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OZET

Genom, DNA hasarma neden olan ekzojen veya endojen sayisiz farkli etkene maruz
kalir. Tim organizmalar genetik materyallerini bu cevresel etkenlerin olusturdugu hasarlara
kars1 korumak amaciyla DNA onarim mekanizmasi igerirler. Normal sartlarda DNA hasari ile
tamir denge halindedir. Bu dengenin bozulmas1 durumunda, DNA’da meydana gelen hasar;
genetik kararsizliga, kontrollii hiicre Oliimiine veya kansere giden hastaliklara neden
olmaktadir. Son zamanlarda DNA hasarin1 dnlemeye yonelik aragtrmalar 6nem kazanmistir.
Bu caligmada, farkli ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak hazirlanan sarimsak (Allium sativum)
ve ¢orek otu (Nigella sativa) ekstraktlarinin hiicre kiiltiirii ortaminda hidrojen peroksitin
(H20,) genotoksik etkisine karsi antigenotoksik ve antioksidatif aktivitelerini aragtirmak
amaciyla yapildi. Calismada, mononiikleer lokositler ile olusturulan in vitro hiicre kiiltiirii
ortaminda H>O,’nin indiikledigi genotoksik etkiye karsi farkli konsantrasyonlarda sarimsak ve
¢orek otu ekstraktlarinin potansiyel koruyucu etkilerini arastirdik. Insan mononiikleer lokosit
hiicrelerinin bulundugu hiicre kiiltiir ortaminda H,O,’nin indiikledigi DNA hasarina karsi
sarimsak ve corek otu ekstraktlarinin potansiyel hasar Onleyici etkileri alkalin tek hiicre
elektroforezi (Comet Assay) ile, antioksidatif 6zellikleri, total antioksidatif kapasite (TAK) ve
total oksidatif kapasite (TOS) seviyelerinin Ol¢iimii ile analiz edildi. Ortama ilave edilen
sarimsak ekstraktlarindan DNA hasarint en ¢ok azaltan dozun 6.22 mg/dl ile kaynatilmig
ezilmig sarimsak ekstrakti oldugu, corek otu ekstraktlarindan ise 1.56 mg/dl ile ezilmis
kaynatilmis ¢orek otu ekstraktmin oldugu bulundu. Bu konsantrasyonlarda antioksidatif
kapasite en yiiksek seviyede idi. Bu sonucglar gostermektedir ki sarimsak ve ¢orek otu
ekstraktlar1 yiiksek antioksidatif aktiviteye sahiptirler ve DNA hasarma kars1 giiclii bir direng

olusturmaktadirlar.

Anahtar sozciikler: Hiicre kiiltiiri, DNA hasari, sarimsak (Allium sativum), ¢orek otu

(Nigella sativa), Oksidatif durum
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ABSTRACT

Investigation of the effect of Nigella sativa and Allium sativum extracts on DNA

damage at the cell culture environment

Genome is under attack of multiple endogenous and exogenous factors which lead to
DNA damage. All organisms have DNA repair mechanisms to protect their genetic material
from damages caused by environmental factors. In normal condition, there is a balance
between DNA damage and repair. If this balance failed and DNA damage increase, it can be
resulted in genetic instability, apoptosis and many of cancer types. Lately, researches to
protect DNA damage have came into prominence. Study describes the antioxidant activities
and antigenotoxic effects of garlic and nigella sativa extracts, prepared by different processing
methods, against the genotoxic effects of hydrogen peroxide (H,0O,). We have examined the
protective potential effects of (Garlic) and Nigella sativa extracts against H,O,-induced
genotoxic effects on human mononucleer leukocyte wunder in vitro conditions. The
antigenotoxic effect of the Nigella sativa and Allium sativum extract on DNA damage
induced by H,O, in human mononucleer leukocyte was evaluated by alkaline single cell
electrophoresis (Comet assay). The antioxidants properties were evaluated by determining
total antioxidative capacity (TAK), total oxidative capacity (TOS) levels. Pretreatments with
garlic extracts produced the best reductions in DNA damage at the concentration of 6.22
mg/dl for boiled and crushed garlic and, 1.56 mg/dl for crushed and boiled Nigella sativa
extract. Antioxidative capacity is also higest in these extracts. These results suggested that
garlic and nigella sative extracts have significant antioxidant activity and protective effect

against DNA damage.

Key words: Cell culture, DNA damage, Allium sativum, Nigella sativa, Oxidative status
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1.GIRIS ve AMAC

Canlinin biitlin genetik bilgilerini deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilii ihtiva eder.
DNA’da meydana gelen olumsuz degisiklikler kendisinden sonra gelen nesillere aktarilan
genetik bilgiyi de degistirebilir. Icinde bulundugumuz ortamda meydana gelen
olumsuzluklar, canlilara ait DNA molekiillerinde hasara, olusan hasar tamir edilemedigi
takdirde kontrollii hiicre Oliimiine veya kansere kadar giden hastaliklara neden
olabilmektedir. DNA hasarini olusturan nedenlerin en basinda, ¢evresel sartlar, siirekli artan
sanayi ve teknolojik atiklar, eksoz dumani, sigara gibi faktorler gelmektedir. Canlinin her bir
hiicresinde gilinde onbinlerce DNA molekiilii hasara ugramakla birlikte olusan hasar DNA
tamir mekanizmalar ile tamir edilmektedir. Normalde hasar ve tamir denge halindedir.
Denge hasar lehine bozuldugunda tamir mekanizmalar yetersiz kalmakta, neticede hiicre
6limii veya mutasyon, delesyon insersiyon ve kanser olusumu gibi DNA molekiiliinde kalic1
degisiklikler olabilmektedir. Olusan DNA hasari her ne kadar tamir mekanizmalar ile tamir
edilmeye c¢alisilsa da, fazla hasar meydana geldiginde tamir mekanizmalan yetersiz
kalabilmektedir. DNA hasarint 6nlemenin yolu bir taraftan DNA molekiiliinii hasarlayan

etkenlerden uzak dururken diger taraftan DNA hasar olusumunu 6nleyici tedbirler almaktir.

Cevresel faktorlerle birlikte alman diyetsel faktorlerin de DNA hasar olusumunda
onemli rollerinin oldugu bilinmektedir. Diyetle alman bazi gidalar DNA hasar olusumunu
artirirken, bazi gidalarin  DNA hasar olusumunu o6nledigi bilinmektedir. Yapilan
arastirmalarda sarimsak (allium sativum) ve ¢orek otunun (nigella sativa) bagisiklik sistemini
giiclendirici etkileri yaninda bircok faydali etkilerinin oldugu, fitoterapide yaygin olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Ozellikle viicudu, serbest radikallerin yol agtig1 hasardan koruma

yetenegindeki maddelerin kesfedilmesine yonelik yogun bir ilgi vardir (1). Yapilan



caligmalar, antioksidan aktiviteye sahip kimyasallarin, bitkilerde yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugunu gostermektedir. Bu kimyasallarin, ¢esitli dejeneratif hastaliklar1 engellemedeki
rolii belirlenmistir (2). Ozellikle polifenolik fitokimyasallarin antibakteriyel (3), bagisiklig1
diizenleyici, karaciger hasarmi onleyici (4), antitiimor (5) ve antioksidan kapasiteye sahip
oldugu (6) gosterilmistir. Epidemiyolojik calismalar, antioksidan bilesiklerin biiyiik 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 iligkilidir (7). Tibbi bitkiler; ¢ogunlugu yiliksek antioksidan aktivite gdsteren
polifenoller, flavonoidler, C vitamini, E vitamini ve karotenoidler (8), quinonlar, kumarinler,
lignanlar, alkaloidler, aminler gibi serbest radikalleri temizleyen birgok antioksidan c¢esidine

sahiptir (7).

Son yillarda yapilan g¢alismalar fitokimyasal bilesiklerin kansere kars1 kullanim
alanmin yayginlastig1 bilinmektedir. Fitokimyasal bilesiklerden 6rnegin alkaloidler ve fenolik
bilesiklerin 6zellikle kanser veya tiimor Onleyici aktivite gostermeleriyle, karotenoidler ise
kanser engelleyici etkileriyle 6n plana g¢ikmaktadirlar. Soya fasulyesi ve legiimenlerde
bulunan isoflavonoidler, kanser hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden oldugu ve ayni
zamanda angiogenez olayini da inhibe ettigi ayrica, endotelyal biiyiime faktoriinii durdurarak
tiimor biiylimesini engelleyerek, apoptozise yol agtigi gosterilistir. Alkaloidlerin, hiicrede
DNA ya etki ederek kanserli hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemesini engelledigi,
bunun disinda fenolik bilesiklerin, daha ¢ok hiicre dongiisii kontrol proteinleri ve apoptozis

mekanizmasinin uyarilmasi lizerine etkili oldugu bildirilmistir (9).

Bu ¢alismada amag¢, mononiikleer lokositler ile olusturulan hiicre kiiltiirii ortaminda
fitoterapide yaygin olarak kullanilan ¢orek otu (nigella sativa) ve sarimsak (allium sativum)

ekstraktlarinin DNA hasari tizerine etkisinin arastirilmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. DNA’nin Yapisi ve Fonksiyonu

Ilk defa A.F.Miescwer adli bir arastirici 19. yiizyilin sonlarinda hiicre ¢ekirdegini
incelerken DNA molekiiliinii fark etmistir. ] Watson, Cambridge Universitesinden Francis
Crick ile giristigi ¢aligmalar sonu¢ vermis ve 1953 yilinda Nature dergisinde 900 kelimeden
olusan makalelerinin yaymlanmasiyla bilim adina 6nemli bir karanlik boliim aydmlanmistir.
Ancak bu kesif icinde Ingiltere King's Kolejinde Kristalograf olarak ¢alisan Rosalinda
Franklin'in de katkis1 biiyliktiir. DNA'nin ¢ift sarmal oldugunun bulunmasinda Rosalinda
Franklin'in X 1sm1 resimleri kilit rol oynamistir (10). James Watson 1956'da Harvard
Universitesi’nde Molekiiler Biyoloji ve Biyokimya Profesorliigiine getirilmis ve bugiin halen
hayattadir. 1962 yilinda Dr.Crick'le DNA'nin 3 boyutlu yapismi kesfetmelerinden dolay:
Nobel 6diiliine layik bulunmustur (11).

Kimyasal olarak DNA, niikleotit olarak adlandirilan basit birimlerden olusan iki uzun
polimerden olusur (12, 13). Bu polimerlerin omurgalari, ester baglari ile birbirine baglanmis
seker ve fosfat gruplarindan olusur Merdiven basamaklarinin arasinda gevsek hidrojen
baglariyla birbirini ¢eken piirin ve pirimidin denilen azotlu bazlar bulunur. Bu basamaklar
merdivenin kenarindaki seker molekiillerine baghdir. Her bir seker grubuna baz olarak

adlandirilan dort tip molekiilden biri baghidir (Sekil 2.1).



Sehker-Fosfat
Molekiilleri

DA Cift Sarmmal

Sekil 2.1. DNA nin ¢ift sarmalli yapis1

Bu birimlere, timin(T), adenin(A), sitozin(C) ve guanin(G) denir. Bunlar DNA
molekiiliiniin bir iplik¢igini olusturur. ki iplik¢ik, yani merdivene benzer yapinm iki kolu,
karsilikli gelen baz ciftleriyle birbirine baglanir. Bu iki iplik¢ik birbirlerine ters yonde
giderler. Her baz cifti tek bir sekilde eslesebilir: Her zaman T ile A ve G ile C birlesir.
Sarmasik dalina benzer her molekiil, bir DNA "ipligi"dir. Bu iplikler birbirlerine kimyasal
olarak baglanmis niikleotidlerden olusur. Niikleotidler ise bir seker, bir fosfat ve bir de dort
cesit azotlu bazlardan birisinden olusur. Iste bu niikleotidlerin DNA iizerinde siralanisi, DNA

dizilimini belirler. Genetik sifre de bu dizilimde yer alir (Sekil 2.2).

Guanine

Sekil 2.2. Adenin, Guanin, Sitozin, Timinin molekiil yapilari



DNA, okaryotlarda dogrusal kromozomlar, prokaryotlarda ise dairesel kromozomlar
icinde bulunur Kromozomlarda bulunan genler DNA yapisindadir. Her canli bireyin ve
neslinin hayat plan1 hiicre hafizasini meydana getirir. DNA molekiilleri sifrelerle
kodlanmistir. DNA’nin yapisina giren bazlarin (A,T,G,C) her biri sifre sembolii olarak
kullanilir. Hayatin dili bu dort harfli alfabeyle DNA molekiillerinde yazilmaktadir. DNA’nin
ipliklerinde ard arda gelen ii¢ niikleotit bazi bir mana (sifre) ifade eder. Dort farkli niikleotitle
arka arkaya 64 sifre kodlanabilir (AAA, AAS, AAG, AGS, vb.). Sifrelerin DNA’daki
stralaniglarinin degismesiyle ise binlerce mana ifade edilebilir. DNA'nin omurgas: boyunca
bu bazlarin olusturdugu dizi, genetik bilgiyi kodlar. Protein sentezi sirasinda bu bilgi, genetik
kod araciligiyla okununca proteinlerin amino asit dizisini belirler. Bu siire¢ sirasinda
DNA'daki bilgi, DNA'ya benzer yapiya sahip baska bir niikleik asit olan RNA'ya kopyalanir.

Bu isleme transkripsiyon denir.

Bir hiicredeki kromozomlar kiimesine onun genomu denir. Insan genomu 46

kromozom iginde yer alan yaklasik 3 milyar baz ¢iftinden olusur (Sekil 2.3.) (14).

Sekil 2.3. Insan genomundaki kromozomlar



Protein ve diger islevsel RNA molekiilleri kodlayan bilgi, gen adi verilen DNA
parcalarmin dizisinde yer alir. Genlerdeki genetik bilginin aktarilmasi baz eslesmesi ile
gerceklesir. Oregin, transkripsiyon sirasinda bir DNA dizisinin ona komplementer bir RNA
dizisi olarak kopyalanmasi, DNA ile dogru RNA niikleotitler arasindaki ¢ekim ile miimkiin
olur. Protein ¢evrimi (translasyon) denen siire¢ sirasinda bu RNA dizisine kasilik gelen bir

protein sentezlenirken, RNA niikleotitleri arasinda gen ile baz eslesmesi olur.

DNA  hiicre bdliinmesinin  hazirhiklart  sirasinda  kendi  kopyasini  yapar.
Kromozomlarm ikiye boliinmesi sirasinda DNA molekiilii kendisinin bir kopyasini yapar,
buna replikasyon veya duplikasyon denir. Bu olay yavru kromozomda ayni kisimlarin
bulunabilmesi i¢in gereklidir. DNA’nin kendini eslemesi esnasinda, iki sarmal ipligi bir arada

tutan hidrojen baglar1 adeta bir fermuar gibi acilir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. DNA’da replikasyon olusumu



Acgikta kalan piirin ve pirimidin niikleotitlerin uglari, hiicrede 6nceden sentezlenmis
niikleotitlerle tamamlanir. Boylece birbirinin ayn1 olan iki DNA meydana gelmis olur. Hiicre
bdliinmesinde her biri bir hiicreye gider. Hiicre mekanizmas1 DNA ikili sarmalin1 birbirinden
aywrip her iki DNA ipligini de yeni birer ipligi sentezlemek ic¢in sablon olarak kullanma
yetenegine sahiptir. Yeni liretilen iplikler oncekilerle hemen hemen tamamen aynidir, ancak
mutasyon adi verilen hatalar olusabilir. Hiicrenin bu 6zelligini laboratuvar ortaminda taklit

eden isleme de polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) ad1 verilir.

2.2. DNA Hasari1 Olusum Nedenleri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktorlerin
etkisiyle meydana gelen tim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. Genom, DNA
hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Ekzojen kaynaklar igerisinde, glinesten
gelen ultraviole radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar
kaynakl1 aflatoksin, yanmuis tiitiin ve bir¢ok kemoterapotigi sayabiliriz. Endojen kaynaklara
ornek 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 ii¢ segmentten olusur ve bu segmentlerin birgogu farkli kombinasyonlarla

bir araya gelebilir) verebiliriz (Sekil 2.5).



DNA HASARI NEDENLERI
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Sekil 2.5. DNA Hasar1 nedenleri

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 ilaglar, alkilleyici ajanlar, vinil
klorid, v.b

 Sigara alkol kullanimi1

< Hava kirliligi

s Kotii beslenme aligkanlig

3. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler

¢ Mitokondriden enerji iiretim esnasinda olusan Serbest Radikaller



+ Enflamasyon

¢ Detoksifikasyon islemleri

Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA
hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi Oliime gotiiriir. Hiicre, DNA
hasarlarin1 "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA hasar 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
yaklasik olarak 500.000 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olabilen hasar

meydana gelmektedir.

DNA Hasar1 sonunda DNA'nin yapisint ve dahasi diger nesillere aktarilan genetik
bilgiyi degistirebilirler. Kiiclik hasarlar ¢ogunlukla DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin birikimi ise mutasyon ve kanser ile sonuglanabilir.
Yiiksek diizeydeki hasarlar ise apoptozisi uyararak "hiicre 6liimiine" yol agabilir ve bdylelikle

organizma kendini korumus olur.

