oksijen ile meydana gelen stres)
azaltmalarimdan dolay1 kardiyovaskiiler hastalik ve kanser risklerini de azalttigina dair

bulgular vardir.

Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu iceren etkili antioksidanlardir, ¢iinkii bu
bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligma sahiptir. Bu nedenle diger radikallere

gore etkin olmayan radikallerdir.

O~ -OH
o 8]
= s
Bar unitE: G | e | @/QLDH
HO OH
OH o

Gallik asit Flavon Sinamik asit

Sinif/Polimer:| hidrolize taninler flavoneoid, yogun taninler ligninler

Sekil 24 . a)Polifenolik bilegikler
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Or: kumarik asit tirevler, Or: katesin, kuersetin, kafeik ve ferulik asit
ligninler, kamferol tiirevi izninler

Sekil 24 . b)Polifenolik bilesikler

OH

HO OH

pirozallal

Or: gallokateginler (EGCG) | taninler, mirisetin, sinapil
alkol titrevi lighinler

Sekil 24 . ¢) Polifenolik bilegikler

QH

HO OH
10} oo

HO OH

resorsinol floroglusinol hidrokinon

Or: Hemen hemen tiim

flavonoidler Or: arbutin

Or: resveratrol

Sekil 24 d) Polifenolik bilesikler

Laboratuar arastirmalari, ¢caydaki polifenollerin kanser olusumunu 6nlemeye yardimci
olabildigini ve var olan kanserin ilerlemesini engelleyebildigini veya kanseri azaltip
yayllmasmi Onleyebildigini gostermektedir. Bu etkinin, polifenollerin, DNA'nin zarar
gormesine ve normal hiicrelerin kanserli hiicrelere doniismesine neden olan oksidasyonu
engelleme ve kanserojik bilesimlerin etkisini artiran enzim aktivitelerini kisitlama yetisinden

kaynaklandig1 sanilmaktadir. Insanlarda bulgulara ydnelik belirli bir sonu¢ bulunmamaktadir;
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ancak goOzleme dayanan kanitlar, arada bir baglant1 oldugunu gostermektedir. Aradaki
baglant1 kanserde oldugu kadar giicli olmasa da caymn kalp hastaligmma karsi koruma
sagladigim1 gosteren kanitlar da mevcuttur. Bunun nedeni, cay polifenollerinin kan
kolesteroliinli ve tansiyonu diisiirtip kalp krizine veya felce yol agabilecek pihtilarin

olugsmasini engellemesi olabilecegi diistiniilmektedir.

Bitki metabolitlerinin bu sinifinda basit fenollerden tanenlere kadar de§isen genis aralikta

bilinen 8000 den fazla bilesik mevcuttur (Tablo 3).

Tablo 3: Polifenoller ve siiflari

Simif Iskelet Yapisi Ornek Temel Kaynag

Fenolik Asitler Co6-C1 Gallik asit, vanilik asit, | Yiikksek  bitki  ve
tannik asit cayirlarda

Hidroksisinamik C6-C3 Ferulik asit, p kumarik | Yiiksek bitkilerde ve

asitler asit, kafeik asit bitki hiicre duvari

bilesenlerinde

Kumarinler Co6-C3 Umbellliferone,

izokumarinler aeskuletin, skopoletin

Stilbenler C6-C2-C6 Resveratrol Ozellikle siyah iiziim

Antrakinonlar C6-C2-C6

Flavanoidler C6-C3-C6 Apigenin, genistein, Deniz  yosunu ve

kaempferol, miriketin, |mantar hari¢ biitiin

rutin, kuerketin bitkilerde
Diarilheptanlar C6-C7-C6 Kurkumin Kurkumin
zerdagalinin sarim
rengidir
Ligninler, (C6-C3)2 Keten tohumu
neoligninler
Ligninler (C6-C3)n Bitki hiicre
duvari(lifli
yiyecek)
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Yiyecek katkis1 olarak kullanilan polifenollik bilesiklere vanilin, vanilik asit,
resveratrol, ellagik asit, kurkumin, gallik asit ve katekin 6rnek verilebilir. p-Hidroksibenzoik,
3,4 dihidroksibenzoik, vanillik, syringic, p-kumarik, kafeik, ferulik, sinapik, klorojenik ve
rosmarinik asit gibi fenolik asitlere bitkiler aleminde siklikla rastlanmaktadir. Pozisyon ve
hidroksilasyon derecesi antioksidatif aktiviteyi belirlemede oncelik tagimaktadir.

2.5.4.1.Polifenollerin Antioksidan Aktivitesi

Polifenoller antioksidan olarak insan viicudundaki ¢esitli nedenlerle olusmus serbest
radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri selatlama
konusunda polifenoller oldukca etkilidirler. Diger deyisle polifenoller ¢esitli reaktif oksijen
tiirlerini hiicrelerden uzaklastirarak organizmay1 zinde tutarlar.

Bircok antioksidan polifenol (PPH) zincir reaksiyonlarmmi1 sonlandirici olarak

fonksiyon gosterir ve lipitlerin oksidasyonunu engeller.

RO +PPH —» ROH + PP
Olusan fenol radikalleri kararlidir ve diger serbest radikallerle reaksiyona girerek farkli

yonlerde sonuglandirict etki gosterir.

RO +PP- — ROPP
Genellikle, oksidatif strese kars1 korumada polifenollerin ve fenollerin etkisi, kritik
biyomolekiiller lizerinden fenol radikallerinin aktivitesi veya serbest radikaller lizerinden

spesifik aktivitesine baghdir (151).

2.5.4.2.Flavonoidler

Genellikle bitkilerde bulunan ve giinliik diyetle siklikla tiiketilen difenilpropanlardir.
En 6nemli flavanoid kaynaklar1 sebzeler, meyveler ve iceceklerdir. Flavonoidler, C6-C3-C6
karbon iskeleti ile karakterize edilmektedir. Iki aromatik halka, ii¢ karbonlu bir alifatik zincir
ile birbirine baglanmaktadir. Flavon, flavanol, izoflavon ve ¢alkonlar1 iceren flavonoidler tiim
bitki dokularinda bulunmaktadir.

Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar1 ile selat olusturarak, diger
antioksidanlar ile etkilesime girerek ve siiperoksit anyonlari, lipit peroksit radikalleri gibi
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serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler (152).

Polifenollerin 6nemli bir kolu olan flavonoidler, siiperoksit ve hidroksil radikallerini
gidermede, lipit peroksit radikallerini indirgemede ve lipit peroksidasyonunu inhibe etmede
etkilidir (Sekil 25). Flavonoidlerin alt siniflarindan biri olan katekinler, insan besininin genel
bileseni olarak taninmaktadir.

Katekinler antimutajenik ve antikansirojenik aktivite gibi biyolojik 06zelliklere
sahiptirler. Bu bilesiklerin antioksidatif etkileri, kansere yol acan proseslerin oksijen

radikallerini ve lipid peroksidasyonunu 6nlemek acisindan 6nemlidir (153,154).

OH OH
HO 9] O OH HO (0] O OH
(] (A5 )
OH OH
OH O OH
Flavonol (quercetin) Flavanol (katekin)

Sekil 25: Polifenol kimyasal yapisi

2.5.4.3 Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir.
2.5.4.4. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin O6nemli bir kismini akut faz proteini olan
seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijen radikal ara triinleri salinmaksizin
Fe(Il)'yi Fe(Ill)’e oksitler. Seruloplazmin demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe

eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte sliperoksit radikali ile reaksiyona da girer.
2.5.4.5. Albiimin

Albiimin, kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine baglh bakir, Fenton reaksiyonuna

katilabilir fakat albumin ylizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenir
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ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin vermez. Bu biyolojik olarak énemli olmayan,
albumine ait bir reaksiyon 6rnegidir. Ayn1 zamanda myeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan

HOCI'1 hizli bir sekilde temizler (155).

2.5.4.6. Antioksidanlarin  Smiflandirilmasi, Biyoyararhhklann ve Etki

Mekanizmalari

Bu bilesikler dogal ve yapay olmak iizere iki gruba ayrilabilmektedir. A, C ve E gibi
vitaminler, fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavonoidler gibi), tokoferoller, karotenoidler ve
peptitler (sistin, glutatyon) gibi baz1 bilesikler dogal antioksidanlar1 olusturmaktadir. Ayrica
gidalardan gelen peroksit dismutaz, sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimler ve melatonin gibi
hormonlar da sindirim sisteminde serbest radikalleri indirgeyen dogal biyokimyasal
antioksidan’lardir.

Cinko, selenyum, magnezyum, bakir ve mangan gibi bazi mineraller de hem viicut
tarafindan tiretilen hem de gidalardan gelen antioksidan enzimlerin aktivatorii ve katalizori
olarak dolayl antioksidan etki gostermektedir. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Biitillenmis
hidroksianizol (BHA) ve propil gallat (PG) gibi yapay antioksidanlar ise endiistriyel
iretimlerde gidalarin raf mriinii uzatmak ve oksidasyonunu 6nlemek i¢in kullanilan sentetik
maddelerdir. Her antioksidan bilesigin kendine has bir etki mekanizmasi vardwr. Bu
mekanizma ile viicudun antioksidan kapasitesini artirirlar. Bu islem iki temel sekilde
gerceklesir.

Birincisi hidrojen peroksit gibi baslatici reaktif bilesiklerin ve serbest demir gibi
radikal {reten reaksiyonlar1 katalizleyen metallerin uzaklastirilmast ve oksijen
konsantrasyonunun olabildigince azaltilmasi gibi Onleyici mekanizmalar1 igermektedir.
Ikincisi olusan serbest radikalleri toplama, serbest radikallere proton ekleyerek aktivitelerini
baskilama, radikallesmis olan antioksidan’lar1 veya biyomolekiilleri yenileme ve tamir etme
ve otooksidasyonu kirma gibi dogrudan mekanizmalar1 i¢ermektedir. Bazi antioksidan
ozellikli vitaminler de serbest radikalleri indirgeyerek gorev yapabilmektedir. Ornek olarak, E
vitamini lipid oksidasyonu sirasinda olusan peroksil radikallerini yakalayarak etkisiz hale
getirmektedir. Boylece otooksidasyon engellenmis olmaktadir. Fakat kendileri bir radikale

doniisiir. Bu radikal de C vitamini tarafindan indirgenerek yeniden E vitaminine
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doniistiiriilmektedir. Olusan C vitamini radikali de viicut mekanizmalar1 tarafindan 6zellikle
askorbat peroksidazca etkisizlestirilmektedir.

Fenolik maddeler ise antioksidan etkilerini yapilarinda bulunan OH gruplarinda
bulunan hidrojeni radikale vererek, serbest radikal lireten lipoksigenaz enzimini inaktive
etmektedir. BOylece serbest radikal iireten reaksiyonlardaki metal katalizorleri ile selatlar
olusturarak bunu ger¢eklestirmektedir. Enzimatik antioksidan sistemler, reaktif bilesikleri ve
serbest radikalleri biyokimyasal olarak etkisizlestirmektedir. Ornek olarak, siiperoksit radikali
(O,*) sliperoksit dismutaz enzimince reaktif bilesik olan hidrojen perokside
dontstiiriilmektedir. Hidrojen peroksit ise peroksit dismutaz ve katalaz enzimlerince suya
dontstiiriilerek etkisizlestirilmektedir.

Gidalardan gelen antioksidan enzimler, sindirim sisteminde serbest radikalleri
indirgeyerek yararh olurken, antioksidan bilesikler sindirim sistemine faydali olabildigi gibi
diger viicut sistemlerine faydali olabilmesi i¢in absorbe edilebilmesi gerekmektedir. Askorbik
asidin biyoyararlilig1 diisiik dozlarda (<100mg) %100 olmakta iken, yliksek dozlarda (>10g)
%15 oranlarma kadar diigmektedir. E vitamini etkisi gosteren tokoferollerin biyoyararliligi,
%95’e kadar c¢ikabilirken karotenoidlerdeki tam olarak bilinmemekle birlikte %15’in altina
kadar inebilmektedir.

Flavonoidlerin absorbsiyonu alindigi forma ve doza baglhh olarak degisiklik
gosterebilmektedir. Yapilan ¢alismada, cevizlerde melatonin bulundugu ve bu bilesiklerin
ceviz tiikketen deney hayvanlarmin sindirim sistemlerinden absorbe olarak kanlarinda
melatonin seviyesinin ve buna bagli olarak da antioksidan kapasitenin yiikseldigi tespit

edilmistir (156).

2.6. Bitkilerin Geleneksel Halk Tibbinda Kullanimi

Bitkiler insanlar tarafindan ge¢misten giinlimiize kadar c¢esitli amaglarla
kullanilmiglardir. Bunlarm basinda yiyecek olarak kullanimlar1 gelir. Bunun disinda, yakat,
barmak ve yap1 malzemesi, giysi, dokuma iirlinleri ve alet yapiminda da kullanilirlar. Ayrica
tarih boyunca sosyal ve dinsel aktivitelerde de bitkiler onemli bir yer tutmustur. Ancak
stiphesiz ki bitkilerin en 6nemli kullanim alani ila¢ olarak tiiketilmeleridir. Bitkilerin halk
arasinda tedavi amaciyla kullanilmasi insanlik tarihiyle baslar (157).

Bitkisel kokenli droglar, kimyasal donemin agilmasi ve ilerlemesi ile eski degerini
kaybetse de farmakolojik tedavi ajanlarmin en biiyiik boliimlerinden olmay1 devam ettirmistir.

57



Sentetik ilaglarin yan etkilerinin, dogal kaynaklilara gore fazla olmasi, insanlari tekrar
bitkilerle tedaviye yoneltmistir. Bugiin hastaliklarin tedavisinde dogal olmayan maddelerin
kullanim1 biiyiik yer tutmaktadir. Yoresel halk ilaci olarak kullanilan bitkilerin arastirilmasi

ve bunlar ilizerinde daha ileri arastirmalarin yapilmasi ilaca ulasmada 6nemli olabilmektedir

2.7. Cahismada Kullanilan Bitki;

2.7.1. Isirgan otu (Urtica dioica L.)
2.7.1.1. Genel Bilgi

Bir¢ok kanser hastasi medikal tedaviye ek olarak tamamlayic1 veya alternatif tedavileri de
kullanmaktadir. Alternatif tedavi sekiz kategoride 6zetlenmistir:

1-Diet,

2- Beslenme,

3-Zihin-viicut teknikleri,

4-Bioelektromagnetikler,

5-Geleneksel halk ilaglari,

6-Farmakolojik ve biyolojik tedaviler,

7- Elle iyilestirme metotlar1 ve

8- Sifal bitkiler.

Sifali otlar baz1 kiltlirlerde yiizyillardan beri kullanilmaktadir.  Sifali ot
kombinasyonlar1 geleneksel tedavilerin can alict kismimi olusturmaktadir. Degisik
rahatsizliklarin tedavisinde bitkilerin kullanilabildigi ilk yazili kaynaklardan bu yana
bilinmektedir. Bu kullanim son yillarda daha ¢ok artis géstermistir.

Ulkemizde ise bitkiler hem halk ilact hem de bitkisel ilag olarak yaygmn bir kullanim
alanma sahiptir. Bu kullanim i¢inde Urtica dioica L. (Sekil 26). Kokleri ve yapraklari

genellikle kaynatildiktan sonra kullanilmaktadir
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Sekil 26 - Urtica dioica L

Isirgan otu Urtica dioica L., Urticaceae (nettle) ailesinden uzun Omiirlii bir ottur.
Yapraklar1 ve govdesi yakici tiiylerle kaplanmig, tohumlu, ¢ogunda siitsii 6z bulunmayan,
basit yaprakli ve yabanci tozlagsma gosteren, kiiciik ¢igekli, 1liman bolgelerde yetisen yabani
bir bitkidir. Ayn1 bitki lizerinde yaprak koltuklarinda meydana gelen ¢icekler ya erkek ya da
disidir (Sekil 28).

Sekil 27: a) Erkek 1sirgan otu b) Disi 1sirgan otu

Kok ve tohumdan ¢ogalir, yavas yayilir ve yil boyunca siirekli olarak bulunur. Isirgan

otu her iki yarim kiirenin tropik ve subtropik bolgelerinde yetismektedir. Urtica, —yakmak
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anlamma gelen Latince —urere kelimesinden gelmektedir. Dioica kelimesi —iki evli"
demektir. Iswrgan otunun yakici tiiylerine dokunuldugunda asetilkolin, histamin ve 5-
hidroksitriptamin (serotonin) salmasindan dolay1 (Fu ve ark., 2006) yakic1 etki gosterir ve adi

da buradan gelmektedir (158).

Son yillarda, Urtica dioica (1srgan otu) iizerinde cok sayida biyolojik aktivite
calismas1 yapilmis olmasi, bu bitkiden elde edilen {iriinlerin de artmasini1 ve kullanimlarinin
yayginlagsmasini saglamistir. Bitkisel ilaglarin yan1 sira, gida destegi seklinde ¢ok sayida iiriin

degisik kullanim alanlar1 saglamak {izere piyasada bulunmaktadir (159).

2.7.1.2. Isirgan Otu Bilesenleri

Isirgan otu yapraklarinin yiizeyinde bulunan yakici tiiylerde cesitli kimyasal maddeler
bulunmaktadir. Bu yakici 6zelligin serotonin, formik asit, kolin ve histaminden kaynaklandig1
bildirilmektedir. Isirgan otu yapraklari amino asitler, mineraller, lesitin, klorofil, steroller,
karotenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoidler ve taninlerce zengindir. Bitki kokleri steroller,
izolektin, yag asitleri, skopoletin ve polisakkaritler gibi kimyasal maddeler bulundurmaktadir

(158).

2.7.1.3. Isirgan Otunun Etkileri Ve Kullanim Alanlarn

Anti-inflamatuar etki: Deneysel calismalarda 1sirgan otunun anti-enflamatuar etkisi
gosterilmistir. Ekstrakt kismen 5-lipooksijenazin aktivitesini inhibe etmekte ve siklooksijenaz
sentez reaksiyonlarinda doz bagimli inhibisyon gostermektedir (160).

Isirgan otunun hem yapraklari hemde koklerinin, TNFa, IL-1B gibi proenflamatuar
sitokinlerin asir1 stimulasyonunu Onledigi gdsterilmistir. Sitokinler immun sistemin
mesajcilart olarak diisiiniilebilir. Gergektende hemen hemen biitliin immun bozukluklarda
(HIV’°dan, kansere ve otoimmun hastaliklara kadar) alerjik durumlarda (astim gibi) ve
obezite/insiilin rezistansinda metabolik diizeyde fonksiyonel diizensizligin bir parcasi olarak

karakteristik olarak sitokin diizeylerinde dengesizlik vardir (161).

Anti-viral ve immun denge: Isirgan otu kokiinden UDA (Urtica dioica agglutinin) siiper
lektin denen kiiciik molekiil agirlikli lektin elde edilmistir. UDA N-asetilglukozamin spesifik
lektin olarak kabul edilmektedir. Bu siiper lektinin HIV, soguk algmlig1 ve influenzadan

sorumlu virusleri inhibe ettigine dair kanitlar mevcuttur (162).
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Ayrica UDA T hiicre sitiimiilanidir. CD4+ ve CD8+ T-hiicrelerinin her birini ayirt edebildigi
gibi T hiicre aktivasyonu ve sitokin iiretimine neden olabilme kapasitesinden dolay1 diger
klasik T hiicre stimiilanlarindan farklidir. Isirgan otundaki siiper lektin dengeyi korumak icin
immun sistemi stimiile etmektedir .(163) UDA siiper lektinin deneysel olusturulan sistemik
lupus erimatosuslu ratlarda progresyonu oOnledigi gosterilmis ve calismada UDA-lektinin
lupus ve nefritin agik klinik belirtilerinin gelismedigi gézlenmistir (164).

Akoz kok ekstraktindan izole edilen polisakkaritler in vivo olarak hem T lenfositleri hem de
kompleman sistemi sitiimiile etmektedirler. T lenfositler iizerine izolektin karisimmin doz
bagimli immunmodiilator aktivitesi ve 1sirgan otu aglutininin direkt hiicre proliferasyonunu

inhibisyonu antiprostatik aktivitenin goriilmesine sebep olmaktadir (165).

Antioksidan etkileri: Isirgan otu yaprak ekstraktlarmin lipit peroksidasyonu iizerine belirgin
inhibitor etkileri gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada 1sirgan otunun, serbest radikal
olusumunun bir belirleyicisi olan MDA’ nim, yiikselmis diizeylerini azaltmasi bir antioksidan
aday1 olabilecegini gostermistir. Yine bir calismada 1sirgan otu ekstraktinin serbest radikal
olusumu tizerine etkili azaltic1 giicli ve metal selator aktivitesi oldugu gosterilmistir. Linoleik
asit peroksidasyonunda isirgan otu ekstraktlarinin ilag olarak verilmesi a-tokoferolden daha
fazla antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir.

Isirgan otunun akoz ekstraktindan ¢ok sayida flavanol glikozidler izole edilmistir.
(165) Flavonoidler; antioksidan, antikanser (kuersetin p5S3 mutant geninde downregiilasyon
yapar), antiinflamatuar, antibakteriyel, immun stimulan, antiallerjik, dstrojenik, antifosfolipaz
A,, siklooksijenaz ve lipooksijenaz inhibitér gorevleri vardir (168).

Bazi arastiricilar birgok bitki tiirtindeki total fenol ile antioksidan aktivite arasinda
pozitif bir baglant1 oldugunu acgiklamiglardir. Fenoller hidroksil gruplarindan dolay1
temizleme yetenegine sahiplerdir. Isirgan otu ekstraktinda fenollere denk olan pirokatekol
varlig1 gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada fenolik kompenentlerin antioksidan aktivitesinin
oldugunu ve lipid peroksidasyonunu durdurdugunu belirtmislerdir (167) .

Polifenollerin giinliik 1gr’in iizerinde sebze ve meyvelerden zengin diyetlerle
almmasmin mutagenez ve karsinogenezi inhibe ettikleri savunulmaktadir (169). Isirgan otu
yaprak ekstrakti etkili bir sekilde transkripsiyon faktdor NF-xB’y1 inhibe eder. Bunu 1sirgan
otu ekstraktinin T hiicreleri, makrofajlar fibrosarkoma ve epitelyum hiicreleri gibi degisik

hiicre tiplerindeki inhibitor etkilerinin NF-xB yolundaki ortak hedefi engelleyerek ortaya
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cikardigr sanilmaktadir. Isirgan otu ekstrakti lipooksijenazdan kaynaklanan enflamasyon
driinlerinin olusumunu Onleyerek inhibitdr IkB-a ‘y1 stabilize etmektedir. Ayrica isirgan
otunun antiinflamatuar etkilerinin NF-xB aktivasyonunun iizerine inhibitor etkilerinden dolay1
oldugu sanilmaktadir. Ek olarak NF-kB aktivasyonunun oOnlenmesi antioksidan etkilerin
ortaya ¢ikisindan sorumlu olabilecegi ileri siirtilmiistiir (170).

Isirgan otu ekstraktinin, primer antioksidanlar gibi serbest radikallere karsi serbest
radikal inhibit6rii ve temizleyicisi olarak gorev yaparak viicudu zararh etkilerden korudugu
gosterilmistir. Ayrica ekstraktin belirgin indirgeme kapasitesinin olmasi1 potansiyel

antioksidan aktivitesini saglamaktadir (169).