2.3. DNA Hasan Tipleri

DNA cesitli farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucunda DNA
dizisi degisebilir. Mutagenler arasinda, yiikseltgen (oksitleyici) etmenler, alkilleyici etmenler
ve yliksek enerjili elektromanyetik 1sinlar (mordtesi 151k ve X 1sinlari gibi) sayilabilir.
DNA'da meydana gelen hasarin tipi mutagenin tipine baglidir. Oregin, mor dtesi 151k timin
ikilileri (timin dimerleri) olusturarak DNA'ya hasar verir (15). Buna karsin, serbest radikaller
veya hidrojen peroksit gibi ylikseltgen etmenler farkli tiirden hasar olusturabilirler. Baz
degisimi (6zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli kirilmalar gibi (16). Her bir insan hiicresinde



giinde 500 baz yiikseltgeyici zarar goriir (17, 18). Bu yiikseltgeyici hasarlardan en zararlisi
¢ift zincirli kirilmalardir. Clinkii bunlarin onarimi zordur. Bunlar DNA dizilerinde noktasal

mutasyonlara, insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal translokasyonlara yol

acabilir (19).

Baslica hasar tipleri;

1. Deaminasyon

Depurinasyon

Alkilasyon

T-T and T-C dimerleri olusumu
Replikasyon hatalari

Cift iplik kiriklar1 (DSB)
Oksidatif hasardir.

T o B

2.3.1. Deaminasyon

Deaminasyonda, Adenin (A) ve Sitozin (C)’deki bir amino grubu, keto grubuna
doniistiiriilmektedir.

HNO; (nitr6z asit) deaminasyon yoluyla Sitozin (C) => Urasil (U) ve
Adenin (A) => hipoksantine doniismesine neden olur.

Adeninin deaminasyonu ile olusan hipoksantin sitozinle yanlis eslesir.

10
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Sekil.2.6. Deaminasyon olusumu
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Sekil.2.7. Deamine bir bazin tamir edilememesi durumundaki nokta mutasyon

2.3.2. Depiirinasyon

Memeli hiicreleri spontan olarak 37 derecede 20 saatlik bir iireme periyodunda
yaklasik 10000 purinini kaybeder. Aflatoksin depurinasyonu indiikler (purin bazi kaybi)
ancak depurinasyon spontan da olabilir. Depurine dizideki tamir eksikligi delesyonlara neden

olabilir. Eger bu mutasyonlar varsa replikasyon sirasinda onemli DNA kayiplarina neden

11



olur. Baz olmayan yerin karsisina baz eklenemez veya buraya bir baz eklenir fakat bu baz,

mutant bir baz olur.

mutated
old strand

depurinated A

new strand

Q O 2 anA-T nucleotlde
H ﬁ ﬁ pair has been deleted
3 o G0 DNA

HEPLICATION new strand

b el el
old strand

. (B) unchanged

Sekil 2.8. Depiirinasyon olusumu

2.3.3. Alkilasyon:

Alkilasyon, niikleotidlerdeki amino ve keto gruplarma metil (CH3 — ) ya da etil
(CH3 — CH2 ) gibi bir alkil grubu eklenmesi islemidir. Nitrozaminler, etilmetilsiilfonat ve N-
metil-N1 —nitrosoguanidin en 6nemli alkilleyici ajanlardir. En 6nemli alkilasyon bdlgesi,
guaninin 6. karbon atomundaki oksijendir (31). Alkilasyon sonucunda olusan O6 —etilguanin
(ya da O6-metilguanin), adeninin baz analogu gibi davranarak timinle eslesir. Bunun
sonucunda hasarli DNA replike oldugunda G:C baz cifti yerine A:T baz cifti gecer. Birgok
kimyasal mutajen bazlarda modifikasyonlara neden olur. Bu ajanlar genellikle kiigiik
alkillerdir (6rnegin metil gruplar1). Ayn1 zamanda bircok mutajen polisiklik bilesenlerden

olusur.

12



O6-Metilguanin (mQG) alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiiksek oranda
mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis metillenen
bazlarin CHj gruplarini kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal Guanin olusumunu
saglar. Bunu yaparken enzim de geri doniisiimsiiz olarak baskilanmis olur ve islev dis1 kalir.

Boylece bu onarimda enzimin 6zgiinliigii kadar sayis1 da dnem kazanmaktadir.

deamination

alkylation

Sekil 2.9. Guanindeki kimyasal hasar bolgeleri
(alkilasyon, oksidasyon, radyasyon)

2.3.4. T-T ve T-C dimerleri olusumu

Niikleik asit bazlarmm UV 15181 absorblamasi sonucu siklikla yakin primidin
bazlarinin birer zincirleri arasindaki bag olusumu sonucu dimerler olusur (siklobiitan
pirimidin dimerleri). DNA hasar1 giines yanigina ve melanin iiretiminin artmasina neden olur

ve tum melanomalarin %8 inden de sorumludur.

13



2.3.5. Replikasyon Hatalarn

DNA replikasyonu esnasinda yanlis niikleotlerin eklenmesiyle olusan hatalardir. DNA
polimerazin hata yapma (yanlis bazi ekleme) siklig1 spontan mutasyon olusumunu etkiler.
Polimerazm dogruluk oranini etkileyen en oénemli faktor, hata okuma (proofreading) 3°-5°
ekzoniikleaz aktivitesidir. Bu aktivite, polimeraz tarafindan yanls eklenen bazlarin

cikarilmasina, boylece replikasyon esnasinda mutasyon olusumunu engellemeye yarar.

2.3.6. Cift Iplik Kiriklar1 Olusumu

Iyonize radyasyon, transposonlar, topoisomerazlar, endonukleazlar, kromozomlar
iizerindeki mekanik stres, tek iplikli bolgede tek iplik kesimi ile (6rnegin replikasyon ve

transkripsiyon sirasinda ) olusurlar.

DSB’ler bir hiicrenin yagami boyunca siirekli olarak ortaya ¢ikan en tehlikeli DNA
lezyonu tiirleridir. DSB’ler hem endojen hem de ekzojen unsurlardan kaynaklanabilir ve
mutasyon olusumuna, onkojenik doniisiime ya da hiicre 6liimiine yol acabilecekleri igin,

genom i¢in 6nemli bir tehlikedirler.

14



radiotherapy
chematherapy
free radicals

ti mvirgnmental
replisoma stalling n::iin:ggq “ \'Irrzxrrnfn “
1
lication U light I|'| .-t/
rrars -
\ ' % ok
\ N (AN
'|IL 4 Y ‘1
\\u " r & ] h F
™ L bulhy
AR > adducts
1 b, L i strand O, ~methyl
"\ r ‘-v breaks guanine
W b B, P pyrimiding

Sekil 2.10. Cift iplik Kiriklar

2.3.7. Oksidatif Stresin Neden Oldugu DNA Hasar

Endojen serbest radikallerin her bir hiicrede, giinde 200.000 kadar bazi hasara
ugrattigi tahmin edilmektedir. Serbest radikaller, DNA ataklari, mutasyonlara ve hiicre
oliimlerine yol agmaktadir. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona
girer. Hidrojen peroksit ise membranlardan kolayca gegebileceginden hiicre ¢ekirdegindeki
DNA'ya ulasir ve hiicre disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol agar. Bu nedenle DNA kolay
zarar gorebilen bir molekdildiir (20, 21).

ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) ve RNS (Reaktif Nitrojen Tiirleri) ile, DNA
hasarlarinin ¢ok az bir kismi1 dogal olarak meydana gelmektedir (22). DNA hasarlarinin
olusumunda yer alan endojen reaksiyonlar; Oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve
deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO;), peroksinitrit
(ONOO-), dinitrojen trioksid (N2O3) ve nitrikasid (HNO3) gibi reaktif {iriinleri, nitrozasyon

ve deaminasyon reaksiyonlar1 ile mutajenik aktivite gosterirler. Farkli ROS tiirleri farklh
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yollardan DNA hasarlarina neden olurlar. Ornegin O, ve H,O, higbir zaman bazlarla
reaksiyona girmezken OH radikali DNA’daki dort bazdan herhangi birine baglanarak farkl
reaktif {riinlerin olugmasma yol agmaktadir (93). Singlet oksijen ise guanine spesifik

baglanarak hasar olusturur (20, 21).

Hidroksil radikali piirin bazlar ile C4, Cs ve Cg pozisyonlarindan reaksiyona girerek
strastyla C4-OH-, Cs-OH-, ve Cg-OH- piirin radikallerini olugsmaktadir (21). C4-OH- ve Cs-
OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. Cs-OH-
piirin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile
sirastyla  8-hidroksipiirinler  (7,8-dihidroksi—8-oxopiiriinler) ve formamidopirimidinler
olusur(21). Sekil 2.11°de 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 iiriinii oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin 6l¢iilmesinde hasar indeksi
olarak kullanilmaktadir. Cogu zaman 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) niikleoziti
seklinde ol¢tilmektedir (24).
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Sekil 2.11. 8-hidroksiguanin ve FapyGuo’in olusum mekanizmalar
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Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA’daki seker grubu ile etkilesmesi, bes karbon
atomunun herhangi birinden bir H atomunun ¢ikarilmasiyla olmaktadir (25). Seker radikalleri
bir¢ok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir. Oksijensiz sistemlerde C4 merkezli radikaller
parcalanmaya ugrarlar ve DNA zincirleri kirilarak saglam baz ve degisiklige ugramis seker
serbest kalir. Cl merkezli radikallerin oksidasyonu ile seker laktonu olusumu ve saglam bazin
salmimi gerceklesir. Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu olan seker
grubundan H atomu alarak seker radikallerini olustururlar ve sonugta zincir kirilmalarina
neden olurlar. Oksijenli sistemlerde karbon merkezli seker radikaline molekiiler oksijenin
eklenmesi sonucu peroksil radikalleri olusmaktadir. Seker peroksil radikallerinin en
karakteristik 6zelligi karbon-karbon bagimi kirarak alkali bolge olusturmalaridir. Cs merkezli
peroksil radikali oksil radikaline doniistiirilerek pargalanma ile DNA zincirinin kirilmasina,
saglam bazin ve degismis sekerin serbest kalmasina yol agmaktadir. DNA’daki degisiklige
ugramis seker gruplart DNA zincirinden saliabilir ya da fosfat baglariyla DNA’ya bagh
kalabilir (26).

Baz ve seker radikallerinin reaksiyonlari; degisik modifiye baz ve sekerler, kontrolsiiz
baz dizilimi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein ¢apraz baglarin1 meydana getirirler. Oksidatif
DNA hasarlar1 da denilen bu tip hasarlar mutagezise, kanserogenezise ve yaslanmaya yol

acmaktadir (27).

2.4. DNA Tamiri

DNA’da olusan kiigiik hasarlar ¢ogu 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 (28).
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Sekil 2.12. DNA Hasar1 sonucu olusan siire¢

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

tamir mekanizmalarinda gorev alirlar.

2.4.1. DNA Tamir Mekanizmalar

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

B- O6-metilguanin tamiri

C- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu

2. Eksizyon (kesip-¢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)

3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri

4. SOS Tamiri

5. Cift Zincir Kiriklarmin Tamiri

A- Serbest Uglarin Non-homolog Baglanmasi ( NHEJ )

B- Homolog Rekombinasyon ( HR )

18



2.4.1.1. Direkt Tamir Mekanizmalari

2.4.1.1.1. Fotoreaktivasyon

UV-5181n etkisiyle meydana gelen pirimidin (veya piirin) dimerleri, goriiniir 1s1kla
aktif hale gegirilen bir enzim (fotoliyaz) tarafindan yok edilmesi olayidir. Fotoliyaz 151k
enerjisini tutar ve ornegin timin dimerlerinin bulundugu bdlgede DNA’ya baglanip dimerler

arasindaki kovalent baglar1 kirmakta kullanir; zarar gormiis bazlar1 dogrudan eski bigimine

dondiiriir (28, 29).

jE"’zi"i““ EWB ;’ﬁr

\M_E_@tgiyase F_(_,/

Sekil 2.13. Fotoreaktivasyon mekanizmasi

2.5.1.1.2. O6-Metilguanin Tamiri

O6-Metilguanin (mQG) alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiiksek oranda
mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis metillenen
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bazlarin CHj gruplarini kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal Guanin olusumunu

saglar. Bunu yaparken enzim de geri doniisiimsiiz olarak baskilanmis olur ve islev dis1 kalir.

2.4.1.1.3. Basit Tek Zincir Kiriklarimin Ligasyonu

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

arasindaki fosfodiester bagini olusturur.

2.4.1.2. Eksizyon (Kesip-Cikarma) Tamiri

DNA’daki hasarli bazin oligoniikleotid parcalar1 olarak ¢ikartilip bu bolgenin dogru
bazlarla doldurulmas1 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.

2.4.1.2.1. Baz Eksizyon Tamiri (BER)

DNA bazlarinin 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 bolge olusturur. AP

endoniikleaz denilen bagka bir enzim, bazin1 kaybeden bolgede seker-P arasindaki bagi keser.
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Deoksiribofosfodiesteraz denilen baska bir enzim bazin kaybedildigi yerin c¢evresini
temizleyerek DNA polimeraz enziminin rahat ¢aligmasina olanak verir. Bu enzim de boslugu
kalip zinciri kullanarak doldurur. Zarara ugramis DNA ipliginin kusurlu bdlgenin iki
tarafinda kesen bir endonukleaz tarafindan iplikte bir kirikk meydana gelir. 5'—3'
eksonukleazin iplikteki kusurlu bolgeyi yok edilir. Boslugun bir tarafinda olusan 3'-OH
grubunu primer olarak, tamamlayict dizileri tastyan zinciri de kalip gibi kullanan DNA
polimeraz tarafindan yeni bir iplik sentez edilir ve DNA ligazin yeni sentez edilen parganin 3'

ucunu eski iplige kovalent bicimde baglanir (28).
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Sekil 2.14. Baz eksizyon tamiri (BER) mekanizmasi

2.4.1.2.2. Niikleotid Cikarma Onarimi (Nucleotide Excision Repair / NER)

Bilinen en genel ve etkili onarim mekanizmasidir. Yeterince islev gdrememesi
yaslanma, kanser olusumu, cesitli kalitsal ve noérodejeneratif bozukluklar ile sonuclanir.
Niikleotid eksizyon onarim mekanizmasinin bozuk oldugu genetik gegisli nadir goriilen ii¢

sendrom tanimlanmustir:
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Kseroderma pigmentosum,
Cockayne sendromu,

Trikotiyodistrofi (28).

2.4.1.2.3. Hatah Eslesme Onarimi (Mismatch Repair)

Yanlis eslesme onarim protein dimeri (MutS) DNA’y1 tarayarak omurgadaki
biikiilmeden yanlis eslesmeyi bulur. MutS yanlis eslesme tasiyan DNA’y1 kusatir. MutS-
DNA kompleksi, MutL proteininin yapiya katilmasini saglar. MutL yanlis eslesmenin oldugu
yerin yakinindaki bir zincirde bir kirilma (ya da ¢entik) meydana getirecek olan MutH
enzimini aktiflestirir. Centik olusumundan sonra bir helikaz (UvrD) DNA’y1 ¢ozer ve bir
ekzonukleaz zincirdeki biiyiikge (1000-2000 niikleotid kadar) bir bolgeyi yok eder (28). Tek
zincirli bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve DNA ligaz tarafindan kapatilir.

l DA polymerase

— — — — = = T

mismatch
repaired

Sekil 2.15. Hatali Eslesme Onarim (Mismatch Repair) Mekanizmasi
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2.4.1.3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri

DNA hasari diger tamir sistemleri ile tamir edilememisse, replikasyondan sonra aktif
olan mekanizmadir. Bir lezyon bulunduran DNA replike olurken, DNA polimeraz 6nce
lezyon yerine gelerek duraklar. Hasarli bolgeyi de i¢ine alacak sekilde bosluk birakarak atlar
ve senteze devam eder. Rec A proteini, rekombinasyonal bir degis tokus islemi ile hasarsiz
komplementer zincirde bulunan sekansi transfer eder. Komplementer zincirde olusan bosluk

DNA polimeraz — DNA ligaz enzimleri sayesinde doldurulur.

2.4.1.4. Acil (SOS) Tamir Sistemi

DNA hasarinin yliksek oranda oldugu ve diger tamir mekanizmalarimmn basarill
olamadigr durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. DNA sentezi sirasinda, bir
lezyonun iizerinden atlamak yerine, sistem, DNA polimerazin lezyon karsisinda replikasyonu
devam ettirmesini saglar. SOS yanitinda gorev alan bir¢ok proteini kodlayan genler normalde
Lex A proteini tarafindan baskilanmis durumdadir. DNA hasan ile karsilasildiginda,
baskilanmis olan Rec A proteini hasarli tek zincire baglanir ve Rec A-ssDNA kompleksi
olusur. Rec A, DNA’ya baglandiktan sonra Lex A proteininin otoproteolitik yikimini aktive
eder. Rec A, DNA polimeraza baglanir ve lezyonu da gecerek DNA’y1 replike etmesini
saglar. Rec A’nin, polimerazin 3'-->5" ekzoniikleaz aktivitesini inhibe etmesiyle translezyon

replikasyon gergeklesir. Hataya meyilli tamir sistemidir.
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2.4.1.5. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

Cift zincir kiriklar spontan olusur ve genellikle hiicrenin reaktif oksijene yanit1 olarak
ortaya ¢ikar ve iki ayrn mekanizma bu potansiyel Sliim lezyonlarimi diizeltir. Cift zincir
kiriklar diizeltilmediginde kromozom aberasyonlarina ve kanser dncesi evreye gecise neden

olabilir.