2.8. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.8.1.Hiicre Kiiltiir Tipleri

Hiicre kiiltiirleri, giinlimiizde sitogenetik biyokimyasal ve molekiiler biyolojik
calismalarda, tan1 veya arastirma ve iiretim amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir. Hiicre
kiiltliriiniin amac1, bir grup hiicreyi yasatmak, ileri caligmalar i¢in ¢ogaltmak, gerektiginde
kullanmak i¢in dondurarak saklamaktir. Hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar glinlimiizde
arastirma caligmalarmin 6nemli bir yerini tutmaktadir. Cesitli patolojik durumlarda (6rnegin
kanser) belli bir maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda iiretilen belli bir maddenin
islevlerini (6rnegin bir protein) belirlemek amaciyla belli bir hiicre serisinden g¢ogaltilan
hiicrelerde c¢alismalar yapilarak canli ortaminda (in vivo) elde edilebilecek sonuclara
ulagilabilir. Hiicre (doku) kiiltiiri calismalarinin ge¢cmisi yliz yili askin bir siireyi
kapsamaktadir. 1k olarak 1885°te embriyonik tavuk hiicrelerinin hayvanimn viicudunun disinda
tuz ¢oOzeltisinde canliligmi siirdiirebildigini  gOsterilmistir. 1952°de insan servikal
karsinomasindan tiireyen hiicrelerin siirekli (continuous) serisini ortaya konmustur ki, bu
bugiin iy1 bilinen HelLa hiicre serisi olmustur. Diinya genelinde siiregelen caligmalarin
devaminda 1986’da Martin ve Evans ile arkadaslar1 fareden pluripotent embryonik kok
hiicrelerini izole ederek kiiltiiriinli yapmislar ve 1998’de de Thomson ve Gearhart ile

yardimcilar1 insan embryonik kok hiicrelerini izole etmeyi basarmislardir.

Hiicre kiiltiirleri primer doku eksplantlarindan, siirekli hiicre serilerinden veya kok
hiicrelerinden tiiretilebilir. Primer hiicre kiiltiirleri tipik olarak smnirli bir yasam siiresine

sahipken (belli bir boliinme sayisindan sonra ¢ogalma durur), siirekli hiicre serileri (hiicre
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soylar1) anormal (kanser hiicreleri gibi) ya da transformasyona ugratilmis hiicre serileridir.
Kok hiicreler ise viicudumuzda biitiin dokular1 ve organlar1 olusturan ana hiicrelerdir. Heniiz
farklilasmamis olan bu hiicreler sinirsiz boliinebilme ve kendini yenileme, organ ve dokulara

doniisebilme yetenegine sahiptir.

Gilintimiizde kiltlirler ¢ogunlukla dokudan ayristirilmis hiicre siispansiyonlarindan
yapilmaktadir. Ancak ¢ogu doku hiicreleri siispansiyon ortaminda yasamaya uyumlu
degillerdir ve bolinmek ve ¢ogalmak i¢in kat1 bir ylizeye gereksinim duyarlar. Hiicre
kiiltiirleri i¢cin bu gereksinim plastik doku kiiltiir kaplarmin ylizeyi ile karsilanir. Kandan
tiiremis hiicre serileri (losemi ve lenfoma hiicre serileri gibi) siispansiyon besiyerlerinde
iremeye egilimliyken, akciger ve bobrek gibi solid dokulardan tiiremis hiicre serileri
tutunarak tabaka seklinde iireme egilimindedirler. Hiicrelerin tiirlerine gdre gereksinimleri
farkliliklar gostermekle birlikte cogu hiicreler, kiiltlir kaplar1 kollajen ya da laminin gibi 6zel

ekstraselliiler matriks yapilariyla kaplanmazsa ¢ogalmaz ve farklilagsmazlar.

Hiicre Kiiltiirleri primer hiicre kiiltiirleri, hiicre soylar1 ve kok hiicreler olmak iizere tige

ayrilir. Klonlama ¢aligmalar1 da diger hiicre kiiltiiri yontemlerindendir.

A- Primer Hiicre Kiiltiirii : Bir organizmanin dokularindan dogrudan hazirlanan kiiltiire
primer Kkiiltiir denir. Bu hiicrelerin kiiltiir kabindan alinip cogaltilmasiyla elde edilen
kiiltiirlere de sekonder Kkiiltiir denir. Boylece elde edilen hiicreler asil kdkenlerinin
ozelliklerini yansitmay1 siirdiiriirler. Ornegin, fibroblastlar kollajen salgilamaya, embryonik
kas hiicrelerinden tiiretilen hiicreler kiiltiir ortaminda kas lifleri olusturarak kendiliginden
kasilmaya, sinir hiicreleri aksonlarini uzatarak diger sinir hiicreleriyle sinapslar yapmaya,
epitel hiicreleri de saglam bir epitelin Ozelliklerini tasiyan tabakalar olusturmaya devam

ederler.

Primer hiicre kiiltlirler1 “sonlu (finite) ‘dir. Yani pasajlamalar sonunda hiicreler
yaslanarak oliir. Bu nedenle, primer hiicrelerle belirli bir sayida pasajlama yapilabildiginden
deneylerin bu donemde yapilmasi gereklidir. Primer hiicrelerle calisabilecek pasaj sayisi
hiicre tipine gore degismektedir. Primer hiicreler pasajlamalar sonunda 6liimsiiz (immortalize)

olabilirler, bu durumda, bir hiicre soyu (cell line) elde edilmis olur.

Ornek: Primer aortik, mikrovaskiiler ya da gobek kordonu endotel hiicreleri, primer
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hepatositler, primer diiz kas hiicreleri vs.

Bir dokudan mekanik ya da enzimatik yontemlerle izole edilen primer hiicreler i¢in 4

farkli gelisme agamasi belirlenmistir.

a

Hiicrelerin dokunun disindaki in vitro ortama alismalar1
b- Eksponansiyel cogalma asamasi

C

Hiicrelerin giderek ¢ogalma hizinin yavasladigi durum
d- Hiicrelerin yaslandigi, ¢ok zor boliindiigii ve 6lmeye basladiklar1 asamadir.
Deneyler eksponansiyel biiyiime doneminde planlanmali, bu hiicrelerin bir kismi

dondurularak, ilerideki ¢aligsmalar i¢in saklanmalidir.

Primer hiicre kiiltiirlerinde tek bir hiicre tipi hakkinda elde edilebilecek en iyi bilgiyi
edinmek icin o hiicrenin dokudan diger hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir.
Bunun sonucunda olusan homojen hiicre popiilasyonu ya dogrudan ya da kiiltiir ortaminda
(besiyeri, medium) cogaltildiktan sonra analiz edilebilir. Farkli hiicre tiirleri doku
siispansiyonundan degisik yontemlerle ayrilarak (izole edilerek) tipleri belirlenebilir. Degisik
hiicre tiirlerinden olusan bir dokudan tek bir (uniform) tip hiicreleri ayirmak i¢in yapilmasi
gereken ilk islem, tiim hiicreleri bir arada tutan ekstraselliiler matriksi ayirmaktir. Bunun i¢in
doku Ornegi, proteinleri parcalayan tripsin ve kollajenaz gibi proteolitik enzimler ve hiicre
adezyonunda rol oynayan kalsiyum iyonunu (Ca*?) baglayan EDTA gibi ajanlarla muamele

edilir.

Farkli hiicre tiirlerini ayirmak icin degisik yontemler uygulanabilir. Hiicrelerin fiziksel
ozelliklerine gore, 6rnegin biiyiik olanlar kiiclik olanlardan, agir olanlar hafif olanlardan
santrifiij edilerek ayrilabilir. Bir bagka yaklasimin temeli, baz1 hiicre tiirlerinin cam ya da
plastikten yapilmis yiizeye daha siki yapismasi Ozelligine dayanir. Bu yontem antikorlar
kullanilarak 6zellikle istenen hiicre tiiriiniin ylizeye yapigsmast ve daha sonra da uygun

islemlerle o hiicrelerin elde edilmesini saglayabilir.

En gelismis hiicre ayristirma yontemlerinden birinde 6zel hiicreleri isaretlemek ic¢in
antikor baglanmis bir floresan boya kullanilir. Boylece isaretlenmis hiicreler isaretlenmemis
olanlardan elektronik bir floresanla aktive edilmis hiicre ayiric1 kullanilarak ayrilabilir. Bu

metotla calisan cihazla saniyede binlerce hiicre ayirabilir ve 1000 tane isaretlenmemis
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hiicrenin i¢inden bir tane floresanla isaretlenmis hiicreyi ayirabilecek kadar segicidirler.

Infrared lazer kullanarak da mikroskop altinda belli bir hiicre toplulugu
mikrodiseksiyon yontemiyle elde edilebilir. Bu yontem 6zellikle bir tiimdr dokusunun cesitli

yerlerinden alinan hiicrelerin 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.

Hangi yontem kullanilmis olursa olsun belli bir tipteki (uniform) hiicreler elde
edildikten sonra, bunlar hiicre kiiltlirii i¢in baslangi¢c materyalini olustururlar ve kosullar
belirlenmis bir kiiltiir ortaminda (besiyeri) sayilar1 hizla artarak bir ¢ok analiz yapilmasi i¢in
kullanilabilirler. Biyokimya dilinde hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalar canli hiicre ortaminda

gerceklestigi icin in vivo olarak tanimlanir.

Cogu omurgali hiicreler kiiltiirde sinirli sayida boliinmeden sonra hiicre olimii (cell
senescence) denilen bir siirece girerek boliinmeyi durdururlar. Ornegin, insan fibroblastlari
kiiltiirde sadece 25-40 kez kadar béliiniirler. Bu olay telomerlerin kisalmasima baglhidir. Insan
somatik hiicreleri telomeraz enziminin yapimint durdurduklar: i¢in telomerler kisalmakta ve
hiicrelerin yasami1 da sinirli olmaktadir. Bu hiicrelere telomeraz enziminin katalitik alt
birimini kodlayan bir gen katilmasiyla sonsuz ¢ogalmalar1 saglanabilir ve bdylece 6liimsiiz

(immortalized) hiicre serisi olarak kullanilabilirler.

B- Siirekli Hiicre Serileri (Hiicre Soylar1): Primer kiiltiirlerden spontan mutasyonlar
sonucunda kendiliginden ya da kimyasal ajanlar ya da viriisler eklenerek insan eliyle
olusturulan soylardir. Timdr dokusundan alman hiicrelerden de elde edilirler. Primer

kiiltiirlerden farka,
a-Kiiltiirde yiiksek yogunluga ulasabilmeleri
b-Biiyiime faktorleri ve seruma daha az gereksinim gostermeleri
c-Cogalmak i¢in bir zemine tutunma gereksinimlerinin az olmasi
d-Sonsuz ¢cogalma yetenekleri olarak siralanabilir.

Ornek: 3T3 fibroblastlar, L929, CHO, HL60 v.s.

Hiicre soylari, baska arastirmacilardan, Tiirkiye de Sap enstitiisii Hiicre kiiltiir

koleksiyonundan, Amerika hiicre kiiltiir koleksiyonundan veya National Institute of Health
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servislerinden elde edilebilir.

2.8.2.Hiicre Kiiltiir Kosullan

Hiicre kiiltiirti caligmalarinda, kiltiir kosullar1 hiicre c¢ogalmasi ve farklilagmasi
iizerinde anlamli etkiye sahiptir. Hava-sivi ara yiizeyinde (air-liquid interface) ya da hiicre
kiiltiirii calisma besiyerine daldirilmis (submerged) kiiltiir kosullar1 altindaki hiicreler, kiiltiir
vasat1 bilesimi, hiicre ekim yogunlugu, ekimin yapildigi Transwell gecirgen hiicre kiiltiirii
destek kab1 kaplama materyali, kiiltiirde gecen siire, pasaj sayis1 ve epitel bariyerin her iki
tarafindaki hiicre vasat1 hacmi gibi faktorlerden etkilenmektedir (171).

2.8.3.Hiicre Kiiltiir Ortaminin Genel Ozellikleri

Hiicre kiiltiirii besiyeri ¢alisma ortaminda inorganik tuzlarm bir¢ok gorevi vardir,
sodyum, kalsiyum ve potasyum iyonlar1 ile hiicrenin osmotik basmcini saglarlar. Cogu
hiicreler 7,2 -7,4 pH araliginda gelisebilirler.

Fibroblastlar daha yiiksek pH ya, stirekli doniisen hiicreler ise, daha asidik ortama
ithtiya¢ duyarlar. Yeni kiiltiir olusturulmasi sirasinda pH ¢ok onemlidir ve iki ayr1 sistem ile
dengelenir. Bunlar; dogal tampon sistemi CO, gaz1 CO3;/HCO; ile dengelenir, yine HEPES
ad1 verilen 0zel bir kimyasal tampon kullanilarak dengelenebilir. Dogal bikarbonat (HCOs)
CO, tampon sistemleri; CO; inkiibatorde % 5-10" luk CO2 atmosfer ile birlikte kullanilir.

Bikarbonat- CO, maliyetsizdir ve hiicreler icin toksik degildir. HEPES ise, ¢ok yiiksek
tampon kapasitesine sahip olmasina ragmen; 7,2 — 7,4 pH degerindedir ve yiiksek
konsantrasyonlar1 toksik etki yapabilir. Bu tampon sisteminde, ayrica gaz atmosfere gerek
yoktur.

2.8.4. Dondurularak saklama

Hiicreler siv1 azot i¢ginde -196 °C’de, bu diisiik sicaklia dayanacak 6zel plastik tiipler
ya da cam vialler i¢inde saklanir. Hiicreler, biiyiime ¢ozeltileri % 10-20 serum ve % 5-10
gliserol ya da DMSO iceren bir c¢oOzelti i¢ine almarak dondurulurlar. Bu sirada
konsantrasyonlari, 1:10 sulandirilarak c¢oziildiiklerinde normal ekilme konsantrasyonunun

“ornegin 105 hiicre/ml” 5 kat1 olacak bi¢imde ayarlanmalidir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu arastirma; Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Biyokimya Ana Bilim Dali, Arastirma Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Demirbas Malzemeler

—

A A o

—_— e e e
A W N = O

Laminar Flow Giivenlik Kabini (Heraeus)

CO; inkiibatorii (%5 CO3, %95 nem ve 37°C) (LaboTect)
Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 30 RF)

Spektrofotometre (Shimadzu RF-1501 MODEL, Japon)

Floresan invert mikroskop (Olympus)

Is1k mikroskobu (Olympus CK X41)

Dijital Fotograf Makinesi (Olympus C 5050 Z)

+4°C Buzdolabi (Profilo)

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

.-80°C derin dondurucu (Revco)

. Manyetik karistiric1 (Hangping, Variomag)

. Vorteks (Niive, NM 110 model, Tiirkiye)

. Pipet pompasi1 (Boeco)

. Pipetler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 pl, 1-5 ml) (Gilson)
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

Hassas Terazi (Sartorius marka 0,0001 g’a duyarl)
Deiyonize Su Cihazi (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))

Thoma lam1 (IsoLab)
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3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

—

Normal erime noktasma sahip (NMP, 65 °C) agaroz jel (Sigma)
Diisiik erime noktasima sahip (NMP, 37 °C) agaroz jel (Sigma)
Sodyum-EDTA (Carlo Erba)

Sodyum kloriir (Merck)

Potasyum Klortir (KCI) (Merck)

Tris base (Sigma)

Triton X—-100 (Sigma)

Sodyum hidroksid (Merck)

I S B IR R

Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)

—_
—_ O

. Etidyum bromit (Sigma)

—_
[\

. Hidrojen peroksit (Merck)
. Tris HCI (Sigma)

_
B~ W

. Histopaque—1077 (Sigma)

—
9]

. Giemza boyas1 (Merck)

. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Carlo Erba)
. DMEM (Sigma),

. Gallik Asit (Sigma)

—_— = e
O 0 3 O

. Quarsetin (Sigma)

\®)
S

. Aluminyum Nitrat

\S)
—_

. Folin Dennis Reaktifi (Sigma)

N
[\

. Sodyum Karbonat
. Etil Alkol (%96°1ik)

[N\
A~ W

. Immersiyon Yag1 (Merck)

. Lam (Isolab)

. Plastik Pastor Pipet (Isolab)

. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 pL)

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

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

30. Kurutma Kagidi

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

NN
N N WD



32. Eppendorf Tiipii

3.2.Bitkilerin Toplanmasi

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri Bursa - Uludag Sogukpmar Koyli mevkisinden
Nisan-Mayis 2012 doneminde toplandi. Toplanan Urtica Dioica L. Bitkisi en kisa siirede
yaprak ve govde kisimlar1 ayrildi serin ve golge bir ortamda 1 haftada kurutuldu. Kurutulan

ornekler ¢aligmalarda kullanilmak iizere kilitli posetlerde muhafaza edildi.

3.2.1.0rnek Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

Kurutulan bitki 6rnekleri bir 6giitiicii yardimiyla toz haline getirilerek ekstraksiyon
islemine hazir hale getirildi. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak metanol, etanol,etil asetat ve su
kullanilda.

3.2.1.1.Metanol eksrakti

Ogiitiilerek toz haline getirilmis 1sirgan otu yaprak ve tohum oOrneklerinden 20 gr
tartilarak 200 ml (1/10 w/v) metanol ¢oziiciisiinde manyetik karistiricida 24 saat karistirildi.
24 saat slirenin sonunda slizme islemine ge¢ildi, buncher hunisi yardimiyla 0,2 mm Whatman
No:1 filtre kagidindan gecirilerek kati faz ve sivi faz birbirinden ayrilmasi gerceklestirildi,
seramik goach krozesi yardimiyla ince filtre seramikten gecirilerek evaporatére hazir hale
getirildi. Evaporatore hazir hale gelen siiziinti 40 °C sicaklikta ve basing altinda

coziiclistinden uzaklagtirilarak kuru ekstrakt elde edildi. Kuru ekstrakt 1sik gormeyecek

sekilde +4 °C de kullanilmak iizere bekletildi.

Yapilan islem basamaklar1 etanol ve etil asetat coziiciileri i¢in de ayni sekilde

gergeklestirilerek kuru ekstraktlar: +4 °C de kullanilmak {izere bekletildi.

3.2.1.2.Su ekstrakti

Su ekstraksiyonu i¢in 20 gr toz haline getirilmis bitki dncesinde kaynatilmis ve 60 °C
1stya getirilmis 200 ml distile suda 2 saat manyetik karistirici yardimiyla karistirildi. 0.2 mm
filtre kagidindan gecirilerek kati1 faz ve sivi1 faz birbirinden ayrildi. Sonrasinda Whatman
paper No. 1 filtre kdgidindan gegirilen sivi ekstrakti rotary evaporatora yerlestirerek sicaklik

60 °C alman siiziintiiniin hacmi 1/6’ya inene kadar i¢indeki su uguruldu ve kalan volume
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calismalara hazir hale getirildi (172).

3.3. Heparinize Kan Ornegi

Deney boyunca kullanilan heparinize kan 6rnekleri, goniillii bir kisiden ¢alismalarin
yapildig1 glinlerde onam formu imzalatilarak alindi.

3.4. Hazirlanan Besiyeri

3.4.1.DMEM Besiyeri

13,4 gr/L DMEM, 0,37 gr/L sodyum bikarbonat (NaHCO3) deiyonize su i¢inde
¢oziildii. 0,1 N sodyum hidroksit (NaOH) ve 0,1 N HCl ile pH: 7,2 olacak sekilde hazirlandi.
0,22 um’lik filtreden gecirilerek sterilizasyon saglandi.

3.5. Hazirlanan Tampon

3.5.1.PBS (Fosfat) Tamponu:
800 ml distile su igerisinde 10mM (1.44 gr) Na,HPO,4 vel,76mM (0.24 gr) KH,PO4
cozdiirtilerek {iizerine 8 gr NaCl ile 0,2 gr KCI ilave edildi ve son hacim 1 litreye

tamamlanarak 0,1 N HCl ve 0,1 N NaOH pH’s1 7,4’e ayarland1.

3.6. Metot
3.6.1 Toplam Fenolik Madde Analizi

Kurutulmus 1sigan otunun tohum ve yaprak ekstraksiyonun total fenolik bilesik
miktar1 Singleton and Rossi (1965) (177) tarafindan Onerilen Folin-Ciocalteau (FC)
yontemine gore tayin edilmistir. Bu yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin
ayrracini indirgeyip, kendilerinin oksitlenmis forma dontstiigli bir redoks reaksiyonuna
dayanmaktadir. Folin ayract ile muamele edildikten sonra olusan mavi renk,
spektrofotometrede 725 nm dalga boyunda okunmustur. Standard olarak gallik asit
kullanilmistir.  Ornekte &lgiilecek absorbans degerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan
fenolik bilesik miktari, gallik asit ile hazirlanmis olan standart kurvenin denkleminden
hesaplanmistir.  Ornekteki toplam fenolik bilesik miktar1 "mg gallik asit/Kuru madde"

cinsinden ifade edilmistir. Bu analiz i¢in kullanilan ¢6zeltiler;

e Folin- Dennis (FD) Reaktifi:
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o %251k Na2C03

Distile suda hazirlanmig gallik asit standart ¢ozeltileri (200 pg/L 100 pg/L, 50 pg/L, 25
ng/L,5 g/l )

Hetot Kuru bitki ekstraktindan stok soliisyon 5 mg/ml olacak sekilde hazirland1

e Hazrlanan bitki stok solusyonundan 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml, 125
pg/ml,62,5 ng/ml,50 pg/ml degisik konsantrasyonlarda numuneler hazirland.

e Hazirlanan numunelerden veya standart ¢cozeltilerden 100 pl alind1 ve tlizerine
200 ul FD Reaktifi eklendi.

o FD reaktifi eklendikten sonra 10 dk karanlikta bekletildi.

e Bu siirenin sonunda iizerine 100 pl %25 lik Na,COs ¢ozeltisi eklendi..

o Bu sekilde fenolik hidroksil gruplarinin hidrojenlerini suya vermeleri saglandi.

e Bu karisim saf su ile 1,1ml ye tamamlandi.

o Karigim 2 saat boyunca oda 1sisinda karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.

o Ornek ve standartlarm 725 nm dalga boyunda absorbanslar1 dl¢iildii.

o Kor ¢ozelti olarak 100 pul Na,COj; c¢ozeltisi ve 1ml distile su ilave edilerek

hazirlandi.

3.6.2. Toplam Flavonoid Madde Analizi

Isirgan otu Orneklerinden elde edilen ekstraktlarda toplam flavonoid madde miktar1
analizi Aluminyum kompleksi metodu Park et al. 1995 (173) ile quarsetin cinsinden
hesaplanmistir.

Bu analiz i¢in kullanilan ¢ozeltiler

- %10 AI(NO3)3

- IM CH3;COOK

- Etanol igerisinde ¢Oziinerek hazirlanmis quarsetin standart ¢ozeltileri (25 pg/mL,12,5

pg/mL, 6,25 pg/mL, 5 pg/mL )

Metot ;
- Kuru bitki ekstraktindan stok soliisyon 5 mg/ml olacak sekilde hazirland1
- Hazirlanan bitki stok solusyonundan 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml, 125
pg/ml,62,5 ng/ml,50 ng/ml degisik konsantrasyonlarda numuneler hazirlandi
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- Hazirlanan numunelerden veya standart ¢ézeltilerden 100 pl alind1

- Alinan numune veya standart ¢ozeltiler iizerine 20 ul %10 AI(NOs)s ve 20 pl
IM CH;COOK ilave edildi.

- Bu karisimin son hacmi 1 ml olacak sekilde 860 ul %100 etanol ilave edilerek
40 dk karanlik ortamda inkubasyona birakildi.

- Bu siirenin sonunda numune ve standartlarin 415 nm dalga boyunda

absorbanslar1 6l¢iildii.