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

olmak iizere iki farkli mekanizma ile gerceklesebilir.

2.4.1.5.1. Homolog Olmayan Ug Birlesmesi

Eger bolinmeyen bir hiicrede ¢ift zincir kiriklart olugsmussa kardes kromatidler de
kalip olarak kullanilamaz ve bu kiriklar hi¢ tamir edilmemektense hatali da olsa, hatta bazi

baz dizileri kayip bile olsa tamir edilirler.

2.4.1.5.2. Homolog Uc¢ Birlesmesi

Cift iplik kiriklar1 onariminin daha etkili bir yoludur. Homolog rekombinasyon kardes
kromatidleri kullanarak ¢ift zincir kiriklarin1 onarir. Bu nedenle onarim hatadan armmmis bir
onarmmdir. Saglam DNA’daki dizi bilgisi bir genel rekombinasyon mekanizmas ile ¢ift iplik
kirig1 olan bolgeye tasinir. Reaksiyon, eslesen DNA dizilerini taniyip bir araya getiren

rekombinasyon proteinlerini gerektirir.

24



Bu komplementer dizi onarim reaksiyonunda kalip olarak kullanilacaktir.
Komplementer dizi bulunduktan sonra homolog hasarli ve hasarsiz DNA arasinda birlesik bir
molekiil yapist olusur. Hasarli dizideki kaybolan dizi kardes kromatiddeki diziden
kopyalanir.

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir ya da birden fazla eslesmemis elektron tasiyan ve diger
molekiillerden elektron koparma egiliminde olan atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler
ortaklanmamig elektronlarindan dolay1 reaktif yapiya sahip olduklarindan biyolojik sistemde
lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi dnemli unsurlara geri donilisiimsliz zarar
verebilirler. Serbest radikaller yasam icin gereklidir. Elektron transferi enerji iiretimi ve pek
cok diger metabolik islevde temel olusturur. Eger zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davranis
gosterirse hiicrede hasarlara neden olur. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi
de bir atoma katilir) ya da aynlirlar (biri bir atoma, digeri digerine). Eger birlikte kalirlarsa
olusan atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa da serbest radikaller olusur. Bu eslesmemis
elektronlar yliksek enerjilidir ve eslesmis elektronlart ayirip islerine engel olurlar. Bu igslem

serbest radikalleri hem tehlikeli hem kullanigh yapar (32, 33).

2.5.1. Reaktif oksijen tiirleri

Serbest radikallerin bir¢cogu reaktif oksijen tiirleri olup en 6nemlileri asagidadir.
1. Hidrojen peroksit
2. Siiperoksit radikali
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3. Hipoklordz asit

4. Singlet oksijen

5. Hidroksil radikali

6. Alkil radikali

7. Peroksil radikali

8. Organik peroksit radikali
9. Perhidroksil radikali

10. Alkoksil radikali

2.5.1.1. Hidrojen peroksit (H,O)

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

metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin onciilii olarak davranmasidir (34, 35).

2.5.1.2. Siiperoksit radikalleri (O*",")

Stiperoksit radikalleri hiicrelerde rediikte elektron tastyicilarinin oksidasyonu ile
iiretilmektedir. Siiperoksit olusumu elektron tasiyicisinin redoks durumuna ve ortamdaki
oksijen derisimine baglidir. Zayif bir oksidan olan siiperoksit radikalinin kendi basina énemli
hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin goriilmemektedir. Ancak siiperoksit radikalleri
oksidatif strese yol acgabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir (36). Bu reaksiyonlarin en
onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda

etkileserek oldukga reaktif olan HO™ radikalini olusturmaktadir.

H,0, + O*,—> OH* + OH™ + O,
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Uretilen bu OH* radikalleri oldukga reaktif olup hiicrede dnemli hasarlara yol acar. O,
radikalleri, hiicre i¢i demir depolarindan demiri serbest hale getirir. Serbest hale gegen demir
iyonu Haber-Weiss gibi radikal iireten reaksiyonlarda veya diger serbest radikal aracilikli
hiicre hasarinda rol oynayabilir. Siiperoksit radikalleri ¢ok kisa bir yart 6mre sahip olup

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

2.5.1.3. Hipoklorik asit (HOCI)

Hipoklorik asit de radikal olmadig: halde reaktif oksijen tiirleri iginde yer almaktadir.
Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldlirmesinde 6nemli rol oynar. Aktive olan nétrofiller,
monosit makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit radikallerini iiretirler. Radikal {iretimi
fagositik hiicrelerin bakterileri 61diirmesinde biiyiik 5nem arz etmektedir. Ozellikle notrofiller
miyeloperoksidaz  enzimleri araciligiyla o6nce O,”i olustururlar ve daha sonra
dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek gii¢lii bir

antibakteriyel ajan olan HOCI’i meydana getirirler.

H,0, + HCl —— > HOCI + H,;0

2.5.1.4. Singlet O,

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal olarak degil ancak
serbest radikal reaksiyonlar bagslattiklarmdan serbest radikal smifina dahil edilmistir. Singlet
O,,0ksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi

yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olugabilece§i gibi siiperoksit
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radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonunda da

olusabilir (37).

2.5.1.5. Hidroksil radikali (OH¥*)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup {iretildigi her yerde
bir¢ok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastiric1 radyasyonun (X-1s1nlari)
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 rastladig1 her molekiil
ile tepkimeye girer. Biitiin bu tepkimeler, OH’1n paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline

elektron alma ilgisinden kaynaklanir.

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en onemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zar1 su icermediginden OH’in baslica
hedefi yag asididir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisint bozar ve gegirgenligini

artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (34, 38, 39).

2.5.2. Reaktif nitrojen tiirleri (NO, NO,, NO", NO")

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirevlerinin en Onemlisi oksidasyon
degerligi +2 olan nitrik oksittir. NO; bir atom azot ile bir atom oksijenin c¢iftlesmemis

elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu ylizden radikal tanimma
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uymaktadir. Bu lipofilik serbest radikal, damar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi araciligiyla L-argininden sentezlenir. NOS’in bir¢ok izoformu tanimlanmustir.
NO’in yar1 démrii 10-20 saniyedir. Kolayca diiz kasa gegerek Guanilat Siklaz (GC) enziminin
“hem” demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini uyarir. Sentezlenen
NO, ayn1 zamanda tiyol gruplarim1 S-nitrozilasyona ugratarak protein ve reseptor
fonksiyonlarin1 da degistirir. NO metabolize olurken molekiiler oksijen ile baglanip nitrojen

dioksidi (NO,) olusturur (40).

2.5.3. Bashca serbest radikal olusum kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasmnda olustugu gibi cesitli dig kaynakli nedenlerin etkisiyle de
olusabilir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yani sira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest
radikal iiretimini artirirlar. 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 (41, 42).
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2.5.3.1. Endojen serbest radikal iiretim kaynaklari

++ Mitokondrial elektron transport zinciri

+ Endoplazmik retikulum

« Redoks dongiisii

+ Arasidonik asit metabolizmasi

«» Fagositik hiicreler

+ Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksijen enzimler

% Otooksidasyon reaksiyonlar

2.5.3.1.1. Mitokondriyal elektron transport sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar siliperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagagmin
olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen
metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondriyal elektron transport

sistemi serbest radikal liretiminin en 6nemli kismini olusturmaktadir (43).

2.5.3.1.2. Endoplazmik retikulum

Endoplazmik retikulumda bulunan sitokrum P—450 molekiiler oksijeni kullanarak

bircok substrat1 oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu ise
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su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karisik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu
olarak adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en Onemli
mekanizmalari, mikrozomal sitokrum P-450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem,
molekiilleri indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir
elektron eksikligi vardir ve elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik {iriin bir niikleofil
ile reaksiyona girer. Bu elektrofilik bilesigi ¢ceken en oOnemli bilesik sistein kalintilart
iizerindeki tiyol (-SH) grubudur. Tiyol grubu ise pek ¢ok endojen makromolekiilde (DNA,
RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in reaktif ara iirlinler bu molekiillerle kovalent baglanarak

toksisite gosterebilirler (44).

2.6.3.1.3. Redoks dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin gibi bilesikler alternatif bir redoks
siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma egilimindedirler. Bu
ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek i¢in kolayca oksijenle oksitlenir ve
stiperoksit radikalini olustururlar. Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit radikalleri intra selliiler
ferritin depolarindan demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller
arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikic1 olan hidroksil radikali gibi ikincil

radikallerin olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (45).

2.5.3.1.4. Arasidonik asit metabolizmasi

Hiicre membranlarinda prostaglandin i¢in en dnemli doymamis yag asidi prekiirsorii
arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve proteinkinazin aktivasyonu,
plazma membranlarinda arasidonik asidin salinnmma yol acar. Arasidonik asidin

siklooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan
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katalizlenen oksidasyonu ise l6kotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller
olusur. Arasidonik asid oksidasyonu, baslatilmis bir serbest radikal reaksiyonudur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in peroksitlere ihtiyag
duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra prostaglandinlerin sentezi iginde gerekli olan
endoperoksitlerin olusumuyla sonuclanir. Ote yandan lipooksijenaz lipit peroksitleri
tizerinden l6kotrienlerin olusumunu katalize eder. Ayni1 zamanda bazi kisenobiyotiklerden bu
esnada reaktif ara iiriinler olusmaktadir. Bu ara iiriinler hedef yapilarla etkileserek toksisite

gosterirler (46).

2.5.3.1.5. Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
dretimini arttirirlar. Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar. Aktive

olmus fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta 6nemli rol oynar.

Fagositlerin iirettigi reaktif oksidan iiriinler:
Trombositler, H,O», O,., OH

Notrofiller, H,O,, O,., OH., HOCI
Eozinofiller, H,O,, O,., OH., HOCI,
Makrofajlar, H,O,, O,., OH., HOCI, NO

2.5.3.1.6. Otooksidasyon

Doku bilesenlerinin ¢ogu molekiiler oksijenin varliginda kimyasal olarak stabil
degildirler ve metabolik sartlar altinda az ya da ¢ok otookside olurlar. Kolayca otookside
olabilen bu bilesenler doku ve hiicrelerin son derece 6nemli komponentleridirler. Bunlar

arasinda, Hemoglobin gibi metallo proteinler, hormonlar, tiyoller, doymamis membran
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lipitleri sayilabilir. Biitiin otooksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar
aktive oksijen ftiirleri de iiretilir. Boylece otooksidasyonlar viicudun radikal kaynaklarma

katkida bulunurlar (47, 48, 49).

2.5.3.1.7. Oksidan enzimlerin reaksiyonlari

Aerobik organizmalarda oksijenin katildig1 birgok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli
indirgenmesiyle siiperoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz, ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz, NADH oksidaz, diamin oksidaz, iirat oksidaz gibi enzimler bunlardan
bazilandir. Uzerinde en ¢ok calisilan enzim Ksantin oksidaz (XOD) ashnda
ksantindehidrogenaz (XDH) olarak sentezlenmekte ve bu sekilde dokularda yaygin olarak
bulunmaktadir. Bu enzim elektronlarin1 molekiiler oksijene degil NAD’ye verir ve siiperoksit
anyon radikali olusturmaz. Fakat XOD siilfidril oksidasyonu ya da smirli proteolizis ile
dehidrogenaz formunda oksidaz formuna doniisebilir. XOD molekiiler oksijeni kullanarak

H,0; ve O, olusturmaktadir (50).

2.5.3.2. Ekzojen serbest radikal iiretim kaynaklar:

s Pestisitler

« Sigara dumani

¢ Zehirli gazlar

% Tlaclar

+ Karsinojen maddeler

¢ Radyasyon
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2.6. Antoksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan veya ylikseltgeme Onleyici, yaglarin otoksidasyonunu yavaslatan
maddedir. Canlilarda, kimyasal siire¢ler (prosesler), 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olusmasina neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile
kolayca reaksiyona girebilir ve bdylece hiicrelere, canliya zarar verebilir. Antioksidanlar
serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak) hiicrelere zarar vermelerini 6nler.
Bu ozellikleriyle hiicrelerin anomalilesme ve sonu¢ olarak tiimor olusturma risklerini
azalttiklar1 gibi, hiicre yikimini da azalttiklar i¢in, daha saglikli ve yashlik etkileri minimum
olur. Yasama sansmni yiikseltir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 onlemek i¢in viicutta “antioksidan savunma sistemi” adi verilen birgok
savunma mekanizmalar geligmigtir. Biitiin hiicreler gii¢lii savunma sistemlerinin varlig: ile
oksidatif strese karsi savagmaktadirlar. Savunma sistemlerini serbest radikal tutuculan ve
bazi enzimler olusturmaktadir ve savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi etkili

olmaktadir (51).

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler;

1. Siiptirme 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 reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve
agir mineraller oksidanlar kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.
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2.6.1. Enzimatik antioksidanlar

2.6.1.1. Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit  distumulaz  (SOD) siiperoksit anyonunun hidrojen perokside
dismutasyonunu katalizler. SOD, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle
olusan hasara kars1 baslca enzimatik savunma mekanizmalaridir. SOD, O;’nin dismutasyonu
H,0, molekiiliinii olusturur. Olusan H,O, molekiilii sitotoksik oldugundan yine endojen
iiretilen katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile serbest oksijen ve suya doniistiiriilerek

toksik etkisi ortadan kaldirilir (52, 53).

2.6.1.2. Katalaz

Katalaz, yapisinda hem grubu icerdiginden bir hemoprotein olarak kabul edilmistir.
Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve mukoz membranda yiliksek miktarda vardir. H,O»
olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda peroksidatif tepkimeyle veya H,O, olusum hizinin
yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle hidrojen peroksiti suya doniistiirerek
ortamdan uzaklastirir (53, 54).

2.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz, hidrojenperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Tetramerik ve 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Birbirine kenetli enzim

sistemi GSH-Px ve GSH-Rd glutatyon harcayarak H,O;nin rediiksiyonunu katalizler (51).
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2.6.1.4. Glutation-S-Transferazlar

Glutation-S-Transferazlar (GST) antioksidan aktivitelerine ilave olarak ¢ok Onemli
baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre
ici baglayici ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci maddeleri glutatyon
(GSH)’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize
ederler ve ilirlinlin daha fazla suda ¢oziinlir hale gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH
konjugatlar1 bdylece organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. Bu yol,
GST’larm kanserojen, mutagen ve diger zararli kimyasallarin hiicre i¢i detoksifikasyonunda
rolleri oldugunu gosterir. Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofobik pek ¢ok bilesigi
baglamalari ise bu enzimler i¢in depo ve tasima rolii iistlendigini gosterir. Birgok pigment
(bilirubin, hematin, bromsiilfattalein, indosiyanin gren gibi), kolik asitler, steroid hormonlar,

polisilik ariomatik hidrokarbonlar bu proteinler tarafindan baglanip tagimabilmektedirler.

2.6.1.5. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, siiperoksidi detoksifiye eden
enzimdir. Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup
bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi saglanir.
Ancak, siiperoksid iiretimi ¢ogu zaman bu enzimin kapasitesini agsar. Bu durumda diger

antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararl etkilerine engel olurlar.
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2.6.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.6.2.1. Askorbik Asit

C vitamini, suda ¢oziinme 6zelligi gdsterir; ancak lipit peroksidasyonunu baslatan
radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona karst korur. C vitamini,
antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasin1 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 cevabi artirdigi goriilmiis;
oksidatif patlama sirasinda g¢evreye yayilan reaktif bakterisidal molekiillerin antibakterisidal
etkisini saglayan intraselliiler konsantrasyonlarinda bir azalma yapmadan, oksidatif
parcalanma lriinlerinin zarar verici etkilerini dnledigi gozlenmistir. C vitamini, antioksidan
etkileri yaninda organizmada Fenton reaksiyonunda ferridemiri ferro demire indirgeyerek,
hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan siiperoksit radikalinin {iretimine neden olur. Bu
etkisi sebebiyle askorbik asit ayn1 zamanda pro-oksidan olarak kabul edilmektedir; fakat bu

tip etkisi sadece diisiik konsantrasyonlarda goriilmektedir.

Suda ¢dziinen 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 stipiirticii etki gosterir. C vitamini lipid peroksidasyonunu baslatmadan peroksil
radikallerini su fazinda inhibe ederek, biyolojik membranlarn peroksidatif hasardan korur

(55).
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2.6.2.2. B-Karoten

B-karoten yagda ¢Oziinen bir antioksidan olarak serbest radikaller biyolojik hedeflerle
interaksiyonuna girmeden once direkt olarak onlar1 yakalayabilir ve ayn1 zamanda zincir
kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu 6nler. Genel olarak
havug, domates, greyfurt, portakal, 1spanak gibi sebze ve meyvelerin kirmizi, turuncu, sar1 ve
yesil renklerinden sorumludur. Karotenoidler insanda ince barsakta %5-50 oraninda pasif
diffiizyon ile emilir. Bu emilim orani diyetteki yag miktariyla iligkilidir. Karotenoidler
hiicreyi oksidatif stresten; triplet molekiilleri ve singlet oksijeni siipiirerek, serbest radikalleri

inhibe ederek korur (55, 56).