3.7. Mononiikleer Lokositlerin Separasyonu ve inkiibasyonu:
3.7.1.Mononiikleer Lokositlerin Separasyonu:

Saglikli, goniillii ve sigara igmeyen 26 yasinda erkek bir kisiden calismalarin yapilacagi
giin 20 ml heparinli kan 6rnegi alindi. Bos steril 4 tiip icine 5° er ml Histopaque-1077
soliisyonu eklendi. Bunun lizerine 5” er ml taze heparinize kan yavasca konuldu. Tiipler 25°C
ve 2100 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi li¢ ayr1 tabaka meydana geldi. En
alt tabakada lokositler eritrositler, trombositler ve diger sekilli elemanlar, orta tabakada
lenfositlerin i¢inde ylizdiigii Histopaque soliisyonu ve en iist tabakada ise plazma yer aldi.
Santrifligasyon sonrasi orta tabakada biriken lenfositler 1 ml’lik pipet yardimiyla bos bir tiipe
alimdi. Histopaque soliisyonunu uzaklastirmak i¢in 16kosit igeren histopaque iizerine 5 ml, 1
M tuzlu fosfat tamponu (PBS) (pH=7.4) ile kargtirildiktan sonra 25°C, 1600 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atild1 ve 16kosit pelleti elde edildi.

3.7.2.Mononiikleer Lokositlerin Sayimi ve Tripan Blue ile Canhhk Testi:

Elde edilen 16kosit slispansiyonundan hiicre sayimi yapildi. Thoma lam iizerine uygun
lamel konulduktan sonra bir damla belirli 16kosit hiicre slispansiyonu lamin yan kenarlarindan
Thoma lami lizerine yaydirilarak hiicre siispansiyonunun lam ve lamel arasma yayilmasi
saglandi. Lam iizerinde 25 mm®’ye diisen hiicreler sayildi. Asagidaki formiilden toplam

16kosit hiicre sayis1 belirlendi.

Toplam Hiicre Sayis1 = 10* x ml x lamdaki hiicre sayis1 x diliisyon katsayis

(Sabit katsay1) (Hacim)
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Heparinize kandan separe edilen PBS igersinde hazirlanmis 16kosit siispansiyonu ile
tripan blue boyasi (% 0,4) 1:1 oraninda karistirildi. 5 dk inkiibasyon siiresinden sonra 1 damla
boyanmis 16kosit hiicrelerinin lam iizerine yaydirilmasiyla hiicre siispansiyonunun lam ve
lamel arasma iyice yayilmasi saglandi. Isik mikroskobu altinda boyanmis ve boyanmamis

hiicreler sayild1.
3.7.3. Mononiikleer Lokosit Siispansiyonunun Hazirlanmas ve Inkiibasyonu:

Elde edilen 16kosit pelleti hiicre kiiltiir flaskina aktarilarak tizerine 10 ml DMEM ve
%10 fetal calf serum (FCS) ve 5 pg/mL gentamisin) hiicre kiiltiir siispansiyonu eklendi. Daha
sonra hazirlanan hiicre kiiltiir flasklar1 37 °C’de %5 CO; ortaminda 1,2 ve 3 saat inkiibasyona

birakild..

3.8. Alkali Tek Hiicre Elektroforez (Comet Assay) Yontemi ile DNA Hasarinin

Olciilmesi:
3.8.1.Yontemin Prensibi:

Mononiikleer 16kosit DNA hasar1 Singh ve ark. (174) tarafindan gelistirilen Alkali Tek
Hiicre Elektroforez (Comet Assay) yontemi modifiye edilerek calisildi. Yontemin prensibi,
alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik ytikiine sahip DNA molekiillerinin
elektriksel alanda farkli uzakliklara go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek hiicreler agaroz
jele yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormemis DNA'lar taginma sirasinda comet (kuyruk)
olusturmayacak sekilde yiirtirler. Oysa DNA zincirinde herhangi bir nedenle kirilmalar
olusmugsa farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan,
elektriksel alanda farkl hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar.
Elektroforezden sonra DNA molekiilleri, DNA spesifik floresan boyalar ile boyanip floresan
mikroskopla incelendiginde boyanmig DNA’lar gozle veya kinetik okuma programlar: ile

degerlendirilebilir.
3.8.1.1.Yonteminin Uygulanis::
3.8.1.1.1.Slaytlarin Hazirlanmasi;

% 1,0'lik normal melting point (NMP) agaroz jel hazirlanip eritildikten sonra 80 pl

almarak kenarlar1 buzlanmis lam tlizerine damlatildi. Lamlarin tlizeri lamel ile kapatilarak
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buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra lameller kaldirildi. Hazirlanan lamlar
nemli kutularda bekletildi. PBS tamponu ile mm® te 10* hiicre olacak sekilde diliie edilmis
mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,6'ik low melting point (LMP) agaroz jel
(37 °C) ile karistirilarak birinci tabaka iizerine tabakalandirildi Daha sonra lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢cin 5 dakika bekletildi ve ardindan lameller kaldirilarak

slaytlarin hazirlanma islemi tamamlandi.
3.8.1.1.2.Lizis asamasi;

Hazirlanan slaytlar 50 dakika yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren soguk

lizing soliisyonunda bekletildi.

Hiicre zarlarmin parc¢alanmasi i¢in dnce 2,5 M Sodyum kloriir, 100 mM EDTA ve 10
mM trizma base distile suda ¢oziilerek stok lizing soliisyonu hazirland1 (pH=10).Calismadan
hemen Once stok lising soliisyonuna %1 oraninda Triton X-100 ve %10 oraninda DMSO

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

Elektrforezde yiiriitiilmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar alkali
elektroforez tamponunda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Alkali elektroforez tamponu 1mM
Na;EDTA ve 300 mM NaOH’tan olusmaktadir (pH <13).

3.8.1.1.4.Elektroforezde yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu

tampon ¢Ozeltisi ierisinde 300 mA, elektrik akiminda ve 5-25 °C’de 30 dakika yiiriitiildi.
3.8.1.1.5.Notralizasyon

Elektoroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali elektroforez tampon
coOzeltisini ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dakika siire ile 3 kez notralizasyon tamponu

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

Notralizasyon igsleminden sonra boyama yapilarak cometler sayildi. Boyama islemi
icin floresan bir boya olan etidyum bromit boyasi (5 pg/ml) kullanildi. Her bir slayt i¢in 80
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puL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile {izeri kapatilarak 20 biiyiitmeli floresan
mikroskop ( Olympus CKX41 Japan) ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 100
adet DNA gorintiisii degerlendirildi. Degerlendirme islemi i¢in DNA’lar hasar diizeyine gore

5 evreye (0, 1, 2, 3 ve 4) ayrildi(Sekil 32).

3.9. Alkali Tek Hiicre Elektroforez (Comet Assay) Yontemi ile DNA Hasarmna
Karsi Olusturulan Diren¢ Tayini

Hiicreler 1 saat aralikli inkubasyon siireleriyle hiicre kiitiir flasklarinda
[DMEM+Hiicre], [Isirgan otu + DMEM+ H,0;], [H2O; + Hiicre] ile maruz birakilarak Comet
Assay yontemiyle kontrol grubu ile karsilastirilarak DNA hasarina karst olusturmus oldugu

direng degerlendirildi.

Isirgan otu yaprak ve tohum ekstraktinin H,O, ile olusturulan DNA hasarina karsi
gerceklestirmis oldugu direnci arastirmak i¢in lenfositler kiiltiir ortaminda gruplara ayrilarak
50-0,36 pg/ml konsantrasyon araliginda farkli dozlardaki isirgan otu ekstraktt ve her
konsantrasyona ilave edilen sabit hacimdeki S0uM H,0, ‘ye maruz birakildi. Pozitif kontrol
grubu olusturmak i¢in hiicreler iizerine sadece 20 pmol H,O,, negatif kontrol grubuna ise
herhangi bir genotoksik madde verilmedi. Daha sonra hiicreler bu inkiibasyon ortamlarindan 1
saat arayla almip PBS tamponu ile yikandiktan sonra Comet Assay yontemi ile DNA hasar1
calisilmak tizere kiiltiir ortamlarindan c¢ikarildi.  Hasarlanan hiicre DNA’lar1 hasarin
derecesine gore bes kategoride degerlendirildi. Dairesel seklide hi¢ kuyruk olusturmamis
DNA goriintiilerinden hi¢ hasarlanmamig DNA lar “O”, ¢ok az hasarlanmis DNA lar “I”, az
hasarlt DNA lar “II”, hasarli DNA lar “III” ve ¢cok hasarli DNA lar “IV.” derece hasar olarak
degerelendirildi (Sekil 28).
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Sekil 28: Tek hiicre jel elektroforez yontemi ile agaroz jel iizerinde elektroforetik ortamda negatif kutuptan
pozitif kutuba (soldan saga) dogru go¢ eden farkli seviyelerde hasara ugramis DNA’larin goriintiileri. 0- Hasarsiz
DNA; I-Cok az hasarlanmis DNA; II-Az hasarlanmis DNA; IlI-hasarlanmis DNA; IV- tiimiiyle hasarlanmis
DNA.

3.10. Total Antioksidan Seviye veya Kapasite (TAS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiglii serbest radikallere
kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6l¢en bir metottur.(175).

3.10.1. Total Antioksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH:1,8) icerisinde 10 mM o-dianisidine dihydrochloride
ve 45 uM Amonyum ferr6z siilfat ¢oziilerek hazirlanir.
Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1,8) icerisinde 7,5 mM Hidrojen peroksit (H,O,) ¢ozdiiriilerek

hazirlanir. 240 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6lgiim yapilir.

3.10.1.1. Prensip

Fe’"—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgen diisik pH’da renksiz
odianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artrmaktadir. Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarimi bastirarak

renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde 240 nm’de
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spektrofotometrik olarak olgtilerek sonug¢ verilmektedir. Kalibrator olarak E vitamininin suda
¢Oziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade

edilir (175).

3.11. Total Oksidan Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

3.11.1.Total Oksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 140 mM NaCl c¢ozeltisi igerisinde 25 mM H,SO, c¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda dnce % 10 oraninda glycerol ¢oziiliip daha sonra 250 uM ksylenol
orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon icerisinde 6nce 10 mM o-dianisidine dihydrochloride ¢ozdiirtiiliip
sonra 5 mM Amonyum ferrdz siilfat ¢oziilerek hazirlanir. 560 nm’de spektrofotometrik olarak

End-Point 6l¢tim yapilir

3.11.1.1. Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak olciilmektedir. Standart olarak H,O, kullanilir. Sonuglar umol H,O,
equivalent/L olarak ifade edilir (176).

3.12. Yapilan Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar
programi  kullanilarak  gerceklestirilmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in  parametrik
varsayimlarin gergeklestigi verilerde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Sonuglar
ortalama + standart sapma (SD) olarak elde edildi. Ekstraktlarin olusturdugu DNA hasar1

diren¢ durumu bar charts grafigi ¢izilerek analiz edildi.
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4.ARASIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Yapmis oldugumuz ¢alismada metanol, etanol, etil asetat ve su c¢oOziciilerinde
hazirlanan 1sirgan otu yaprak ve tohum ekstraktlarmin ¢oziicli icerisine gegen fenol ve
flavonoid miktarlarma gore gostermis olduklar1 toplam antioksidan seviye, total fenol ve total
flavonoid miktarlar1 agisindan degerlendirildiginde en gii¢lii antioksidan 6zelligi gosteren
metanol ¢oziiclisii olmustur (Sekil 29). Diger ¢oziiclilere gore daha yiiksek antioksidan 6zellik
gostermesinden dolay1 hiicre kiiltiiri ortaminda lenfositlerde DNA hasarma karsi olusturulan

direnci 6l¢mek i¢in hiicre kiiltiiriinde kullanilmak iizere metanol eksratkti se¢ilmistir.

Urtica dioica L .Yapragi Total Fenol Miktari

1,2
g 1
e 08 [ E Metanol
™~ B Etanol
g 06 .
E —| O Etil asetat
5 0,4 OSu
3
< 0’2 i —H

0 74[i —| T —| T —| T

62,5 250 1000

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 29: Farkli konsantrasyonlarda ve ¢oziiciilerdeki fenol miktarlarina gére absorbans esdegerleri

4.1. Toplam fenolik madde analizi

Total fenol bilesikleri Ol¢limiinde standart olarak Gallik asit kullanilmis ve farkl
konsantrasyonlarda standart egrisi Sekil 30°da gosterilmistir. Sekil 30’dan da goriilecegi iizere

standart grafiginde y=mx grafigine gore R degeri 0,9942 olarak hesaplanmustir.
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Gallik asit standart egrisi

0,8 -
07 y = 0,0018x + 0,0669

’ R2 = 0,0942 677
06 /_0_67
0.5 ,](538
0.4 ){3{
0,3 '

0.2
o 0,142

—— Gallik asit
——Dogrusal (Gallik asit )

Absorbans

0 100 200 300 400
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 30: Urtica dioica L.Total fenol miktar: standart grafik egrisi

Yapilan Olgtimler 3°li tekrarlar halinde 725 nm dalga boyunda alman absorbanslar
y=0,0018x+0,0669 denklemine gore Gallik Asit Esdegerligi / gram Kuru Madde (GAE/gKM)

cinsinden Tablo 4’te ortalamalar1 ve standart sapmalar1 alinarak gosterilmistir.

Tablo 4 : Farkli ¢oziictilerdeki 1sirgan otu yapragmin GAE/g KM cinsinden toplam fenolik madde igerikleri

Metanol Etanol Etil Asetat Su

GAE/g KM GAE/g KM GAE/g KM  GAE/g KM
Konsanrasyo n=3 n=3 n=3 n=3
n (ug/ml) Mean= SD Mean+SD Mean+ SD Mean+ SD
62,50 2,54 £ 0,27 1,358 £0,13 4,52 + 0,36 1,35+0,11
125,00 5,54 £ 0,36 2,53 £0,366 6,58 + 0,38 1,74 +£ 0,13
250,00 13,11 £0,61 3,71 £ 0,24 9,28 + 0,61 2,79+ 0,18
500,00 28,71 +£2,45 9,41 + 0,39 11,34 £ 0,82 4,53 +0,27
1000,00 37,98 £ 0,94 18,45+ 0,47 15,49 £ 0,59 6,10 £013
Ortalama 17,58 7,10 9,44 3,31

Tablo 4’te goriilecegi lizere yapilan calismada ¢oziiciiler arasinda toplam fenolik madde
miktarlar1 farklilik gostermektedir. Metanol ¢oziiciisiinde toplam fenolik madde miktar
2,54+0,27 ile 37,98+0,94 GAE/g KM arasinda degisirken etanol ¢oziiciisiinde 1,35+0,13 ile
18,45+0,47 GAE/g KM arasinda degismekte, etil asetat ¢oziiclisi 4,52+0,36 ile 15,49+0,59
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GAE/g KM arasinda degismekte ve bu durum su ¢oziiclisiinde 1,35+0,11 ile 6,10+0,13
GAE/g KM arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore yaprak ekstraksiyonunda en
fazla fenolik madde toplam 17,58 GAE/g KM ile metanol ¢oziiciisiinde en az fenolik madde
ise toplam 3,31 GAE/g KM ile su ¢oziiciisiinde oldugu tespit edilmistir.

Isirgan otu tohum ektraktlar1 metanol, etanol ve atil asetat c¢oziiciilerinde hazirlanmistir.
Hazirlanan ekstraktlar ayni yontem prensibine goére GAE/gKM olarak Tablo 5°te

gosterilmistir.

Tablo 5: Isirgan otu tohumunun farkli ¢oziiciilerdeki toplam fenolik madde iceikleri

Konsantrasyon =~ Metanol GAE/g Etanol GAE/g KM  Etil Asetat GAE/g

(ug/ml) KM n=3 n=3 KM n=3
Mean+ SD Mean+SD Mean+ SD
62,50 6,64 + 0,45 6,14 £ 0,10 4,35+ 0,45
125,00 7,99 £ 0,24 8,48 +£ 0,20 6,47 £0,23
250,00 10,54 £ 0,41 10,41 +0,17 7,30+ 0,32
500,00 12,45+ 0,77 11,57 £0,12 9,47 £0,35
1000,00 14,80 +£ 0,16 12,6 £ 0,33 10,71 £ 0,22
Ortalama 10,4883 9,8606 7,6651

Tablo 5 te hesaplanan degerlere gore metanol ¢oziiclisiinde 6,64 + 0,45 ile 14,80 = 0,16
GAE/g KM olarak en fazla fenol icerigine sahip oldu gosterilmistir.

Tablolardan da goriilecegi lizere farkl ¢oziiciilerdeki ekstarktlara gore 6l¢iilen toplam fenolik
madde miktarlar1 [sirgan otu yaprak > Isirgan otu tohum ve Metanol >Etanol >FEtil asetat > Su

seklinde siralanmaktadir.

4.2.Toplam flavonoid o6l¢ciimii

Yapmis oldugumuz calismada total flavonoid 6lgiimlerinde standart olarak quarsetin
esdegerlik olarak hesaplanmistir. Standart Olgiimlerinde alinan absorbans degerlerine Ore
cizilen grafikte R? degeri 0,9094 olarak bulunmus ve Quarsetin Esdegerligi / gram Kuru
Madde (QE/gKM) olarak metanol, etil asetat ve etanol seklinde gosterilmistir.
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—e— Quersetin Standart

Grafik Egirisi

Dogrusal (Quersetin

Standart Grafik
Egirisi)

Urtica dioica L. Yapragi Total Flavonoid miktari
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Sekil 31: Urtica dioica L.Total flavonoid miktar standart grafik egrisi

Tablodan da goriilecegi iizere denklem grafigi y=0,0199x+0,2669 seklinde hesaplanmis ve bu

g6z Oniinde bulundurularak Quarsetin esdegerligi

hesaplanmistir.

Tablo 6: Farkli ¢oziiciilerdeki 1sirgan otu yapragimin QE/g KM cinsinden toplam flavonoid madde igerikleri

olarak

total

flavonoid miktari

Metanol Etanol Etil Asetat Su

QE/g KM QE/g KM QE/g KM QE/g KM
Konsantrasyon n=3 n=3 n=3 n=3
(ug/ml) Mean+ SD Mean+SD Mean+ SD Mean+ SD
62,50 7,31 +£0,18 3,22 +£ 0,05 3,50 £ 0,05 2,26 + 0,06
125,00 6,23 £ 0,13 4,14+0,12 4,41 +£0,22 3,40 £ 0,21
250,00 8,98 +0,23 6,75+0,24  7,43+0,16 4,31 +0,21
500,00 10,44 + 0,38 7,67+0,19 8,74+0,29 6,31 £0,044
1000,00 18,65+0,12 16,90+0,32 15,36 0,11 9,53 £0,027
Ortalama 10,3251 7,7396 7,8942 5,1669

Tabloda gosterilen toplam flavonoid miktar1 fenolik madde miktarinda oldugu gibi

metanol ¢oziiciisiinde 7,31+0,18 ile 18,65+0,12 QE/g KM olarak hesaplanmistir. Etanol ve

etil asetat ¢oOziiciilerindeki toplam flavonoid miktar1 birbirine yakm c¢ikmis 3,22+0,56
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1le16,90+0,32 QE/g KM etanol, 3,50+0,05 ile 15,36+0,11 QE/g KM etil asetat ve su
coziiciisiindeki flavonoid miktar1 2,26+0,06 ile 9,53+0,027 QE/g KM degeri ile digerlerine
gore daha diistik oldugu tespit edilmistir.

Isirgan otu tohumu ayni yonteme gore toplam flavonoid miktar1 agisindan hesaplandi.
Sonuglara gore 1sirgan otu tohumunda yapraga gore daha az flavonoid miktar1 6lgiildii ¢ikan
sonuclar ¢oziiciiler arasinda birbirine yakin iken yine en fazla miktar 4,81+0,13 QE/gKM

olarak hesaplanmistir.

Tablo 7: Farkl ¢oziiciilerdeki 1sirgan otu tohumunun QE/g KM cinsinden toplam flavonoid madde igerikleri

Metanol Etanol Etil Asetat

QE/g KM QE/g KM QE/g KM
Konsantrasyo n=3 n=3 n=3
n (ug/ml) Mean= SD Mean+SD Mean+ SD
62,50 2,93 +£0,05 2,66 + 0,08 2,22+0,11
125,00 3,29 £0,05 2,88+ 0,018 2,51 +0,11
250,00 3,75+ 0,24 3,32+ 0,28 2,77 + 0,07
500,00 3,77 £ 0,09 3,70 £ 0,04 2,81 +0,20
1000,00 4,81 +0,13 4,30+£0,16 3,53 +£0,25
Ortalama 3,7137 3,3749 2,7739

4.3. Mononiikleer Lokosit Hiicre Canlihig1 Tespiti
Arastrmamizda kullanilan mononiikleer l6kosit hiicrelerinin 1sirgan otu tohum ve
yaprak ekstreleri ile maruz birakilmadan 6nce ve sonra Tripan Blue boyasi ile yapilan canlilik

testinde %95 in lizerinde canlilik tespiti yapilmistir.
4.4. Mononiikleer Lokosit DNA Hasarn bulgulan

Yapilan calismada comet assay yOntemiyle belirlenen DNA hasar1 goriintiileri
hiicrelerin bas cap1 ve kuyruk uzunlugu g6z Oniinde bulundurularak 0,1,2,3,4 dereceye

ayrilarak (Arbitrary Unit) hesaplanmistir (Sekil 32).
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Sekil 32 : Comet Assay yontemi ile goriintiilenen hasar dereceleri A-4,B-3,C-2,D-1,E-0

Yapilan calismamizda hidrojen peroksitin olusturmus oldugu oksidatif DNA hasarmi
Oonleme amaciyla 1sirgan otunun yapraklarindan ve tohumundan elde edilmis metanol
ekstraktinin farkli dozlar1 kullanilmastir.

Hiicre kiltlirii ortamida saglikli bireyden aliman kandan separe edilen lokosit
hiicrelerinin primer kiiltiirii yapilmis ve 1 saat araliklarda verilen dozlara karst DNA hasarini
onleme diizeyleri incelenmistir. Calisma 3 gruba ayrilmistir ve ayarlanan her doz 3’lii tekrar

halinde yapilarak hesaplama yapilirken ortalamas1 alinmistir;

1.Grup: 1 saat inkiibasyon 50- 25- 12,5- 6,25- 3 — 1,5-0,75-0,36 pg/ml
2.Grup: 2 saat inkubasyon 50- 25- 12,5- 6,25- 3- 1,5- 0,75- 0,36 pg/ml
3.Grup: 3 saat inkubasyon 50- 25- 12,5- 6,25- 3- 1,5- 0,75- 0,36 pg/ml konsantrasyonlarinda
1sirgan otu tohum ve yaprak ekstrelerinin hiicreler {izerindeki etkisi incelenmistir. Isirgan
otunun metanol ekstrakt: genotoksik hasarin olusumunu Onlemede yiiksek dozlarda 50-25
pg/ml gibi konsantrasyonlarda hiicreler lizerinde hasar sayis1 ¢ok yiliksek ¢ikarken, yapilan

optimum doz ayarlamasi sonucunda 3-12,5 pg/ml konsantrasyonlarinda tam tersine hasar
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seviyeleri ¢ok diisiik ¢ikmis ve 1,5-0,36p/ml konsantrasyonlarinda DNA hasar1 sayis1 pozitif
kontrole yakin ¢iktig1 tespit edilmistir. Bu durum 1sirgan tohumunun metanol ekstraktinda
farklilik gostermektedir. Isirgan tohumu hiicre kiiltiiri ortaminda 3 pg/ml konsantrasyonunda
en diistik hasar sayis1 ortalama 104 AU ile DNA hasarma kars1 olusturmus oldugu direng
diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Isirgan otu yapragi ve tohumu karsilastirilacak olursa
isirgan otu yapragt DNA hasarina kars1 direng olusturmakta daha etkili oldugu tespit
edilmistir. (Tablo 8-9).