2.6.2.3. Vitamin E (o -Tokoferol)

a-Tokoferol yagda ¢oziinen ve zincir kirict bir antioksidandir. En 6nemli gorevi
oksijen serbest radikallerinin ataklarina karst membran lipidlerindeki yag asitlerini
korumaktir. Sonugta steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasar1 ve tiimor gelisimine
kars1 kullanilabilir Mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membran fosfolipitlerinin
o-tokoferole kars1 ¢ok yiiksek affinitesi vardir. Tokoferoller fenolik bir hidrojeni
peroksidasyona ugramig bir doymamis yag asidindeki serbest peroksit radikaline aktarirlar.
Bunun sonucunda serbest radikal zincir reaksiyonlari kirilir (57). Olusan serbest a-tokoferol
radikali bundan sonra yeni bir serbest peroksit radikaliyle reaksiyona girir. Kroman halkasi
ve yan zincir seklindeki serbest olmayan radikal {iriiniine okside olur. Bu oksidasyon iiriinii
ikinci konumundaki hidroksil grubu iizerinden glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak
safra yoluyla atilir (58). Tokoferoliin antioksidan etkisi yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda
etkilidir. Bundan dolay1 en yiiksek oksijen kismi basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda

ornegin eritrosit ve solunum sistemi membranlarinda etkileri belirgindir (59, 60).
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2.6.2.4. Polifenoller

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

gore etkin olmayan radikallerdir.

Laboratuar arastirmalari, ¢aydaki polifenollerin kanser olusumunu 6nlemeye yardimci
olabildigini ve var olan kanserin ilerlemesini engelleyebildigini veya kanseri azaltip
yayllmasini Onleyebildigini gdstermektedir. Bu etkinin, polifenollerin, DNA'nin zarar
gormesine ve normal hiicrelerin kanserli hiicrelere doniismesine neden olan oksidasyonu
engelleme ve kanserojik bilesimlerin habisligini artiran enzim aktivitelerini kisitlama
yetisinden kaynaklandig1 sanilmaktadir. Insanlarda bulgulara yénelik belirli bir sonug
bulunmamaktadir; ancak gozleme dayanan kanitlar, arada bir baglanti oldugunu
gostermektedir. Aradaki baglanti kanserde oldugu kadar gii¢lii olmasa da c¢aymn kalp
hastaligina kars1 koruma sagladigin1 gosteren kanitlar da mevcuttur. Bunun nedeni, cay
polifenollerinin kan kolesteroliinii ve tansiyonu diisiiriip kalp krizine veya felce yol

acabilecek pihtilarin olugsmasini engellemesi olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.6.2.5. Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir Kkatalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir.

2.6.2.6. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin O6nemli bir kismmi akut faz proteini olan

seruloplazminden kaynaklanir. Seruloplazmin oksijen radikal ara iriinleri salmmaksizin
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Fe(Il)'yi Fe(Ill)’e oksitler. Seruloplazmin demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu inhibe

eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer.

2.6.2.7. Albiimin

Albiimin, kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine bagh bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenir
ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin vermez. Bu biyolojik olarak 6nemli olmayan,
albumine ait bir reaksiyon ornegidir. Ayn1 zamanda myeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan

HOCT'1 hizl1 bir sekilde temizler (43).

2.6.2.8. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi antioksidatif roliiniin énemli bir

pargasidir. Lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme gdrevine sahiptir.

2.6.2.9. Bilirubin

Hem katabolizmasi1 ile meydana gelen ve albumine bagli olarak tasman bir safra

pigmentidir. Yag asitlerini peroksidasyona kars1 koruma gorevine sahiptir.
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2.7. Corek Otu

Corekotu diigiingicegigiller (Ranunculaceae) familyasindandir, 20 den fazla tiirii
vardir. Corekotu bir yillik otsu bir bitkidir, tohumlarindan ¢ogalir. Kumlu gevsek topraklar
sever, ¢iceklenme donemine kadar su ister daha sonra sulanmaz. Tohumlar1 hashas bitkisinde
oldugu gibi kozalak (kapsiil) icerisinde olgunlasir. Tohumlar1 2-3 mm. boyunda 3 yiizeyli
mat olmayan siyah renklidir (61).

Bitkinin kapsiil igerisindeki tohumu, besin olarak kullanilir. Bitki, ismini tohumlarinin
siyah renginden almistir. Nigella kelimesi Latince siyahimsi manasina gelen nigellusdan
tiiretilmistir. Nigella sativa bitkisinin Tiirk¢e karsiligi olarak ¢orek otu, ekilen ¢orek otu, kara
corek otu ve siyah kimyon isimleri kullanilmaktadir. C6rek otunun anavatani Dogu Akdeniz
iilkeleri, Dogu ve Giiney Avrupa'dir. Bu bitki, Tiirkiye'de bilhassa Afyon, Burdur, Isparta,
Kiitahya ve Konya yorelerinde tiretilmektedir (62).

2.7.1. Corek otu cesitleri

Corek otunun bilinen 16 tiirii vardir. Yaygin olarak bilinen ii¢ tiirii vardir. Bunlar
misir ¢orekotu, sam ¢orekotu, kir ¢orekotudur. Misir ¢orekotu 40—-60 cm. boyunda beyaz
ciceklidir. Tohumlar1 parmaklar arasinda ovalandiginda muskat, biberiye ve anason karigimi
benzeri koku verir. Anadolu kokenli olan sam ¢orekotu 70-80 cm. boyundadir, ¢igekleri
parlak mavi renklidir. Tohumlarinin kokusu ¢ilek ve ananasi andirir. Kir ¢érekotu 15-20 cm.
boyundadir, ¢igekleri kirli mavi yesildir ve yabani olarak kendiliginden yetisir. Kir ¢orekotu

zehirlidir, kullanilmamalidir (61).
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(Corek otunun terkibinin belirlenmesinde kullanilan kimyevi analiz usulleri ¢ok ¢esitli
oldugundan, muhteviyati konusunda ¢ok net tespitler yoktur (63). Corek otu tohumlari, ugucu
yag (% 0,38-0,49), sabit yag (% 30-40), protein (% 20-30), saponin, melantin, nigellin ve

tanen ihtiva eder.

Corek otu tohumunun kimyevi muhteviyati, bitkinin hasat mevsimine, ¢esidine ve
yetistirildigi iklime gore farklilik gosterir. Kahire yakinlarinda yetistirilen ¢orek otu
tohumlarindan elde edilen ugucu yagin, 67 bilesik ihtiva ettigi ve bu bilesenlerin miktarca en

onemlilerinin p-simen, timokinon, a-pinen ve AY-pinen oldugu belirlenmistir (64).

(Corek otu tohumlarinda % 6.4 su, % 4 kiil, % 32 yag, % 20,2 ham protein, % 6,6 ham
lif ve % 37,4 karbonhidrat bulunmaktadir (65). Corek otu tohumlarinda sabit yagin % 1,2
mistrik, % 8,4 palmatik, % 2,9 stearik, % 17,9 oleik, % 60,8 linoleik, az miktarda arasidik ve
% 1,7 eikosadienoik asitlerden olustugu bildirilmistir (65). Corek otu tohumunda ayrica az
miktarda B1, B2 ve B6 vitamini; proteinlerin yap1 tasi olan aminoasitler; iz elementler olarak
bilinen ve organizmada pek ¢cok dnemli metabolik faaliyette rol alan, besin ve su ile disaridan
alinmasi gereken demir, kalsiyum, magnezyum, ¢inko ve selenyum gibi mineraller de vardir.
Corek otu tohumlarindaki miiessir madde (kristal halinde) nigellon, ancak 1959'da izole

edilebilmistir (66).

2.7.2. Corek otu giinliik hayatta kullamm yerleri

Corek otu bazi unlu gidalarda siis unsuru olarak kullanilirken, ayni1 zamanda aromatik
(kokulu) 6zellikleri dolayisiyla baz1 gidalarda da lezzet vermesi amaciyla kullanilmaktadir.
Corek otunun tohum Ozsuyu ve yaginin; boceklere, viriislere ve bakterilere karsi etkili
oldugu, ayn1 zamanda Orta Asya da akrep, orlimcek sokmalarina, kedi, kdpek 1sirmalarina

kars1 da kullanildig bildirilmektedir (67, 68, 69).
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Corek otu tohumunda bulunan ss-sitosterol; salgi aktivitesini artirma, kandaki
kolesterol seviyesini diisiirme gibi hususiyetlerle donatilmis bir molekiil oldugu ve prostat

biiyiimesinde tedavi edici ila¢ olarak kullanildig1 belirtilmektedir (70).

2.7.3. Corek otu iizerine yapilan cahismalar

Misir’da yetistirilen ¢orek otunun bazi 6zellikleri ve yag icerigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen bir arastirmada, ¢orek otu tohumunun yag ve protein bakimindan zengin bir
kaynak oldugu, yag asitlerinden linoleik, oleik, palmitik asitler yoniinden iyi oldugu, ayni
zamanda da 1yi bir sterol kaynagi oldugu vurgulanmistir (71).

Azcan ve ark. (72), yaptig1 bir calismada, 3 farkli Tiirk ¢orek otu tohumu ¢esidinin
yag asidi bilesikleri ve toplam protein igerikleri incelenmistir. Sar1 tohum %49.2, beyaz
tohumda %36.8, mavi tohumda %33,60 yag tespit edilmistir. Yine yapilan analizlerde en
onemli doymamis yag asidleri linoleik asit (54,7-69,2%), oleik asit (16,1-19,4%) ve palmitik
asit (10,6-16,3%) olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar tohumun rengine gore
degismektedir. Bu sonuglara gore besinsel elementler ve agir metal igerikleri degerleri en

fazla sar1 tohumda bulunmustur.

El-Kad1 ve ark. (74), yaptiklar1 bir ¢alismada, ¢orek otunun bagisiklik sistemini
giiclendirici etkisi oldugu tespit etmislerdir. Ayni arastirmada, yardimci T-hiicrelerinin

ortalama %72 oraninda, dogal savas¢1 hiicrelerin ise %74 oraninda arttig1 gosterilmistir.
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Corek otunun lenf hiicreleri ve akyuvarlardaki ¢coklu kok hiicreleri iizerindeki etkisinin
incelendigi bir calismada, ¢orek otu yaginin cytomegalo viriisiine (CMV) karsi koruyucu

etkisinin oldugu belirtilmistir (75).

Corek otunun igeriginde bulunan taymokinonun kanser tedavilerinde bazi toksik
etkileri onleyebildigi gosterilmistir. Bobreklere ve kemik iligine belirgin toksik etkileri olan
cisplatine adli kemoterapi ilac1 ile verildiginde toksik etkilerde belirgin olarak azalma
goriilmektedir. Bu madde ayn1 zamanda karacigeri ve bobrekleri karbon tetraklorid
toksisitesine kars1 da koruyabilmektedir. Corek otunun bu etkileri gostermede antioksidan

ozelliginin de 6nem tasidig1 ifade edilmektedir (76).

Corek otundaki aktif bilesiklerden taymokinonun ve ditaymokinonun anti kanser
ilaclara direncli tiimorlerde, tiimdr hiicrelerini baskiladig1 gosterilmistir. Corek otu ile inkiibe
edilen kanser hiicrelerinin biiylimek icin ihtiyag duyduklar fibroblast growth factor ve
colagenase proteini lretemedikleri  belirtilmekte ve bdylece tiimor  gelisimi

durdurulabilmektedir (76).

Yapilan bagka bir arastirmada thymoquinone bilesiginin mide kanserine kars1 etkili
oldugu gosterilmistir. Ayni1 zamanda ¢orek otu 6ziiniin kanserli tlimorlere karsi etkili oldugu
ve ¢orek otu g¢ekirdeklerinden elde edilen ethanoliin de bagisiklik sistemi {izerinde olumlu

etkilerinin de oldugu vurgulanmstir (76).

Medenica ve ark. (77), yaptiklar1 bir ¢alismada, Nigella sativa ekstraktinin kanser
hiicrelerini  6ldlirdiigli  bildirilmistir. Kemik iliginin, Nigella sativa ekstrakti ile
muamelesinden sonra bagisiklik sistemi ile ilgili hiicrelerin sayilarinda artisa rastlanmis ve

myelopoezisin (kan ve ilik olusumu) uyarildig1 gosterilmistir. Kanserli hastalarin kanlari, bu
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bitkiye maruz birakildiginda tiimdre 6zgii antikorlarin tiretiminde artis oldugu kadar makrofaj

hiicrelerinin sayis1 ve aktivasyonunda da artis gézlenmistir.

Kaya ve ark. (79), ¢orek otu tohumunun insan hiicresel bagisiklik sistemi iizerine
etkisini inceledikleri ¢aligmada ¢orek otu tohumunun insan bagisiklik sistemini

giiclendirebilecegini ortaya koymuslardir.

Zaoui ve ark. (80), fare ve sicanlarda yapmis olduklar1 bir ¢alismada ¢orek otu
tohumu yaglarinin toksititesi arastirilmistir. Arastirmada hayvanlara 12 hafta boyunca 2ml/kg
viicut agirlhiginda agizdan ve intraperitonal olarak ¢orek otu verilmistir. On iki hafta siiren
calisma sonunda, ¢orek otu kullanilan farelerde karaciger enzimlerinden ALT ve GPT
seviyelerinde degisimler gozlemlenirken, kalpte, pankreasda, bobrekte ve karacigerde
histopatolojik degisimler goriilmemistir. Deneme gruplarinin serum, kolestrol, trigliserit,
glikoz seviyeleri ve l0kosit sayilarinda kontrol grubuna gore Onemli derecede diisiis
kaydedilmistir. Bunun tersine hemotokrit ve hemoglobin seviyelerinde 6nemli bir artis
gbzlemlenmistir. Kontrol grubundaki farelere nispeten ¢orek otu tohumu uygulanan farelerde
canli agirhik artisinda bir yavaslama goriilmiistiir. Arastirmacilar, ¢orek otu tohumunun
terapotik dozlar1 icin genis Onlemler alinmasi gerektigini vurgulamislardir. Ayrica
hemoglobin metabolizmasindaki degisiklikler ve l0kosit diizeylerindeki diisiisiin dikkate

alinmasi gerekliligi de vurgulanmustir.

(Corek otunun bilesiminde bulunan maddelerden thymoquinon, doza baglh olarak
tromboksan B2 ve leukotriene B4, siklooksijenaz ve arasidonik asit diizeyini azaltarak agrn
kesici ve antiromatizmal etki gostermektedir. Muhtemelen supraspinal diizeyde gerceklesen

kappa opioid reseptdr uyarisi da bu agri kesici etkiyi giiglendirmektedir (81, 82).
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Mutabagani ve ark. (83), thymoquinonun eicosanoid iiretimini durdurmak sureti ile
antiinflamatuar etki olusturdugunu gostermislerdir. Arastiricilar, tek basma thymoquinon

uygulamasi ile daha belirgin antiinflamatuar etki elde etmislerdir.

Al-Majed ve ark. (84, 85), domuzlarda yapmis olduklari ¢alismada, ¢orek otu yaginin
antiinflamatuar 6zelligi nedeniyle nefes borusu kaslarini genislettigi ortaya ¢ikmistir. Bu

durum ¢orek otu yaginin nefes darlig1 tedavisine yardimci oldugunu ortaya koymaktadir.

Nair ve ark. (86), L. monocytogenes lizerinde siyah ¢orek otu tohum yaginin
antibakteriyel etkisini incelemek amaciyla yapmis olduklari bir ¢aligmada, 3 ayr1 agarl petri
kutusu kullanilmis, birinci petri igine sebze yagi, ikinci petri igerisine gentamisin igeren
antibiyotik ve 3. petri icerisine ise ¢orek otu enjekte edilmis ve her 3 petri kutusuna da
L.monocytogenes enjekte edilmistir. Petri kutulari 24 saat boyunca 37°C'de inkubasyona
birakilmistir. Deney sonucunda ¢orek otu yagiin tiim L.monocytogenes ¢esitlerine karsi

giiclii bir antibiyotik etkisinin oldugu belirlenmistir.

Agaoglu ve ark. (87), ¢orek otunun farkli yogunluklardaki (100, 200, 400 ug/disk)
ekstraktlart Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, E. Coli ve Candida albicans gibi patojen mikroorganizmalar iizerinde
denenmis ve ¢orek otunun Staphylococcus aureus'un gelisimini durdurdugu, ancak diger

mikroorganizmalar iizerinde tesirli olmadigini tespit etmislerdir..

Aga Han ve ark. (87), yapmis olduklar bir ¢calismada, kandidiyasiz (Candida albicans)
hastaligina yakalanmis fareleri ¢orek otu o6ziiyle tedavi etmisler, Candida albicans

mantarlarinin gelisiminde ¢ok biiyiik oranda gerileme oldugunu gérmiislerdir.
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Topozada ve ark. (88)., ¢orek otu yaginin antibiyotiklerle karsilagtirmali olarak
etkilerini arastirmiglardir. Arastirmada, antibiyotiklere direngli olan Shigella (Shigella
disenteria harig), V.colera, E.coli infeksiyonlarinda ¢orek otu yaginm en az Ampicillin,
tetracycline, cotrimasole, gentamicine, nalidixic asit kadar hatta sozii edilen antibiyotiklerden

daha etkili oldugu ortaya konmustur (89).

Hanafi ve ark. (90), ¢orek otunun antimikrobiyal etkilerinin oldugunu yapmis
olduklar ¢aligma ile gostermisler. Ayni arastiricilar, ¢orek otu yaginin Stafilokokkus aureus
ve Ps6domonas aerogenosa infeksiyonlarmma karsi da etkili bulmuslardir. Ayrica yagin
streptomisin ve gentamisinle sinerjik etkili oldugu, spektinomisin, eritromisin, tobramisin,
doksisiklin, kloramfenikol, nalidiksik asid, ampisillin, linkomisin, kotrimoksazolle ise additif

etkili oldugu gosterilmistir.

Akhtar ve ark. (66), ¢ocuklarda parazit infeksiyonlarinda ¢orek otunun Niclosamide

ile esdeger etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir.

Al-Ghamdi (91), ¢orek otu ¢ozeltisinin fareler iizerinde karacigeri karbon tetraklorid
adindaki zehirli maddeye kars1 korumadaki etkisini ortaya koymustur. Corek otu verilen
farelerde karaciger enzim diizeyi daha diisiikk ¢ikmistir. Bunun yaninda karaciger dokusu

izerine zehirli maddelerin etkisi ise daha az goriilmiistiir.

Meral ve ark. (92), karbon tetra klorid verilen farelerde ¢orek otunun antioksidan
etkileri arastirilmistir. Arastirma 60 fare ilizerinde gerceklestirilmis ve farelere karin zarindan
(periton) girerek ¢orek otu yag1 verilmistir. Calisma 45 giin siirdiiriilmiis ve sonucta ¢orek otu
yagimin lipid peroksidasyon diizeyini disiirdiigiinii, buna karsilik antioksidan maddeleri

diizeyini ise artirdigini tespit etmislerdir.
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Tiirkdogan ve ark. (93), seker hastas1 yapilan 50 fare iizerinde streptozotocin maddesi
vererek bir aragtirma gerceklestirmiglerdir. Fareler iki gruba ayrilmistir. Birinci gruba otuz
giin siire ile her giin karin zarindan ¢orek otu yagi verilmistir. Diger gruba ise ¢orek otu yagi
icermeyen tuzlu bir sivi verilmistir. Aragtirmacilar seker hastaligina yakalanmis farelerde
corek otu yaginin kanda seker oranini diisiirdiiglinii ve insiilin miktarini arttirdigini tespit
etmislerdir. Ayrica ¢orek otu yagi, insiilin salgilanmasmdan sorumlu pankreasta beta
hiicrelerini harekete gecirip, cogaltmistir. Calismanin sonucunda ¢orek otunun seker

hastaliginin tedavisinde yardimei olabilecegi ortaya koymuslardir.

Fararth ve ark. (94), ¢orek otu yagmnm seker hastalifina yakalandirilan farelerde
insiilin salgismi arttirdigint tespit etmislerdir. Farelerde ¢orek otu yaginin kan sekeri

seviyesinde diismeye yol agtig1 ortaya koymuslardir.

Giler ve ark. (95), ¢orek otunun broilerlerin performansina etkisini incelemek igin
gerceklestirdikleri aragtirmalarinda, antibiyotik yerine hayvanlara biiylimeyi artirict farklh
konsantrasyonlarda ¢orek otu verilmistir. Arastirmada 360 tane ve 3'er giinliikk broilerler
rastgele 6'sar gruba boliinmiis ve 6 farkli rasyon uygulanmistir. Kirk iki giinliik stirede giinlitk
yem tiiketiminde gruplar arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farkliliga rastlanilmamaistir.
Gruplarda en yliksek canli agirlik artis1 sirastyla antibiyotik (60.96 gr.) ve %1 ¢orek otu
katilan grupta 60.60 gr. gerceklesmistir. Ayn1 zamanda rasyona antibiyotik ve ¢orek otunun
%1'lik katkismin yemden yararlanma oranmmi %5 ( P<0.05) oraninda artirdigi tespit
etmislerdir. Sonug olarak arastirmacilar, kanatli rasyonlarinda dogal biiylimeyi uyarici madde

olarak %1 ¢orek otunun kullanilabilecegi kanaatine varmislardir.
Denli ve ark. (96), bildircinlarda yumurta verimi ve kalitesi lizerinde yaptiklart bir

calismada, 1 gr./ kg. ¢orek otu verilen grupta; yumurta verimi, yumurta agirlii, yumurta
yiiksekligini daha yiiksek bulmuslardir. Buna ragmen canli agirlik degisiminde, yem alimimda
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bir fark goriilmemistir ( P>0.05). Sonug olarak 1 gr./ kg. ¢orek otu ekstraktinin yumurtact

bildircinlarda kullanimi tavsiye edilmistir.

2.8. Sarimsak

Liliaceae familyasina ait bir bitki olan sarimsak (Allium sativum L.), yaklasik 5000
yildir Misir, Yunan, Hint ve Cin uygarliklarnn tarafindan bakterisidal, hipoglisemik,
antitrombotik, antiatherosklerotik, antimutagenik ve antikanserogenik 6zellikleri nedeni ile
pek c¢ok hastaligin tedavisinde kullanimaktadir (97). Ana yurdunun Orta Asya stepleri
oldugu sanilmaktadir. Diinya iizerinde halen 300-400 ¢esit sarimsagm yetistigi bilinmektedir.

Yesilimsi beyaz veya pembe c¢icekli, otsu bir kiiltiir bitkisidir. Nadir olarak tohum
baglar. Bu nedenle sogancik (dis)'larla tiretilir. Sarimsak sogani, beyaz veya pembemsi renkli,
az sayida sogancik (dis)'dan meydana gelir. 6-15 mm. arasindaki dislerin hepsi bir arada bir

kabuk tarafindan sarilmislardir. Cok kuvvetli bir kokusu ve yakici bir lezzeti vardir (62).

2.8.1. Sarimsak icerigi

Sarimsagin (Allium sativum ) igeriginde, bol miktarda su (% 65), fruktoz iceren
karbonhidratlar (% 26-30), kiikiirt bilesikleri (% 1,1-3,5), protein (% 1,5-2,1), lif (% 1,5) ve
serbest amino asitler bulunur. Ayrica yiiksek oranda saponin, fosfor, potasyum, kiikiirt, ¢inko,
orta miktarda selenyum, A ve C vitaminleri ile az miktarda da kalsiyum, magnezyum,
sodyum, demir, manganez ve B kompleks vitaminlerini icerir (98). Ugucu yaginda 6zellikle
allil disiilfiir bulunur. Bu bilesik kiikiirtlii bir amino asit olan alliinin, alliinaz isimli enzim
etkisi ile parcalanarak, allisin'i vermesi, allisin'nin de su veya su buhan ile allil disiilfiir'e

doniismesi sonucu meydana gelir. Sarimsaga 6zel koku ve lezzetini veren tasidigi kiikiirtli

49



ucucu yagdir (54). Allisin, diallil disiilfiir (DADS) ve diallil siilfiir (DAS) gibi etkin kiikiirt

bilesikleri sarimsagin anti-kanser ve antioksidan 6zellikleriyle yakindan iligkilidir (98).

Sarimsakta bulunan aktif bilesiklerin, organosiilfiir (OSCs) bilesiklerinin bir tiirii
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu OSCs'lerin bashca siilfiir bilesenleri; allin, allicin,
allylpropyl disulfide, sallylcysteine, vinyldithiines, S-allylmercaptocystein, diallil siilfid
(DAS), diallil distilfid (DADS) ve dialil tristilfid (DATS), ajoene, alliksin, allil mercaptan'lar
ve allil metil siilfid'lerdir. Ayrica, enzim 6zelligi olan allinaz, peroksidaz, mirosinaz ve
aminoasit Ozelliginde olan arginin, temel element olarak selenyum, germanyum gibi
elementler bulunmaktadir. Sarimsak OSCs'lerinin biyolojik etkilerini belirlemede rol oynayan

faktoriin, allil gruplari ve siilfiir atomlarinin sayisi oldugu da sanilmaktadir (99).

Sarimsakta bulunan en 6nemli bilesiklerden biri olan allicin (diallyl thiosulfinate veya
diallyl disulfide), sulu sarimsak ekstraktinda bulunan temel thiosulphinat bilesigidir. Etkisini
ancak, sarimsak ezilince veya kesilince gostermektedir. Sarimsak kesilir, pargalanir veya
ezilirse, sarimsak diglerinin etrafin1 saran zar parcalanir ve yapisinda bulunan S-allilsistein
siilfoksit (kokusuz bilesik olan allin olarak bilinir) allinase tarafindan enzimatik olarak
allicin'e donistiiriiliir. Allicin, sarimsagin kendine has kokusundan sorumludur. Ancak
kararsiz bir bilesiktir ve mono, di ve trisiilfitler ve ajoene gibi diger bilesiklere kolayca
doniisebilir (100). Sarimsak homojenatinda bulunan siilfiir i¢eren diger 6nemli bilesikler
allymethyl thiosulphanate, 1- prophenyl allyl thiosulphanate ve y-L- glutamyl-S-allyl-L-
sistein'dir (101).

Sarimsagin antioksidan etkisi hayvanlar ve insanlarla yapilan epidemiyolojik ve
deneysel calismalar ile ortaya konmustur. Onemli olan, sarimsaktan veya sarimsak
driinlerinden elde edilen bilesiklerden hangilerinin antioksidan etkisinin daha fazla
oldugunun belirlenmesi ve bu bilesiklerin ¢esitli patofizyolojik kosullarda etkin bir sekilde

nasil kullanilabileceginin belirlenmesidir (107).
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Sarimsagin  hipolipidemik, antiatherosklerotik, hipoglisemik, antikoagiilant,
antihipertensitif, antimikrobiyal, antidod (agir metal zehirlenmelerinde), hepatoprotektif ve

bagisiklig diizenleyici etkiler gibi baz1 iyilestirici etkilere sahip oldugu bildirilmistir (102).

In vitro calismalar sarimsagin doza bagli olarak serbest radikalleri yakalayabildigini
gostermektedir. Sulu sarimsak ekstraktinin, tavsan karaciger homojenatinda bir lipid
peroksidasyon {iriinii olan malondialdehit (MDA) olusumunu doza bagl olarak engelledigi
ortaya konmustur (104). Islenmemis sarimsakta bulunan baslica metabolitlerden bir tanesi
olan Allil mercaptan (AMT), triklorometil ve triklorometilperoksil serbest radikallerini
yakalama yetenegindedir (105). Sarimsagin antioksidan etkisinin kismen NO (azot monoksit)
iretimi arttirmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diistiniilmektedir. NO, ksanthine oksidaz't

inhibe ederek siiperoksit radikalinin liretimini engellemektedir (106).

Sarimsakta ¢ok sayida degisik fitokimyasal bilesikler vardir. Sarimsagin o6zellikle
antioksidan  ozellikleri  kiikiirt bilesiklerinden baska icerdigi flavonoidlerden de
kaynaklanabilir. Flavonoidlerin diyetle alimi koroner arter hastaligi mortalitesi riskiyle ters
yonde iligkili bulunmustur (108). Baska bir ¢alismada da flavonoid tiiketiminin izole
LDL’nin lipit peroksidasyonuna yatkinligini azaltti1 rapor edilmistir (109).

Sarimsagin karsinojenleri p450 enzim sistemini uyararak veya kiikiirtlii bilesiklerle
baglayarak da detoksifiye edebilecegi, bagisiklik sisteminin baskilanmasimi Onleyerek de

kansere kars1 yararli olabilecegi sdylenmektedir (108).
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2.9. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltlirleri, giiniimiizde sitogenetik, biyokimyasal ve molekiiler biyolojik
caligmalarda, tan1 veya arastirma amaciyla yogun olarak kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin
amaci, bir grup hiicreyi yasatmak, ileri ¢aligmalar i¢in ¢ogaltmak, gerektiginde kullanmak
icin dondurarak saklamaktir. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi, yapilabilecek deneylerin sayisini
artirmay1, deney yapilan pasajdaki hiicrelerin dondurulmasi, ileride deneyin ayni pasajdaki
hiicrelerle tekrarlanabilmesini saglar. Her asamada iizerinde dikkatle durulan, hiicrelerin
canliligidir. Hiicre Kkiiltiirlinde basari, steril ¢alisma kosullarinin  saglanabilmesinde

yatmaktadir (110).

Bir hiicre kiiltiir laboratuarinda; steril ¢alisma kabini, CO, inkiibatorii, CO, tanki,
invert 151k mikroskobu, santrifiij, vakum hatti ya da pompasi, malzemenin sterilize
edilebilecegi bir otoklav, hiicrelerin saklanabilmesi i¢in sivi azot tanki temel cihazlardir.
Otoklav ve siv1 azot tanki haricindeki sayilan malzemeler, tercihen penceresiz, toza kapali,

lavabo gideri olmayan bir odada konuslanmalidir (110).

2.9.1. Kaynaklarina gore kiiltiirler

2.9.1.1. Primer Kkiiltiirler
Hayvan ya da bitki hiicreleri izole edildikten sonra kiiltiire edilirlerse primer kiiltiir
elde edilir. Bu anda hiicre soyu "sonlu" (finite)'dur, yani pasajlamalar sonunda hiicreler

yaglanarak oliir. Bu nedenle, primer hiicrelerle belirli bir sayida pasajlama yapilabildiginden;
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deneyleri bu donemde yapmak gereklidir. Primer hiicrelerle ¢alisilabilecek pasaj sayisi hiicre
tipine gore degismektedir. Primer hiicreler pasajlamalar sonunda Olimsiiz (immortalize)
olabilirler; bu durumda, bir hiicre soyu (cell line ) elde edilmis olur. Ornek olarak primer
aortik, mikrovaskiiler ya da gobek kordonu endotel hiicreleri, primer hepatositler, primer diiz

kas hiicreleri verilebilir (110, 111).

2.9.1.2. Hiicre soylan

Primer kiiltiirlerden spontan mutasyonlar sonucunda kendiliginden ya da kimyasal
ajanlar ya da viriisler eklenerek olusturulurlar. Tiimor dokusundan alinan hiicrelerden de elde
edilirler. Primer kiiltiirlerden farklari; kiiltiirde yiiksek yogunluga ulasabilmeleri, biiylime
faktorleri ve seruma daha az gereksinim gostermeleri, ¢ogalmak i¢in bir zemine tutunma
gereksinimlerinin az olmasi, sonsuz ¢ogalma yetenekleri olarak siralanabilir. Ornek olarak

3T3 fibroblastlar, L929, CHO, HL60 verilebilir.

Bir dokudan mekanik ya da enzimatik yontemlerle izole edilen primer hiicreler i¢in 4
farkli gelisme asamasi belirlenmistir. Bunlar; hiicrelerin dokunun disindaki bu in vitro ortama
alismalari, eksponansiyel ¢ogalma asamasi (yaklasik 20.- 30. pasaja dek), hiicrelerin giderek
cogalma hizimin yavasladigi durum, son olarak, hiicrelerin yaslandigi, ¢ok zor boliindiigii ve

Olmeye basladiklar1 agamadir (110).

Deneyler eksponansiyel biiyiime doneminde planlanmak, bu hiicrelerin bir kismi

dondurularak, ilerdeki ¢alismalar i¢in saklanmalidir.
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Belirli sayida pasajlanma sonrasinda, primer hiicreler ya 6liir, ya da hiicre soylarmna
doniisiirler. Bu doniisiim, "in vitro transformasyon" olarak adlandirilir. Bu hiicreler genellikle
anoploiddirler, seruma az gereksinim, kontakt inhibisyonda azalma, tutunmaya olan

gereksinimin zayiflamasi gibi 6zellikleri, timor hiicreleri ile paylasirlar (110, 111).

Hiicreler, Tiirkiye'de, Sap Enstitlisti Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu’ndan, Amerikan Hiicre
Kiiltir Koleksiyonu’ndan, National Institute of Health (NIH) servislerinden elde edilebilir
(110, 111).

2.9.3. Besiyerleri

Besiyerleri, inorganik iyon bilesimleri bakimindan, dengeli tuz ¢ozeltileridir. 1950'
yillarda yaymlanmis olan Earle's Balanced Salt Solution (EBSS), Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM), Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) ve bunlarin zenginlestirilmis
formlari; EMEM'e Dulbecco modifikasyonu (DMEM), Ham's F12, DMEM ve F12’nin 1:1
karistmi olan DMEM/F12, RPM1 1640, M199 en sik kullanilan ¢o6zeltilerdir. Bunlara
eklenen diger molekiiller, esansiyel aminoasitler, vitaminler (6zellikle B vitaminleri),

hormonlar (insulin, hidrokortizon) ve glikozdur.

Biiylime ¢ozeltileri pek ¢ok dayaniksiz madde icerdiklerinden, + 4 °C'de saklanmali,
ancak hiicrelere eklenmeden hemen 6nce 37 °C"lik su banyosunda 10 dakika 1sitilmalidirlar.