Tablo 8: Farkli konsantrasyonlarda isirgan otu yaprak ekstrelerinin DNA hasar1 olusumuna karsi olusturdugu

direng seviyeleri

DNA Hasan DNA Hasan DNA Hasan
(Arbitrary Unit)  (Arbitrary Unit) (Arbitrary Unit)
n=3 n=3 n=3

Konsantrasyo Mean= SD Mean+ SD Mean+ SD
n (ug/ml) 1.saat 2.saat 3.saat
0,36 131,33 +11,93 179,33 + 5,00 140,33 + 8,50
0,75 100,15 + 4,00 161,66 + 5,56 134,33 £ 7,23
1,50 76,22 +4,58 89,00 + 7,00 57,21 £ 8,00
3,00 32,66 + 0,57 41,00 £ 11,74 46,33 +£4,50
6,25 39,66 + 5,50 44,33 +£ 0,57 70,36 + 2,00
12,50 53,66 + 11,06 50,00 + 4,58 87,66 + 9,29
25,00 110,26 + 4,00 54,66 + 11,37 95,66 + 1,52
50,00 88,66 £ 9,71 61,00 = 8,71 122,02 + 2,00
Ortalama 79,00 85,00 94,16

Tablo 9: Farkli konsantrasyonlarda isirgan tohumu ekstrelerinin DNA hasari olusumuna karsi olusturdugu

direng seviyeleri

DNA Hasan DNA Hasan DNA Hasan
(Arbitrary Unit) (Arbitrary Unit) (Arbitrary Unit)
n=3 n=3 n=3

Konsantrasyon Mean+ SD Mean+ SD Mean+ SD
(ug/ml) 1.saat 2.saat 3.saat
0,36 155,33 £8,93 159,33 + 3,60 151,33 £ 6,51
0,75 145,15 + 3,50 148,66 + 2,58 132,33 £ 6,33
1,50 122,22 + 4,65 132,00 £ 6,55 123,21 + 3,25
3,00 98,66 + 2,77 101,00 £ 8,75 108,33 + 6,50
6,25 121,66 + 4,50 120,33 +£ 2,57 112,36 + 8,57
12,50 138,66 + 12,06 135,00 £ 4,68 125,66 + 9,29
25,00 129,26 + 6,00 139,66 £ 10,27 136,66 + 1,52
50,00 141,66 + 7,51 147,00 £9,71 145,02 + 2,00
Ortalama 123,00 127,00 121,00
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Ektraktlardan hiicreler iizerinde en etkili dozun 3 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Inkubasyon
stireleri goz 6niinde bulundurulacak olursa, 3. saatteki oksidatif DNA hasar1 1. saat ve 2. saate
gore daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir bu da DNA hasar1 skorlamasi yapildigi zaman

inkubasyon siirelerine gore hasar sayisindaki farkliligi ortaya ¢ikarmustir. (Sekil 33)

200

180

160 o

140 A

120 o

100

80 o

60 4

DNA Hasari (Arbitrary Unite)

EEE] 1.saat
- 2.saat

.saat

40 o

20 o

2 ] T 1
0,36 1,5 6,25 25 Kont(-)
0,75 3 12,5 50 Kont(+)

Urtica dioica L. (ug/ml)

Sekil 33: Urtica Dioica L. ‘nin konsantrasyona goére farkli inkiibasyon saatlerinde DNA hasar1 miktarlari

Isirgan tohumu ekstraktlarinda DNA hasarina karst olusturdugu en yiiksek direng genel
ortalama 124 AU ile 3-6,25 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Verilen diger dozlarda 1sirgan

tohumunun herhangi bir etkili diren¢ gostermedigi gézlemlenmistir(Sekil 34).
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Sekil 34: Fructus urtica pilulifera ‘nin konsantrasyona gore farkli inkiibasyon saatlerinde DNA hasar1

miktarlar

Tohum ve yaprak ekstraktlarn minimum DNA hasar1 olusturan diliisyonlarindaki
flasklardan alman numunelerden yapilan TAS ve TOS seviyelerinin 6l¢iimiinden elde edilen
sonuglara gore; ortamda yalnizca hiicrelerin bulundugu, ekstraktlarin bulunmadigi numunede
TAS’in disiik seviyede oldugu, ortama 1sirgan ekstraktlar1 eklendiginde 1. saatin sonunda
TAS seviyesinin ylikseldigi goriildii. Ortamlara H,O, eklendiginde ise TAS seviyelerinin
hizla diistise gectigi ve TOS seviyelerinin artisa gectigi gézlenmistir. Pozitif kontrolde TAS
seviyelerinin ¢ok diislik oldugu ve TOS seviyelerinin ise ¢ok yiliksek oldugu gozlemlenmistir.
Tohum ekstraktmin yaprak ekstraktina gére TAS seviyeleri daha diisiik iken, TOS seviyeleri
ise daha yliksek seviyelerde oldugu gozlemlenmistir. (Sekil 35-36 )
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1,0

1.saat

Total Antioksidan Seviye (mmol Troloks Eqv./L)

0,36 1,5 6,25 25  Kont(-)
0,75 3 12,5 50  Kont(+)

Urtica dioica L. (ug/ml)

Sekil 35: Farkli konsantrasyonlarda ortama ilave edilen Urtica dioica’nin total antioksidan seviye lizerine etkisi

87



1.saat
|:| 2.saat

Total Antioksidan Seviye (mmol Troloks Eqv./L)

25 Kont(-)
50 Kont(+)

Fructus urtica piluliferia (ug/mil)

Sekil 36: Farkli konsantrasyonlarda ortama ilave edilen isirgan tohumu (fructus urtica piluliferia) nun total

antioksidan seviye iizerine etkisi

Isirgan otu tohum ve yaprak ekstrelerinin farkli dozlarda hiicreler iizerindeki etkisinde
diisiik doz 1sirgan otu ve ortamlara H,O, eklendiginde ise TAS seviyelerinin hizla diisiise
gectigi ve TOS seviyelerinin artisa gectigi gézlenmistir. Pozitif kontrolde TAS seviyelerinin

cok diistik oldugu ve TOS seviyelerinin ise ¢ok yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Sekil 37-38).
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12

Total Oksidan Seviye (umolH202 Eqv./L)

1.saat
- 2.saat
) 3.saat
0,36 1,5 6,25 25 Kont(-)
0,75 3 12,5 50 Kont(+)

Urtica dioica L. (ug/ml)

Sekil 37: Farkli konsantrasyonlarda ortama ilave edilen Urtica dioica’nin total oksidan seviyeleri {izerine etkisi
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1.saat
|:| 2.saat

Total Oksidan Seviye(umol H202 Eqv./L)

0,75 3 12,5 50  Kont(+)

Fructus urtica piluliferia (ug/mil)

Sekil 38: Farkli konsantrasyonlarda ortama ilave edilen 1sirgan tohumu (Urtica fructus piluliferia) ‘nun total

oksidan seviyeleri {izerine etkisi

TARTISMA VE SONUC

Bitki ekstraktlarinda bulunan etken maddeler, kronik bir¢ok hastaligin riskini azaltan
ve bitkinin gesitli kisimlarindan elde edilebilen biyolojik olarak aktif bitki bilesikleri olarak
tanimlanmaktadir.  Bitki  ekstraktlar1  ¢esitli  etkilerle anti- genotoksik  aktivite
gosterebilmektedirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasallardan 6zellikle alkaloidler ve fenolik
bilesikler anti-genotoksik aktivite agisindan 6n plana ¢ikmaktadir. Bitki kimyasallarinin etki
mekanizmalari, hiicre Kkiiltiirleri ve molekiiler hedefler diizeyinde (reseptdrler, reseptor
proteinleri, matriks proteinleri, biiylime faktorleri, transkripsiyon faktorleri vb. gibi)
arastirilabilmektedir. Ozellikle genotoksisite ¢alismalarinda bu bitki kimyasallar1 hiicre

modelleri tizerinde etkili bir bigimde arastirma olanagi saglayabilmektedirler (182).
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Yapilan calismamizda anti-genotoksik aktivitenin belirlenmesinde alkalen tekli hiicre
elektroforezis yontemi (Comet Assay) kullanilmistir.

DNA hasarmi arastirmada insan hiicrelerinin kullanildig: testlerden en sik bagvurulan
Sister Chromatid Exchange (SCE) ve Microgel Electrophoresis (MGE) olarak da adlandirilan
Comet Assay yontemidir. Bu yontemlerle DNA sarmal kiriklarinin saptanmasi hassas, hizli ve
giivenilir bir sekilde gerceklestirilebilmektedir (69). Genotoksik taramalarda comet yontemi
giderek daha fazla kabul gérmektedir. Comet yonteminin, yaslanmadan, genetik toksikoloji ve
molekiiler epidemiyolojiye kadar pek ¢ok toksikoloji alaninda uygulamalar1 vardir (40,69).
DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan bu yontem, pek cok fiziksel ve kimyasal
mutajenin Ozellikle insanlarda yol agtigt DNA hasarinin tayininde, kanser hastalarinda DNA
hasarmin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda,
bazi hastaliklarda artmis DNA hasarin1 belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir
(70,71,72).
Comet yontemi asagida belirtilen avantajlara sahiptir; (73,74,75)
- Degisik hiicre ve doku gruplarina uygulanabilir.
- Hizl1 bir yontemdir, ¢cabuk sonug almar.-
- Hassas ve gilivenilir bir yontemdir.
- Hiicrelerdeki DNA kiriklarini gorsel olarak ortaya koyar.
- Maliyeti diisiiktiir.

- Arag-gerec gereksinimi azdir

Tim bu avantajlar goz Oniinde bulundurularak calismamizda comet assay yontemi

uygulanmis ve saglikli sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda Total Antioksidan Seviyeleri ve Total Oksidan Seviyeleri tespitinde otomatize
edilmis spektrofotometrik bir yontem olan Erel yontemi tercih edilmistir. Erel yonteminde

giiclii serbest radikallere karsi total antioksidan kapasiteyi 6lcebilen bir metottur.

Bu 6l¢iim yonteminde 2,2 ‘-azinobis-3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radikali (ABTS
kokii) kullanilmistir. Bu Ol¢iim yOnteminin esast hidrojen peroksit varliginda ABTS
molekiiliiniin ABTS+ molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir. ABTS kokii, antioksidan
miktarina ve antioksidan kapasiteye gore mavi ve yesil rengini kaybetmektedir. Bu renk

degisikligi, emilim degeri 660 nm’de Ol¢iilerek degerlendirme yapilmaktadir (175).
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Reaksiyon hizi, bilinen bir yontem olan Trolox ile ayarlanabilmektedir. Birimi Trolox
equivalent/L’dir. Toplam oksidan seviye (TOS) o6l¢iimii, Erel tarafindan gelistirilen tam
otomatik kolorimetrik bir yontemle yapilmistir (176). Birim pmol H,O, Eqv. / L’dir. TAS ve
TOS o6l¢iimlerinde kullanilan Erel yontemleri spektrofotometrik bir ydntem olmasindan kolay

uygulanabilir ve kisa zamanda sonu¢ alinabilir oldugundan tercih edilmistir.

Yapmis oldugumuz calismada metanol-etanol-etilasetat-su gibi farkli ¢doziicliler

kullanilarak 1sirgan otu tohumu ve 1sirgan otu yapraginin anti-genotoksik etkisi arastirilmistir.