Hiicreler haftada iki kez biiyiime ¢ozeltileri degistirilerek beslenmelidirler (110, 111).
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2.9.4. Dondurularak saklama

Hiicreler s1v1 azot i¢inde -196 °C’de, bu diisiik sicakliga dayanacak 6zel plastik tiipler
ya da cam vialler i¢inde saklanir. Hiicreler, bliylime ¢ozeltileri % 10-20 serum ve % 5-10
gliserol ya da DMSO igeren bir c¢ozelti igine almarak dondurulurlar. Bu sirada
konsantrasyonlari, 1:10 sulandirilarak ¢dziildiiklerinde normal ekilme konsantrasyonunun

“6regin 10° hiicre/mI” 5 kat1 olacak bicimde ayarlanmalidir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

—

. Laminar akim kabini (Heraeus)

. CO;, inkiibatorii (%5 CO2, %95 nem ve 37°C) (LaboTect)
. Sogutmali santrifiij (Hettich)

. Ultrasantrifiij (Beckman Coulter)

. Floresan invert mikroskop (Olympus)

. Isik mikroskobu (Olympus)

. #4°C Buzdolab1 (Profilo)

. -20°C derin dondurucu (Ugur)

. -80°C derin dondurucu (Revco)

O 0 3 O »n K~ W DN

—_
=)

. Manyetik karistiric1 (Hangping, Variomag)
. Vorteks (Niive NM 110)

—_ =
N =

. Pipet tabancas1 (Boeco)
. Pipetler (0,5-2 ul, 0,5-100 ul, 50-200 pl, 200-1000 ul, 1-5 ml) (Gilson)
. Otoklav (Niive ot 032)

—_— =
wm B~ W

. Hassas Terazi (Sartorius)

—_
(o)

. Deiyonize Su Cihazi (Easypure RF)
. Distile Su Cihaz1 (Niive)
. Elektroforez diizenegi (Biolab)

—_— =
[ <IN |
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19. Hotplate (Thermolyne)

20. Vertex (Niive)

21. Manyetik karistirict

22. Benmori (Niive)

23. pH metre (Hanna Instruments)
24. Thoma lami (IsoLab)

3.1.2. Mononiikleer Lokositler

Deney boyunca kullanilan hiicreler saglikli, goniillii bir kisiden ¢aligmalarin yapildig

giinlerde onam formu imzalatilarak alindi.

3.1.3. Besiyeri

DMEM Besiyeri: 13,4 gr/ml DMEM, 0,37 gr/ml sodyum bikarbonat (NaHCOj,
deiyonize su i¢inde ¢oziildii. 0,1 M sodyum hidroksit (NaOH) ile pH: 7,2 olacak sekilde

hazirlandi. 0,22 um’lik filtreden gegirilerek sterilizasyon saglandi.

3.1.4. Kullamlan Kimyasal Maddeler

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

4. Sodyum kloriir (Merck)

5. Potasyum Kloriir (KCI) (Merck)
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6. Trizma base (Sigma)

7. Triton X-100 (Sigma)

8. Sodyum hidroksid (Merck)

9. Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)
11. Etidyum bromit (Sigma)

12. Hidrojen peroksit (Merck)

13. Trizma HCI (Sigma)

14. Histopaque—1077 (Sigma)

15. Giemza boyasi (Merck)

16. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Carlo Erba)
17 DMEM (Sigma)

3.1.5. Hazirlanan Tampon

PBS (Fosfat) Tamponu: 10 mM KH,PO,4 ve 10 mM K,HPOj, soliisyonlart hazirlandiktan
sonra bir beher icinde pH= 7,2 olacak sekilde birlestirildi. Hazirlanan tampon soliisyonuna

0,15 M NaCl eklendi.

3.2. Metot

3.2.1. Sarimsak ve ¢orek otu ekstraktlarimin hazirlanmasi (112)

Deneylerimizde kullanilan sarimsaklar kurutulmus formda ve Sanlwrfa’da bir
marketin manavindan satin alinmistir. Ekstraksiyon asamasindan dnce bu sarimsaklarin

kabuklart soyulmus ve hassas bir terazi kullanilarak her ekstrakt icin 5 gr tartilmistir.

58



Deneylerimizde kullanilan sarimsak yagi, ¢corek otu ve ¢orek otu yag: ise Sanlrfa’da
bir baharat¢idan temin edilmistir. Corek otu ekstraktlar i¢in her ekstraksiyon igleminde 1 gr
corek otu hassas bir terazide tartilmistir. Sarimsak numunelerinden dort ekstrakt ve ¢orek otu
numunelerinden iki ekstrakt elde edilmistir. Sarimsak yag1 ve ¢orek otu dillie edilerek direkt

olarak kullanilmislardir.

3.2.1.1. Ezilip kaynatilarak elde edilen sarimsak ekstrakti (EKS)

Bir hassas terazide 5 gr kuru sarimsak tartildi ve sarimsaklar bistiiri ile kiiglik
pargalara boliindiikten sonra bos bir cam tlipe alindi. 5 ml distile su eklendikten sonra bir
mekanik homojenizatdr ile sarimsaklar homojenize edildi. Homojenizat distile su ile 10
ml’ye tamamlandiktan sonra elde edilen karisim bir erlen icerisine konularak 1 saat boyunca
100 °C’de bir 1siticili manyetik karistiricida bekletildi. Oda sicakliginda sogumaya alinan
homojenize olmus sarimsak ekstraktmin sivi kismini elde etmek amaciyla bir santrifiijde
dakikada 5000 rpm’de 10 dakika santriflij edildi. Siipernatan bir pipet yardimiyla bagka steril
bir bos tiipe alinip stok olarak kullanildi. Kullanim anina kadar stok ekstrakti +4 °C'de

saklandi.

3.2.1.2. Kaynatilip ezilerek elde edilen sarimsak ekstrakti (KES)

Bir hassas terazide 5 gr kuru sarimsak tartild1 ve sarimsaklar bos bir cam tiipe alindu.
10 ml distile su eklendikten sonra 1 saat boyunca 100 °C’de bir 1siticili manyetik karistiricida

kaynatildi. Oda sicakliginda sogumaya alinan hasglanmis sarimsak bir meknik homojenizator
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ile homojenize edildi. Homojenize olmus sarimsak ekstraktinin sivi kismini elde etmek
amaciyla bir santrifiijde dakikada 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan bir
pipet yardimiyla bagka steril bir bos tiipe almarak stok olarak kullanildi. Kullanim anma
kadar stok ekstrakt1 +4 °C'de saklandi.

3.2.1.3. Toz halde elde edilen sarimsak ekstrakti (THS)

Bir mekanik pargalayict yardimi ile 50 gr kuru sarimsak kiigiik parcalara ayrild.
Parcalanmis sarimsaklar bir kurutma kagidi tlizerinde agik havada 10 gr kalincaya kadar
kurutuldu. Kurumus sarimsak pargalar1 bir havan yardimiyla toz haline getirildi. 1 gr toz
formuna getirilmis sarimsak lizerine 10 ml distile su eklendikten sonra bir giin inkiibe edildi.
Sarimsak ekstraktmin s1vi kismini elde etmek amaciyla bir santrifiijde dakikada 5000 rpm’de
10 dakika santriftij edildi. Siipernatan bir pipet yardimiyla bagka steril bir bos tiipe alinarak
stok olarak kullanildi. Kullanim anina kadar stok ekstrakti1 +4 °C'de sakland:.

3.2.1.4. Kaynatilip toz haline getirilerek elde edilen sarimsak ekstrakti (KTS)

Bir hassas terazide 50 gr kuru sarimsak tartildi ve 10 esit kisima (her bir kisima 5 gr
olacak sekilde) boliindii. 5 gr tartilan sarimsaklar bos 10 adet cam tiipe alindi. Her tiipe 10 ml
distile su eklendikten sonra 1 saat boyunca 100 °C’de bir 1siticili manyetik karistiricida
kaynatildilar. Oda sicakliginda sogumaya alinan haslanmis sarimsaklar bir homojenizator ile
homojenize edildi ve bir araya getirildiler. Homojenize sarimsaklar bir kurutma kagidi

tizerinde bir giin boyunca ag¢ik havada kurutuldular. Kurumus sarimsak pargalar1 bir havan
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yardimiyla toz haline getirildi. 1 gr toz formuna getirilmis sarimsak {izerine 10 ml distile su
eklendikten sonra bir giin inkiibe edildi. Sarimsak ekstraktinin sivi kismimi elde etmek
amaciyla bir santrifiijde dakikada 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan bir
pipet yardimiyla bagka steril bir bos tiipe almarak stok olarak kullanildi. Kullanim anma
kadar stok ekstrakti +4 °C'de saklandi.

3.2.1.5. Ticari sarimsak yag1 (TSY)

Deneylerimizde kullanilan sarmmsak yagi Sanlwurfa’da bir baharatgidan temin
edilmistir. Sarimsak yag1 diliie edilerek direkt olarak kullanildi. Stok soliisyonu g¢aligma
anmda elde edildi. Sarimsak yag1 suda ¢oziilmediginden 200 kat distile su ile diliie edildikten
sonra bir vorteks yardimiyla 30 dakika boyunca vortekslendi. Sonra bu stok soliisyonu daha

ileri diliisyonlarla ¢alismada kullanildi.

3.2.1.6. Ezilip kaynatilmis corek otu ekstrakti elde edilmesi (EKCO)

Bir hassas terazide 1 gr ¢orek otu tartildi ve ¢orek otu bir havan yardimiyla ezildi ve
bos bir cam tiipe alindi. Distile su ile 10 ml tamamlandiktan sonra 1 saat boyunca 100 °C’de
bir 1siticili manyetik karistiricida kaynatildi. Oda sicakliginda sogumaya alinan ekstraktin sivi
kismin1 elde etmek amaciyla bir santrifiijde dakikada 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan bir pipet yardimiyla baska steril bir bos tlipe alinarak stok olarak kullanildi.
Kullanim anina kadar stok ekstrakti +4 °C'de saklandi.
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3.2.1.7. Ezilmeden kaynatilmis ¢orek otu ekstrakti elde edilmesi (KCO)

Bir hassas terazide 1 gr ¢orek otu tartildi ve bos bir cam tiipe alindi. Distile su ile 10
ml tamamlandiktan sonra 1 saat boyunca 100 °C’de bir 1siticithh manyetik karistiricida
kaynatildi. Oda sicakliginda sogumaya alinan ekstraktin sivi kismini elde etmek amaciyla bir
santrifiijde dakikada 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan bir pipet yardimiyla
baska steril bir bos tiipe alinarak stok olarak kullanildi. Kullanim anina kadar stok ekstrakti
+4 °C'de saklandi.

3.2.1.8. Ticari ¢orek otu yag: (TCY)

Deneylerimizde kullanilan ¢orek otu yagi Sanlurfa’da bir baharatgidan temin edilmistir.
Corek otu yagi diliie edilerek direkt olarak kullanildi. Stok soliisyonu c¢alisma aninda elde
edildi. Corek otu yag1 suda ¢oziilmediginden 200 kat distile su ile diliie edildikten sonra bir
vorteks yardimiyla 30 dakika boyunca vortekslendi. Sonra bu stok soliisyonu daha ileri

dilisyonlarla ¢aligmada kullanildi.

3.2.2. Sarmmsak ve ¢orek otu ekstraktlarinin deneyde kullanilan konsantrasyonlarinin

hazirlanmasi

Deneylerimizde kullanilan her ekstrakt i¢in 8 ayr1 konsantrasyon hazirlandi. Bunun igin
sekiz ayr1 tiip 1’den 8’¢ dogru numaralandirilip her sonraki tiipteki ekstraksiyon
konsantrasyonu iki kat dililasyon ile ayarlandu. lk tiip, her ekstrakt stok soliisyonu igin 1/10
diliiasyon orani ile diliie edildi. Daha sonraki diliisyonlar 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320,
1/640 ve 1/1280 oraninda idi. Sarimsak ve ¢orek otu yag stoku diliiasyonlar1 1/200 ile
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baslandi. Daha sonraki diliiasyonlar 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800 ve
1/25600 oraninda idi. Kullanim aninda her 1000 pl hiicre siispansiyonuna 10 pl diliie edilmis
ekstrakt soliisyonlart eklenerek islem yapildi. Bu islemler hesaba katilarak hiicrelerin maruz

kaldig1 ekstrakt konsantrasyonlar tablolarda verilmistir.

Tablo 3.1. Hiicrelerin maruz kaldig: ekstrakt konsantrasyonlari

Diliisyon orant 110 | 1/20 1/40 1/80 17160 | 17320 | /640 | 1/1280
Eksiraktarn 50 25 125 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39
konsantrasyonu

(W/V) (mg/dl)

Tablo 3.2. Hiicrelerin maruz kaldig1 sarimsak yag1 veya ¢orek otu yag1 konsantrasyonlari

Diliisyon orani 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/3200 [1/6400 1/12800 [1/25600

Yaglar (V/V)
(ul/dl)

5 2.5 1.25 0.62 0.31 0.15 0.07 0.035

3.2.3. Lokositlerin siispansiyonu

3.2.3.1. Mononiikleer Lokositlerin izolasyonu

Saglikli, gonilli bir kisiden caligmalarin yapildigi gilinlerde 10 ml heparinli kan
ornegi alind1. Bos steril bir tiip i¢cine 2 ml histopaque-1077 soliisyonu eklendi. Bunun iizerine
2 ml taze heparinize kan yavagca konuldu ve bu islem 5 ayn tiipe uygulandi. 2100 rpm’de
25°C'de 30 dakika santriftij edildi. Santrifiij sonrasi {i¢ ayn tabaka meydana geldi. En alt
tabaka lokositler disinda kalan eritrosit, trombosit ve diger sekilli elemanlardan olusuyorken,
orta tabakada 16kositlerin i¢inde oldugu histopaque soliisyonundan ve en iist tabakada ise
plazma kismindan olusuyordu. Santrifligasyon sonrasi orta tabakada biriken mononiikleer
16kositler 2 ml’lik pipet yardimiyla bos bir tiipe alindi. Histopaque soliisyonunu

uzaklastirmak i¢in I6kosit iceren histopaque {lizerine 1 ml, 1 M PBS (fosfat tampon
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soliisyonu) (pH=7.4) ile kanistirildiktan sonra 1600 rpm’de 25°C'de 10 dakika santrifiij edildi.
Ustteki siipernatan atild1 ve 16kosit pelleti elde edildi.

3.2.3.2. Mononiikleer Lokosit Siispansiyonunun Hazirlanisi

Elde edilen 16kosit pelleti tizerine 10 ml DMEM besiyeri eklendikten sonra bir pipet
yardimiyla 16kositlerin besiyeri ortamina homojen dagilimi saglandi. Elde edilen bu 16kosit

slispansiyonu ile hiicre sayimi yapildi.

3.2.3.3. Mononiikleer Lokositlerin Sayimi

Thoma lam1 iizerine uygun lamel konulduktan sonra bir damla belirli 16kosit hiicre
siispansiyonu lamimn yan kenarlarindan thoma lami iizerine yaydinlarak hiicre
slispansiyonunun lam ve lamel arasina yayilmasi saglandi. Bu islem yapilirken lam ve lamel
arasinda kabarcik olmamasina 6zen gosterildi. Hemositometre iizerinde 25 mm”ye diisen

hiicreler sayildi. Asagidaki formiilden toplam lokosit hiicre sayis1 belirlendi.

Toplam Hiicre Sayis1i= 10* x ml x lamdaki hiicre sayis1 x diliisyon katsayis

(Sabit katsay1) (Hacim)

3.2.4. Kontrol soliisyonlarimin hazirlanmasi

Her deneyde bir pozitif ve bir de negatif kontrol ¢aligmas1 yapild.
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3.2.4.1. Pozitif kontrol soliisyonu
100 ml’lik balon joje igerisinde distile su ile %30’luk H,O, (Merck) soltisyonundan 10

mmol H,O, ¢dzeltisi hazirlandi.

3.2.4.2. Negatif Kontrol

Deneyimizde negatif kontrol olarak, herhangi bir ekstrakta veya H,O,’e maruz

kalmayan bir hiicre siispansiyonu kullanildi.

3.2.4.3. Pozitif Kontrol Ortaminmin Hazirlanisi

Steril 25 ml’lik steril flasklara 10 ml DMEM besiyeri konulduktan sonra elde edilen
mononiikleer lokosit siispansiyonunda 1000 pl ve hazirlanan 10 mmolarlik H,O, stok
solusyonundan 50 pl ilave edilerek karigtirildi. 10 dakika inkiibasyondan hemen sonra flask
icerigi santriflij tlipline aktarilarak 2000 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra H,O,
iceren slipernatanlar dokiildii. Tiiplerin dibinde kalan 16kosit pelletleri {izerine 5 ml DMEM

besiyeri eklendi. Boylece H>O, ve ekstraktlar ortamdan uzaklastirilmis oldu.

3.2.5. Hazirlanan ekstraktlar ve H,O; ile inkiibasyonu

25 ml’lik flasklara 10 ml DMEM besiyeri konulduktsan sonra elde edilen l6kosit
hiicre siispansiyondan her flaska 1 ml olacak sekilde eklendi ve iizerine konsantrasyonlari
daha 6nce ayarlanmis ekstrakt soliisyonlarindan 10 pl konuldu. Karisimlar 37°C'de 1 saat
% 5 CO; ve % 95 nem iceren karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi. Daha sonra flasklara
10 pl 10 mmol H,0; soliisyonu eklendi. Karigimlar 37°C'de 10 dakika % 5 CO, ve % 95 nem
iceren karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi ve hemen santrifiij tiiplerine almarak 2000

rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra H,O, igeren siipernatanlar dokiildii. Tiiplerin
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dibinde kalan 16kosit pelletleri iizerine 1 ml DMEM besiyeri eklendi. Boylece H,O, ve

ekstraktlar ortamdan uzaklastirilmis oldu.