Fitoterapotik ¢aligmalar i¢in bitkilerin kok, yaprak, meyva veya tohumlarindan farkl
yontem ve solventler kullanilarak elde edilen ekstraktlar tercih edilmektedir. Calismamizda
1srigan otu yapragi tohumundan hangi ekstraksyon yontemi ile elde edilen ekstraktta en
yiiksek total antioksidan, total fenol ve flavonoid iceriginin elde edildigini saptamak amaciyla
farkli solventler ve su kullanilarak ekstraksiyon islemi yapilmis, analiz sonucunda en etkili
ektraksiyonun metanol ile yapilan ekstraksiyon oldugu tespit edilmistir. Dolayisi ile calismaya
metanol ektraksiyonu ile elde edilen ektraktlarla devam edilmistir. Nitekim literatiirde Hudec
ve ark. yapmis olduklar1 ¢aligmalari birinde in vitro ortamda hiicreler iizerinde 1sirgan otu
ekstraktlarindan metanol ¢oziiciisiinde hazirlanmis ekstrakti secerek en giiclii antioksidan

ozellik gosterdigini bildirmislerdir (178).

Yapilan toplam fenolik. flavonoid ve antioksidan dlgiimlerinde ¢oziiciiler arasinda en
yiiksek aktivite gosteren, metanol ekstrakti olmustur(Sekil 29). Bu sonucta gdsteriyor ki
metanol polar bir ¢oziicii oldugu i¢in, bitkide bulunan etkili bilesiklerin de polar 6zellik
tasimasi gerektigini ortaya ¢ikarmaktadir. Polar bilesik daha fazla oldugundan metanole daha
fazla madde gecebildiginden biyoaktif maddelerin gegisi daha fazla olmaktadir. Bundan
dolay1 hiicre kiiltiirii ortamimda metanol eksrakti tercih edilerek monontkleer l6kosit
hiicrelerde H,O,’nin olusturdugu DNA hasarin1 6nlemedeki etkinligi arastirilmistir.  Direkt
genotoksik 6zelligi olmamakla birlikte gegisli metallerin varliginda Fenton reaksiyonu ile OH
radikali olusturmasi ve olusan OH' radikalinin en giiclii genotoksik radikal olmasi nedeni ile
DNA hasari1 olusturmak i¢in H,O; kullanildi. Negatif kontrol olarak da sadece hiicre kiiltiir

besiyeri kullanilmastir.

Calismamizda, hiicre kiiltiir ortaminda heparinize kandan gradient olusturarak elde

ettigimiz mononiikleer lokosit hiicreler hiicre kiiltiir ortamina konup, bir taraftan, DNA hasar1
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olusturmak amaciyla 50uM H,0, ilave edilirken, ayn1 zamanda farkli konsatrasyonlarda
hazirlanan 1sirgan otu ve tohumu ekstraktlar1 ortama ilave edildi. Hazirlanan hiicre kiiltiir
flasklarindan 1. 2. ve 3. saatlerde Comet Assay yontemi ile mononiikleer lokosit DNA hasar
diizeyleri incelendi. Sekil 33-34’te de goriildiigii gibi en yiiksek anti-genotoksik etkinin 3-6,25
nug/ml konsantrasyonlarda goriildiigii, bu seviyenin altindaki ve tistiindeki konsantrasyonlarda
anti-genotoksik etkinin giderek azaldigi tespit edildi. Sadece ayni konsantrasyonlarda H,O,
nin ortama konuldugu pozitif kontrollerde genotoksik etkinin gostergesi olan DNA hasar1 190
AU tespit edilirken, negatif kontrollerde 4 AU tespit edilmistir. En yiiksek anti-genotoksik
etkinin gorildiigii 3 mg/ml lik konsantrasyonda 1sirgan otu yapraginda DNA hasar1 32 AU
seviyesinde iken , 1sirgan otu tohumunda 104 AU seviyesindedir. Ancak, bu konsantrasyonun
altindaki ve istiindeki diliisyonlarda anti-genotoksik etkinin azaldigi tespit edilmistir. Bu
sonug Olciilen total fenol ve flavonoid miktarlar1 ile dogru orantili olarak tohum ekstresinde
daha az diren¢ oldugunu gostermistir.

Bulgularimiza gore, hiicre kiiltiir ortami siipernatanlarinda Olglilen total fenol,
flavonoid ve antioksidan aktivite seviyeleri ortama ilave edilen isirgan otu ektraktlarmin
konsantrasyonlar: ile dogru orantili olarak artarken, anti-genotoksik etkinin konsantrasyona
bagimli olarak azalmadigi, optimum doz olan 3 mg/ml lik konsantrasyonda maksimumanti-
genotoksik etki gosterdigi, bu dozun altindaki ve {istiindeki konsantrasyonlarda anti-

genotoksik etkinin azaldig tespit edilmistir.(Sekil 31 ve 32).

Bulgularimizdan, kiiltiir ortamma konulan optimum konsantrasyonun altindaki
dozlarda 1sirgan otu ve tohum ekstaktinda bulunan ve DNA hasarma kars1 direng olusturan
antioksidan bilesik seviyelerinin hasar olusturan oksidanlara kars1 savunmada yetersiz kaldigi,
optimum dozda savunmanin yeterli seviyede oldugundan maksimum anti-genotoksik etkinin
goriildiigt, artan dozlarla birlikte antioksidan seviyedeki artisin oksidanlara karsi savunmada
etkili olmadig: diistiniilmektedir. Calismamiz 1sirgan otunun anti-genotoksik etkisini in vitro
ortamda gosteren ilk calismadir. Dolayisi ile diger literatiir bulgular1 ile karsilastima olanagi

bulunamamastir.

Uritica dioica hidroalkolik yaprak ekstresinin, kanserin baslamasini engelleyici,
seyrini yavaslatict veya durdurmaya yonelik etkilerini degerlendirmek amaciyla, belirli
organlar (karaciger, akciger, bobrek ve mide) iizerindeki biyolojik aktivitesinin arastirildigi

bir diger ¢aligmada, ekstrenin fare karacigeri ve midedeki glutatyon-S-transferaz ve DT-
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diaforaz aktivitesinin onemli Ol¢iide yiikselttigi goriilmiistiir. Yine ayni1 ¢alisma U. Dioicanin
baz1 ilaglarm metabolizasyonunda rol alan, detoksifikasyonu saglayan veya hiicreleri
korumada 6nemli rolleri olan enzim sistemlerini etkiledigi tespit edilmistir. U. dioica’ nin
reaktif serbest radikallerin eliminasyonunda da biyolojik farkliliklar olusturdugu tespit
edilmistir. Bitkinin aktif bilesikleri, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit

dismutaz ve katalazin reaktif serbest radikalleri temizlemesini regiile edebilmektedir(194) .

Isirgan otunun anti-genotoksik etkisi yaninda anti-kanserojen etkiye sahip oldugunu
gosteren ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalar da yapilmistir. Bir ¢alismada, arastirmacilar
insan prostatik epitelyum hiicreleri lizerende proliferatif etkiyi 1sirgan otunun metanolik
eksresi iizerinde arastirmislardir. Isirgan otu (Urtica dioica L.) Oziitlerinin LNCaP prostat
epitel kanser hiicreleri lizerine antiproliferatif etkisi bildirilmistir. Konsantrasyona ve zamana
bagimli olarak antiproliferatif etki minimal dozlarda 4 ve 6 giiniin sonunda 1.0-8 mg/m olarak
bildirilmistir(192).

Telo S. Ve ark. Yapmis oldugu bir ¢alismada N-Metil-N-nitroso-Urea ile meme
kanseri olusturulmus ratlarda 1sirgan ekstresi kullanilarak antioksidan enzimleri iizerine
etkilerine bakilarak sitotoksisitesi incelenmistir. palpasyonla tespit edilen tiimor sayilarmi
grup 2 ve grup 3 ile karsilastirdiklarinda; 5,5 aymn sonunda grup 2°de %46.15 oraninda palpe
edilebilen tiimor saptanirken grup 3’te %13.33 oraninda tespit edilmistir. Buna gore 1sirgan
otunun palpe edilebilen meme tiimor insidansini yaklasik olarak %70 gerilettigini goriilmiis.
Ancak palpasyonla tespit edilemeyen grup 2 meme dokularini incelediginde ise hiperplazinin
basladigin1 goriirken, grup 3’ten aldiklar1i ¢ogu meme dokusunda hiperplazi bile
gozlemlenmedigi goriilmiistiir. Es zamanli olarak N-Metil-N-nitroso-Urea uygulayip 1sirgan
otuna takviyesine baslandigindan dolay1r bu sonuglar arastirmacilara isirgan otunun meme

kanseri baslangicin1 geciktirdigi ya da gerilettigi kanisini olusturmustur (185).

Turan ve ark. Yapmis oldugu diger bir caligmada Isirgan otu (Urtica dioica L.)
Oziitlerinin LNCaP prostat epitel kanser hiicreleri lizerine antiproliferatif etkisi bildirilmistir.
Urtica dioica’dan elde edilen oOziitiin prostat kanserli dokularda adenosine deaminase
aktivitesini inhibe ettigi bu etkinin bu 6ziitiin antitlimoral potansiyelinin bir mekanizmasi

olabilecegi belirtilmistir. (Urtica dioica 14,4 pg/mL 17,4 ng/mL) (186).

Yapilan tiim bu ¢alismalar 6zetlenecek olursa isirgan otu icerdigi giiclii antioksidan
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bilesiklerden dolay1 hiicreler lizerinde serbest radikallere kars1 kuvvetli bir diren¢ olustumasi
ve olusan DNA hasar1 seviyelerini de bazi apopitotik yolaklar1 indiikleyerek, timori
kiigiiltiicti etkileri ile kanser tedavisinde, kemoterapide ve radyoterapide destekleyici ve yan
etkileri azaltic1 etkileri nedeniyle tamamlayici tedavide oOnemli bir yeri olabilecegi

diistiniilmektedir.

Yapilan in vivo ve in vitro c¢alismalar arasinda bir takim farkliliklar oldugu
gozlemlenmektedir. Bunun nedeni viicut i¢inde farkli reaksiyonlarin, ayn1 anda gergeklesmesi
ve bunlarin birbirleriyle de bir takim farkli reaksiyonlar vermesiyle etki mekanizmalarmin
degisebilecegi yoniinde agiklanmaktadir. Yapmis oldugumuz calisma in vitro hiicre kiiltiirii
ortaminda yapilmis oldugundan 1sirgan otunun insan metabolizmasinda gosterecegi etki tam
yansitilamamistir bu nedenle bu ¢alisma in vivo ortamda deney hayvanlari ile desteklenerek,
genotoksisite testlerinin yani sira sitotoksisite testleri ile yapilmasi daha aydinlatici sonuglar

doguracaktir.

Sonug olarak; Isirgan otu tohum ve yapragi ekstrelerinin optimum dozlarda gii¢lii bir
anti-genotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Isirgan otu extrakti konsantrasyon artisi
ile TAS aktivitesi arasinda pozitif, TOS arasinda negatif iliski tespit edilirken, oksidatif
durum ile DNA hasar1 arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Calismada farkh
konsantrasyonlarda 1sirgan otunun igerdigi antioksidan bilesik miktarlarma bagli olarak
degisen total fenol, total flavonoid ve total antioksidan seviyeleri ile iliskilendirildi.
Sonuglarda gostermektedir ki 1sirgan otu tohum ve yapragi optimum dozlarda anti-genotoksik
etkiye sahiptir ve bu etki 1sirgan otu yapraginda tohumuna gore daha giicliidiir. Anti-
genotoksik etkinin 1sirgan otu yapragi ve tohumunda bulunan gii¢lii antioksidan etkiye sahip

fenolik bilesiklerden kaynaklandig diisiintilmektedir.

Yapilan caligmalar da gostermektedir ki 1sirgan otu lizerinde daha ayrintili caligmalara
ithtiya¢ vardir. Bu calismalardan sonra bu bitkilerden elde edilecek ajanlarin anti-genotoksik
etkilerinden yararlanilabilecegi, ancak maksimum anti-genotoksik aktivitenin tespit
edilebilmesi i¢in mutlaka in vivo olarak optimum doz ¢aligmalar1 ile desteklenmesi gerektigi,
anti-kanser oOzellikleri ile ilgili olarak ta hem in vitro hem de in vivo caligmalar ile

desteklenmesi gerektigi kanaatine varilmistir.
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