3.2.5.1. Lokositlerde H,O, ile DNA hasari olusturulduktan sonra ekstraktlar ile

inkiibasyonu

25 ml lik flasklara 10 ml DMEM besiyeri konulduktan sonra elde edilen 16kosit hiicre
stispansiyondan her flaska 1 ml olacak sekilde eklendi ve iizerine 10 pl, 10 mmol’lik H,O,
stok solusyonundan ilave edilerek 37°C'de 1 saat % 5 CO, ve % 95 nem igeren
karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi. Daha sonra flasklara gesitli formlarda hazirlanan
ekstraksiyon soliisyonundan 10 pl eklendi ve karigimlar 37°C'de 10 dakika % 5 CO; ve % 95
nem igeren karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi ve hemen santrifiij tiiplerine alinarak 2000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra, H>O, igeren silipernatanlar dokildi. Tiiplerin
dibinde kalan 16kosit pelletleri iizerine 1 ml DMEM besiyeri eklendi. Boylece H,O, ve

ekstraktlar ortamdan uzaklastirilmis oldu.

3.2.6. Alkali Tek Hiicre Elektroforezi (Comet Assay) yontemi ile DNA Hasarinin

Olciilmesi

3.2.6.1. Yontemin prensibi

Mononiikleer 16kosit DNA hasari, Sigh ve ark. (113), Alkali tek hiicre elektroforezi
(Comet Assay) yontemi modifiye edilerek calisildi. Yontemin prensibi, alkali pH’da farkl
molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda
farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek hiicreler veya cekirdekgikler agaroza

yerlestirilir ve lizisten sonra zarar géormemis DNA'lar taginma sirasinda comet (kuyruk)
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olusturmazlar. Oysa DNA zincirinde herhangi bir nedenle kirilmalar olusmussa farkli
molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan, elektriksel alanda
farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar (20-24).
Elektroforezden sonra DNA molekiilleri, DNA spesifik floresan boyalar ile boyanip floresan
mikroskopla incelendiginde boyanmis DNA’lar goézle veya kinetik okuma programlan ile

degerlendirilebilir.

3.2.6.2. Yonteminin Uygulamsi

3.2.6.2.1. Slaytlarin Hazirlanmasi

% 1,0 'lik normal melting point (NMP) agaroz jel hazirlanarak 80 ul kadar jel
kenarlar1 buzlanmig lam iizerine damlatildi ve iizeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4
OC) 5 dakika bekletildikten sonra lamelleri kaldirildi. Hazirlanan lamlar nemli kutularda
bekletildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile mm’ te 10* hiicre olacak sekilde diliie edilmis
mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,5'lik low melting point (LMP) agaroz jel
(3 70C) ile karistirilarak birinci tabaka {lizerine tabakalandirildi ve tekrar lamel ile kapatilarak
buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi. Ugiincii asamada da ayn1 konsantrasyonda
LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanm iizerine ince bir tabaka halinde

tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi tamamlandi (20-24).

3.2.6.2.2. Lizis asamasi

Hazirlanan slaytlar yaklasik bir saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
iceren soguk lizis sollisyonunda bekletildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M
Sodyum klorid, 10 mM trizma base ve %1 oraninda triton X-100'den olusmaktadir. Bu
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soliisyonun pH 's1 10'a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve ¢ekirdek zar1 lizise ugratildi (20-

24).

3.2.6.2.3. Elektoforez tamponu

Elektrforezde yiiriitiilmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar alkali
elektroforez tamponunda 20-30 dakika inkiibasyona birakildi. Alkali ¢ozeltisi ImM EDTA ve
300 mM sodyum hidroksit (pH <13) (20-24).

3.2.6.2.4. Elektroforezde yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢ozeltisi igerisinde 300 mA, 14 volt’luk elektriksel alanda ve 5-25 C’de 30 dakika
yiriitiildi (20-24).

3.2.6.2.5. Notralizasyon

Elektoroforezde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon ¢dzeltisini
ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dakika siire ile 3 kez notralizasyon tamponu ile (0.4 M

Tris-HCL, pH 7.5) yikandi1 (20-24).
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3.2.6.2.6. Boyama

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

gorlintiisii degerlendirildi.

Sekil 3.1. Etidyum Bromid ile Boyanmis DNA larin floresan mikroskop goriintiisii

Bu yontemde DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle degerlendirildi.
DNA da olusan hasarin derecesi kuyruk olusumuna gore her bir okumada 100 hiicre DNA’s1
incelenerek bes kategoride siniflandirildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar 0 maksimum hasar

olan DNA lar 4 olarak degerlendirildi. Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA
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zincir kirlmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyelerine bagl olarak degisiklik géstermekte

idi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kullanild1 (20-24).

Sekil 3.2. Meydana gelen DNA hasarlariin fleuresan mikroskop altindaki goriintiileri

3.2.7. Total Antioksidan Seviye veya Kapasite (TAS veya TAK)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest radikallere

kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6lgen bir metottur.

3.2.7.1. Total Antioksidan Seviye Olciimiinde Kullamlan Ayiraglar

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH:1.8) icerisinde 10 mM o-dianisidine
dihydrochloride ve 45 uM Amonyum ferroz siilfat ¢oziilerek hazirlanir.
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Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1.8) icerisinde 7,5 mM Hidrojen peroksit (H>O,)

¢Ozdirilerek hazirlanir,

240 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢iim yapilir.

3.2.7.2. Prensip

Fe*—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak
OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirii indirgen diisiik pH’da renksiz o-
dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarma katilarak renk olusumu
artirmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak
renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde 240 nm’de
spektrofotometrik olarak dl¢iilerek sonug verilmektedir. Kalibrator olarak E vitamininin suda
¢Oziliniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox equivalent/L olarak ifade

edilir (114).

3.2.8. Total Oksidan Seviye (TOS)

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

3.2.8.1.Total Oksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 140 mM NaCl ¢ozeltisi icerisinde 25 mM H,SO4 ¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda glycerol ¢oziilip daha sonra 250 uM

ksylenol orange ¢oziilerek hazirlanir.
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Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde once 10 mM o-dianisidine dihydrochloride

¢cozdiiriiliip sonra 5 mM Amonyum ferrdz siilfat ¢oziilerek hazirlanir.

560 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢iim yapilir.

3.2.8.2. Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢ katma
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir. Standart olarak H,O, kullanilir. Sonuglar umol H,O,
equivalent/L olarak ifade edilir (115).

3.2.9. Yapilan Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar programi
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Ekstraktlar kontrollerin olusturdugu DNA hasar durumu

grafigi ¢izilerek analiz edildi.

72



4. BULGULAR

4.1. Mononiikleer Lokosit Sayim Bulgular

Arastirmamizda saglikli bireyden alinan vendz kan separe edilmek {izere heparinli tiip
icerisine alindi. Heparinize edilmis kandan histopaque-1077 yardimiyla mononiikleer
l6kositler separe edilerek 20 ml’lik kiiltiir ortamina alindi. Giinde iki ekstraktin farkl
konsantrasyonlarinda c¢alismalar yapildi. Thoma lam1 sayiminda, l16kosit slispansiyonlarmin

her mililitresi basmna 1,2-1,5 x 10° I6kosit sayimmi yapildi.

4.2. Mononiikleer Lokosit DNA Hasar1 bulgular:

Deneylerimizde hidrojen peroksitin genotoksik hasarinin olusmasini 6nlemek i¢in iki
farklt yol kullanildi. Bunlarin ilkinde ekstraktlar olusturulmus genotoksik hasari tedavi
amacl olarak verilirken, diger yontemde genotoksik hasarin olusumunu onleme amaciyla
verildi. Genotoksik hasarin tedavi amacgl yapilan tiim deneylerinde her iki ekstraktin tim

konsantrasyonlarinda DNA hasari pozitif kontrole yakin ve hatta daha yiiksek bulundu.

Genotoksik hasarin olusumunu 6nleme amacli yapilan her iki ekstraktin tiim farklh
konsantrasyonlarmin deneylerinde DNA hasar1 pozitif kontroliin ¢ok altinda ve negatif

kontrole daha yakin bulundu. Ayrica ticari yaglarin genetoksik hasarin korunmasinda diger
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ekstraktlara gore daha az etkili oldugu bulundu. Deneylerimizde KES ve EKS ekstraktlarinin

genotoksik hasara kars1 en iyi koruyucu olduklart bulundu.

EKS ekstraktmin tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarm olusumunu
onleme deneylerinde DNA hasant pozitif kontrolin altinda idi ve en iyi ekstrakt
konsantrasyonu 6,25 (1/80 diliisyon) — 12,5 (1/40 diliisyon) mg/dl konsantrasyonlarinda idi.
12,5 mg/dl’lik EKS ekstrakt konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda genetik
hasarin korunmasinda azalma oldugu ve ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hasarin arttig
goriiliirken 6,25 mg/dI’'nin altindaki konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite karsi genetik

hasarin korunmasinin yetersiz oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1.).

KES ekstraktinin tiim farkli konsantrasyonlarinda, genotoksik hasarin olusumunu
onleme deneylerinde, DNA hasart pozitif kontroliin altinda idi ve en iyi ekstrakt
konsantrasyonu 3,12 (1/160 diliisyon) — 6,25 (1/80 diliisyon) mg/dl konsantrasyonlarinda idi.
6,25 mg/dl’'lik KES ekstrakt konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda genetik
hasarin korunmasinda azalma oldugu ve ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hasarin arttig
goriiliirken 3,12 mg/dI’'nin altindaki konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite karsi genetik

hasarin korunmasinin yetersiz oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

THS ekstraktmin tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarm olusumunu
onleme deneylerinde DNA hasarnt pozitif kontrolin altinda idi ve en iyi ekstrakt
konsantrasyonu 2,5 (1/40 diliisyon) mg/dl konsantrasyonunda idi. 2,5 mg/dI’lik THS ekstrakt
konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda genetik hasarin korunmasinda azalma
oldugu ve ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hasarin arttig1 goriiliirken 2,5 mg/dI’nin altindaki
THS ekstrakt konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite karsi genetik hasarin korunmasmin

yetersiz oldugu goriilmustiir (Sekil 4.1).
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Tablo 4.1. : Farkl1 Diliisyonlardaki Sarimsak ve Corekotu Ekstraktlarinin H,O, nin

olusturdugu DNA Hasarma (AU) Kars1 Direnci

POZK | EKS KES THS KTS EKCO KCO
1/10 80 60 22 37 15 40 38
1/20 81 50 14 29 15 20 38
1/40 79 8 7 10 18 30 25
1/80 80 4 3 21 24 28 31
1/160 80 20 2 35 32 11 39
1/320 79 24 16 41 35 12 53
1/640 83 28 24 48 42 44 58
1/1280 81 54 28 54 44 49 66

POZK: Pozitif Kontrol,
EKS: Ezilip kaynatilarak elde edilen sarimsak ekstrakti,

KES: Kaynatilip ezilerek elde edilen sarimsak ekstrakti,

THS: Toz halde elde edilen sarimsak ekstrakti,

KTS: Kaynatilip toz haline getirilerek elde edilen sarimsak ekstrakti,
EKCO: Ezilip kaynatilmis ¢orek otu ekstrakti elde edilmesi

KCO: Ezilmeden kaynatilmis ¢orek otu ekstrakti elde edilmesi

KTS ekstraktnin tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarm olusumunu

onleme deneylerinde DNA hasan pozitif kontrolin altinda idi ve en iyi ekstrakt

konsantrasyonu 5 mg/dl (1/20 diliisyon) konsantrasyonunda idi. 5 mg/dl’lik KTS ekstrakt

konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda genetik hasarin korunmasinda azalma

oldugu ve ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hasarm arttig1 goriiliitken 5 mg/dI’nin altindaki

KTS ekstrakt konsantrasyonlarmda H,O, kars1 genetik hasarin korunmasmm yetersiz oldugu

gortilmistiir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Farkli Diliisyonda EKS, KES, THS, KTS Ekstraktlar1 ve Pozitif Kontrol DNA Hasar1 (AU)

EKCO ekstraktmm tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarin olusumunu
onleme deneylerinde DNA hasarnt pozitif kontrolin altinda idi ve en iyi ekstrakt
konsantrasyonu 1,56 (1/320 diliisyon) — 3,12 (1/160 diliisyon) mg/dl konsantrasyonlarinda
idi. 3,12 mg/dl’lik KES ekstrakt konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda genetik
hasarin korunmasinda azalma oldugu ve ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hasarin arttig
goriiliirken 1,56 mg/dI’'nin altindaki konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite karsi genetik

hasarin korunmasinin yetersiz oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2).

KCO ekstraktinin tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarin olusumunu
onleme deneylerinde DNA hasarnt pozitif kontrolin altinda idi ve en iyi ekstrakt
konsantrasyonu 25 (1/20 diliisyon) mg/dl konsantrasyonunda idi. 25 mg/dl’lik KCO ekstrakt
konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda genetik hasarin korunmasinda azalma

oldugu ve ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hasarin arttig1 goriiliirken 25 mg/dI’nin altindaki
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konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite kars1 genetik hasarin korunmasinmn yetersiz oldugu

gortilmustiir (Sekil 4.2).

100

ONA Hesari (AU)

o KCO

1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280

Sekil 4.2. EKCO, KCO Ekstraktlarinin Farkli Diliisyonlar1 ve Pozitif Kontrol DNA Hasar1 (AU)

TSY’nin tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarin olusumunu onleme
deneylerinde DNA hasar1 pozitif kontroliin altinda idi ve en iyi ekstrakt konsantrasyonu 1.25
(1/800 diliisyon) pl /dl konsantrasyonunda idi. 1.25 pl /dI’lik TSY konsantrasyonunun
iizerindeki konsantrasyonlarda genetik hasarin korunmasinda azalma oldugu ve ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda hasarin  arttig1  goriilirken, 1.25 pl /d’'nin altindaki TSY
konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite kars1 genetik hasarin korunmasinin yetersiz oldugu

gortilmustiir (Sekil 4.3).

TCY’nin tiim farkli konsantrasyonlarinda genotoksik hasarin olusumunu Onleme
deneylerinde DNA hasar1 pozitif kontroliin altinda idi ve en iyi ekstrakt konsantrasyonu 0.31
(1/3200 diliisyon) pl /dl konsantrasyonunda idi ve 0.31 pl /dI’'lik TCY konsantrasyonunun

iizerindeki konsantrasyonlarda genetik hasarin korunmasinda azalma oldugu ve ¢ok yiiksek
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konsantrasyonlarda

hasarin

arttigi

goriiliitken 031 pl  /dI’nin

TCY

konsantrasyonlarinda hidrojen peroksite kars1 genetik hasarin korunmasinmn yetersiz oldugu

gortilmistiir (Sekil 4.3).

Tablo 4.2. : TSY, TCY Ekstraktlarinin Farkl1 diliisyonlarinda Mononiikleer Lokosit DNA Hasar1 (AU)

POZK TSY TCY

1/200 80 38 37
1/400 81 22 34
1/800 79 25 29
1/1600 80 31 23
1/3200 80 39 21
1/6400 79 53 26
1/12800 83 58 31
1/25600 81 66 36

100 =
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m l
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1800 Ly =]
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Sekil 4.3. TSY, TCY Ekstraktlarinmn Farkli diliisyonlarmda DNA Hasar1 (AU)
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Kiiltiir ortaminda mononiikleer lokositlerde H,O, ile DNA hasar olusturulduktan
sonra farkli diliisyonlarda sarimsak ve ¢orek otu ekstraklart ortama ilave edilip bir saat
inkiibasyondan sonra hasar durumu degerlendirildiginde hicbir ekstrakt ile olusan DNA

hasarinda bir azalma veya artmanin tespit edilemedigi goriildii.

Ekstraktlarin minimum DNA hasart olusturan diliisyonlarindaki flasklardan alinan
numunelerden yapilan TAK ve TOS seviyelerinin 6lgiimiinden elde edilen sonuglara gore ;
ortamda yalnizca hiicrelerin bulundugu, ekstraktlarin bulunmadigi numunede TAK’in de en
diisiik seviyede oldugu, ortama sarimsak ekstraktlar1 eklendiginde 1. saatin sonunda TAK
seviyesinin en yliksek oldugu ekstratin KTS oldugu, en az artis gosteren ekstraktin ise EKS
oldugu goriildii. Ortamlara H,O, eklendiginde ise TAK seviyelerinin hizla diislise gectigi
tespit edilmistir. (Sekil 4.4).

Tablo 4.3. Minimum DNA hasar1 dozunda sarimsak ekstraktlarinin iglem siiresince TAK

(mmol Trolox equivalent/L) ile iligkisi.

EKS KES THS KTS TSY
0,0220 0,0220 0,0220 0,0220 0,0220
0
0,0678 0,0778 0,0850 0,0918 0,0717
1
0,0399 0,0365 0,0388 0,0440 0,0433
2

0.0rtamda yalnizca hiicreler var 1. Ortam ekstrakt igeriyor 2. Ortam H,O, igeriyor
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Sekil 4.4. Minimum DNA hasar1 dozunda sarimsak ekstraktlarinin iglem siiresince

TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligkisi.

Minimum DNA hasar1 dozunda yapilan ¢aligmada TAK, ortamda yalnizca hiicreler
oldugunda en diistik seviyesini almistir. Ortama ¢orek otu ekstraktlari eklendiginde 1. saatin
sonunda TAK’1 en fazla artis gdsteren KCO olmustur. En az artis gosteren ise TCY olmustur.
Ortama H,0, eklendiginde ise TAK diisiis egilimine ge¢mistir (Sekil 4.5).

Tablo 4.4. Minimum DNA hasar1 dozunda ¢orek otu ekstraktlarinin islem siiresince

TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligkisi.

EKCO KCO TCY
0 0,0220 0,0220 0,0220
1 0,0674 0,0747 0,0542
2 0,0398 0,0489 0,0394

0.0rtamda yalnizca hiicreler var 1. Ortam ekstrakt igeriyor 2. Ortam H,O, igeriyor
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Sekil 4.5. Minimum DNA hasar1 dozunda ¢orek otu ekstraktlarinin iglem siiresince

TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iliskisi.

Minimum DNA hasarinin oldugu diliisyonda 6l¢iilen TOS seviyeleri ¢ok diisiik iken,
ortama sarimsak ekstraktlar1 eklendiginde 1. saatin sonunda TOS biraz artis egilimi

gostermistir. Ortama H,O» eklendiginde ise TOS maksimum degerine ¢ikmistir (Sekil 4.6).

Tablo 4.5. Minimum DNA hasart dozunda sarimsak ekstraktlarmin islem siiresince

TOS (umol H,0, equivalent/L) ile iliskisi.

EKS KES THS KTS TSY
0 2,1900 2,1900 2,1900 2,1900 2,1900
1 5,2700 5,2000 5,5200 6,1000 5,2400
5 47,240 48,560 48,090 46,4200 49,000

0.0rtamda yalnizca hiicreler var 1. Ortam ekstrakt igeriyor 2. Ortam H,O, igeriyor
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Sekil 4.6. Minimum DNA hasar1 dozunda sarimsak ekstraktlarinin iglem siiresince

TOS (umol H,O, equivalent/L) ile iligkisi.

Minimum DNA hasar1 dozunda yapilan ¢alismada TOS, ortamda yalnizca hiicreler
oldugunda en diistik seviyesini almistir. Ortama ¢orek otu ekstraktlari eklendiginde 1. saatin
sonunda TOS biraz artis egilimi gostermistir. Ortama H,O, eklendiginde ise TOS maksimum

degerine ¢ikmistir (Sekil 4.7).
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Tablo 4.6. Minimum DNA hasar1 dozunda ¢orek otu ekstraktlarinin islem siiresince

TOS (umol H,0, equivalent/L) ile iliskisi.

EKCO KCO TCY

0 2,1900 2,1900 2,1900
5,3500 5,2500 5,2200

: 49,4100 38,2700 51,6300

2

0.0rtamda yalnizca hiicreler var 1. Ortam ekstrakt igeriyor 2. Ortam H,O, igeriyor
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Sekil 4.7. Minimum DNA hasar1 dozunda ¢orek otu ekstraktlarinin iglem siiresince

TOS (umol H,O, equivalent/L) ile iligkisi.

Ortamda yalnizca sarmisak ekstraktlart varken 1/10 dilisyonda TAK’lar
karsilagtirildiginda KES’in degeri maksimum olmustur. EKS’nin degeri ise minumum
olmustur. Ekstrakt diliisyon orani azaldikga TAK dismiistiir. En fazla disiis KES’de
olmustur. En az diistis ise THS de olmustur (Sekil 4.8).
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Tablo 4.7. Ortamda yalnizca sarimsak ekstraktlar1 varken ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinda

TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligkisi.

EKS KES THS KTS
1/200 0,0445 0,0366 1/200 0,0016
1/400 0,0436 0,0398 1/400 0,0384
1/800 0,0398 0,0347 1/800 0,0398
1/1600 0,0413 0,0359 1/1600 0,0475
1/3200 0,004 0,0206 1/3200 0,0341
1/6400 0,0399 0,0365 1/6400 0,0331
1/12800 0,0379 0,0366 1/12800 0,044
1/25600 0,0387 0,0402 1/25600 0,0419
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Sekil 4.8. Ortamda yalnizca sarimsak ekstraktlar1 varken ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarinda

TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligkisi.
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Ortamda yalnizca ¢orek otu ekstraktlar1 varken 1/10 diliisyonda TAK’lar

karsilagtirildiginda KCO ve EKCO degerleri birbirine yakin ¢ikmistir. Ekstrakt diliisyon

orani azaldik¢a TAK diismiistiir. En fazla diisiis EKCO’da olmustur. En az diisiis ise KCO’da

olmustur (Sekil 4.9).

Tablo 4.8. Ortamda yalmzca ¢orek otu ekstraktlar1 varken ekstraktlarn farkli konsantrasyonlarmda

TAK ile (mmol Trolox equivalent/L) iligkisi.

EKCO KCO
1/200 0,0243 0,0259
1/400 0,0387 0,0399
1/800 0,0421 0,0371
1/1600 0,028 0,043
1/3200 0,0237 0,0387
1/6400 0,04 0,0489
1/12800 0,0321 0,058
1/25600 0,0515 0,044
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Sekil 4.9. Ortamda yalnizca ¢orek otu ekstraktlar: varken ekstraktlarin

farkl1 konsantrasyonlarinda TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligki.
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Ortamda yalnizca ticari sarimsak yag1 ve ticari ¢orek otu yagi varken 1/10 diliisyonda
TAK’lar karsilastinldiginda TSY ve TCY degerleri birbirine yakin ¢ikmigtir. Ekstrakt
dilisyon orani azaldik¢a TAK diismiistiir. En fazla diisiis TSY de olmustur. En az diisiis ise
TCY de olmustur (Sekil 4.10).

Tablo 4.9. Ortamda yalnizca Ticari Yag varken yaglarm farkli konsantrasyonlarinda

TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligki.

TSY TGY
1/200 0,0433 0,0318
1/400 0,0395 0,0371
1/800 0,0463 0,0429
1/1600 0,0455 0,0394
1/3200 0,0425 0,0336
1/6400 0,0386 0,0419
1/12800 0,0364 0,0418
1/25600 0,0374 0,0402
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Sekil 4.10. Ortamda yalnizca Ticari Yag varken yaglarm farkh

konsantrasyonlarinda TAK (mmol Trolox equivalent/L) ile iligkisi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismada farkli yontemlerle elde edilen sarimsak ve ¢orekotu ekstraktlarinin kiiltiir
ortamimda mononiikleer 16kosit hiicrelerde H,O’nin olusturdugu DNA hasarmi 6nlemedeki
etkinligi arastirllmistir. Bu amagla dort farkli sarimsak ve iki farkli ¢orekotu ekstraktlarinin
sekiz farkli dilisyonlarinin yani sira ticari olarak satilan sarimsak ve ¢orek otu yaglarinin
farkl1 diliisyonlar1 kullanilmistir. Giiglii mutagen 6zelligi nedeni ile pozitif kontrol olarak

H,0; ve negatif kontrol olarak da sadece DMEM besiyeri kullanilmistr.

DNA hasar seviyesi hassas ve ucuz bir yontem olan alkalin tek hiicre elektroforez
yontemi (Comet Assay) ile, oksidatif durum Erel yontemi olan TAK veTOS 6l¢iim metodu

ile tayin edilmistir.

Koruyucu etkinlikte kiiltlir ortamindaki mononiikleer 16kositlere dnce ekstraktlar veya
ticari yaglar farkl diliisyonlarda uygulanmis ve ardindan hemen H,O, eklenmis, neticede
H,0; ’in DNA hasarlayici etkisine kars1 ekstraktlarin belirli dozlarda maksimum bir savunma
hatt1 olusturarak DNA hasarm1 6nemli fakat farkli derecelerde azalttig1 ortaya konulmustur.
Bununla birlikte kiiltiir ortaminda bulunan 16kositler 6nce H»O, ile hasara ugratilip daha
sonra ayni ekstraktlar ile muamele edildiginde olusan hasarin tamir edilmedigi goriilmiistiir.
Ayrica, kiiltiir ortamma ilave edilen ekstraktlarda TAK ve TOS seviyeleri tayin edilerek
DNA hasar1 ile oksidatif durum arasindaki iligki aragtirilmig, ekstraktlarin TAK seviyelerinin

diliisyon artis1 ile birlikte azaldigt DNA hasarina direncin en yiiksek oldugu ekstraktlarda
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antioksidan seviyeninde en yiiksek diizeyde oldugu ancak H,O, ilavesi ile birlikte antioksidan
kapasitenin hizla diistiigii tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma toplumda fitoterapide yaygin
olarak kullanilan sarimsak ve ¢orekotunun DNA hasari olusumunu 6nlemede etkinligini ve
bu etkinlik ile ekstraktlarin antioksidatif kapasiteleri arasindaki iliskiyi aragtiran ilk

calismadir.

Son yillarda, insanlarin yaklasik 5000 yildir gida maddesi olarak kullandig
sarimsagin (Allium sativum ) ve ¢orekotunun, bakterisidal, hipoglisemik, antitrombotik,
antiatherosklerotik, antimutagenik ve antikanserogenik etkileri ile ilgili pek ¢ok c¢alismanin
yapilmakta oldugu ve pek ¢ok hastaligin tedavisinde fitoterapotik ajan olarak kullanildigi
bilinmektedir (116, 117). Biz c¢alismamizda, insan mononiikleer lokosit hiicreleri ile
olusturulan kiiltiir ortaminda bu iki bitkinin farkl1 yontemlerle elde edilen ekstraklarinin farkli
dilisyonlarinin bir taraftan DNA hasar1 ousumuna karsi direnclerini, dolayisi ile kanser
olusumunu 6nlemedeki etkilerini arastirirken, diger taraftan olusturulan DNA hasarini tamir
edip edemediklerini ve bu etkiler ile ekstrakt uygulanan ortamin oksidatif durumu arasindaki

iligkiyi aragtirdik.

Yaptigimiz c¢aligmada, hiicre kiiltiir ortaminda mononiikleer lokosit hiicre DNA’
larinm H,O, nin genotoksik etkilerine karsi en iyi koruyucu etkinligin EKS ve KES
ekstraktlarinda oldugu, bu ekstraktlardan en iyi DNA hasarina kars1 en etkili direncin EKS
icin 1/80 lik diliisyonun (6.25 mg/dl), KES i¢in ise 1/160 ik diliisyonun optimum
konsantrasyon oldugu, KES ile karsilastinldiginda EKS ekstrakti daha yiiksek
konsantrasyonlarda etkin koruma saglayabildigi ve negatif kontrol ile neredeyse aynit DNA
hasar1 cevabi verdigi goriilmiistiir. Bu iki formun diger formlardan ayrilan en &nemli
ozelligi, bitkinin sadece ezilme ve kaynatma islemlerine tabi tutulmasidir. Kurutulmus ve toz
haline getirilmis sarimsak ekstraktlarinda ise DNA hasarina kars1 direncin daha diisiik
seviyelerde kaldig1 tespit edilmistir. Bulgular, sarimsagin DNA hasarina karst etkili bir
sekilde diren¢ olusturdugunu ancak, bu etkinin olusabilmesi i¢i optimum bir doza ve

ekstraksiyon yontemine gereksinim duyuldugunu, optimum dozun altinda ve iistiindeki
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konsantrasyonlarda DNA hasarina kars: direncin diistliglinii, kurutma toz haline getirmekle
elde edilen sarimsak ekstraktlarin taze kaynatilarak elde edilen ekstraklara gére DNA hasarini

onleyici bir kisim 6zelliklerini kaybetmis olabilecegini gostermektedir.

Corek otu ekstraktlar olan EKCO ekstraktinin en iyi etkin koruyuculuk dozlar1 1/320
dilisyon (1,56 mg/dl) ve 1/160 dilisyon (3,12 mg/dl) konsantrasyonlarinda iken KCO
ekstraktinda 1/20 diliisyon (25 mg/dl) konsantrasyonundadir. Corek otu ekstraktlar
karsilastirldiginda KCO yontemine gore, EKCO yonteminde daha diisiik dozlarda koruyucu
etkinligin esit derecede olmasi ekstraktin hazirlanma bigimiyle iligkili olabilir. EKCO
ekstraktinda kaynatma isleminden 6nce ezme islemi yapilmis iken KCO ekstraktinda ezme
islemi yapilmamistir. Buradan ezme islemi ile birlikte ¢orek otu yapisindaki molekiillerin
kaynatma islemi sirasinda daha fazla miktarda ekstraksiyon sivismma ge¢cmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica sarimsak ekstraktlarindan EKS ve KES ekstraktlarinin ¢érek otu
ekstraktlar1 olan EKCO ve KCO ile ayni yontemlerle (kaynatma ve ezme) elde edilmis
olmalarina ragmen sarimsak ekstraktlarindaki koruyucu etkinlik ¢orek otu ekstraktlarma
nazaran daha yliksek bulunmus olmasi, sarimsagm koruyucu etkinliginin ¢orek otuna gore

daha fazla oldugunu gostermistir.

Ticari yag formlarindan olan TSY formunun en iyi etkin koruyucu dozu 1,25 (1/800
diliisyon) pl /dl iken TCY formunun 0,31 (1/3200 diliisyon) pl /dl bulunmustur. Her iki
formda da koruyucu etkinlikler birbirine yakin bulunmus ve yaklasik hidrojen peroksidin
oksidan etkisini dortte bir oranma diislirmiislerdir. Ancak diger ekstraksiyon yontemlerine
gore koruyucu etkinlikleri yeterli olmamistir. Sonuglar ticari olarak satilan sarimsak ve
corekotu yaglarnin elde edilisi sirasinda bu bitkilerin DNA hasarin1 6nleyen bir kisim
ozelliklerinin kayboldugunu, bizim kullandigimiz ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen

ekstraktlarin ticari olarak satilan yaglara gére daha etkin oldugunu gostermistir.
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Kiiltiir ortaminda mononiikleer lokositlerde H,O, ile DNA hasar olusturulduktan
sonra farkli diliisyonlarda sarimsak ve ¢orek otu ekstraklart ortama ilave edilip bir saat
inkiibasyondan sonra hasar durumu degerlendirildiginde hicbir ekstrakt ile olusan DNA
hasarinda bir azalmanin tespit edilememesi, ¢orekotu ve sarimsagin daha ¢ok DNA hasari ve
kanser olusumunu Onlemede proflaktik olarak etkili olabilecegini (118, 119), dolayis ile
ozellikle saglikli kisilerin kansere yakalanmamak ig¢in tiiketmeleri gereken bir besin
oldugunu, DNA’s1 hasarlanan veya kanser olan bir kisinin DNA’sin1 tamir etmede fazla

etkinliginin olmayabilecegini gostermistir.

Ekstraktlarin minimum DNA hasart olusturan diliisyonlarindaki flasklardan alinan
numunelerden yapilan TAK ve TOS seviyelerinin 6l¢iimiinden elde edilen sonuglara gore;
ortamda yalnizca hiicrelerin bulundugu, ekstraktlarin bulunmadig1 numunede TAK’in da en
diisiik seviyede olmasi, ortama sarimsak ekstraktlari eklendiginde ise 1. saatin sonunda TAK
seviyesinin en yiiksek seviyeye ¢ikmasi ve ortama H,O; eklendiginde ise TAK seviyelerinin
hizla diisiise gegmesi DNA hasarin1 dnlemede sarimsak ve ¢orekotunda bulunan antioksidan

icerikli bilesiklerin 6nemli rollerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Minimum DNA hasarinin oldugu diliisyonda dlgiilen TOS seviyeleri ¢cok diisiik iken,
ortama sartmsak ve ¢orekotu ekstraktlar1 eklendiginde 1. saatin sonunda TOS biraz artis
egilimi gostermesi ve ortama H,O, eklendiginde ise TOS maksimum degere c¢ikmasi

sarimsak icerisinde de az da olsa oksidan i¢erikli meddelerin bulunabilecegini géstermistir.

Corek otu ve sarimsak ekstraktlarinin ezilmis ve kaynatilmis formlarmin DNA
hasarina kars1 direng olusturma etkinlikleri arasinda da istatistiki bakimdan anlamli bir fark

tespit edilememistir.
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Biz bu calismayla ¢orek otunun ve sarmmsagin sitotoksik bir ajan olan H,O,’nin
DNA’da hasar olusturucu etkisine karsi 6nemli derecede koruyucu 6zellige sahip oldugunu
ancak hasarlanan hiicreleri tamir etmede yetersiz kaldiklarini tespit ettik. Dolayist ile bu
bitkilerin, DNA hasarinin neden oldugu hastaliklar olustuktan sonra degil de, olusmadan 6nce
koruyucu olarak ve optimum dozda alimmin saglanmasi gerektigini, gosterdik. Caligmamiz
in vitro hiicre kiiltiirii ortamimda yapilan bir ¢aligmadir. In vivo ¢aligmalarla desteklenmesi

gerektigini diislinmekteyiz.
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