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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Nigella sativa SULU EKSTRESININ OKSIDATIF DNA HASARINA ETKILERI

Sohret YUKSEK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

Corek Otu (CO) (Nigella sativa)’nun antibakteriyel, antikanserojenik, antiinflamatuar ve
antioksidan aktivite gibi insan saglig1 i¢in faydali ozelliklere sahip oldugu ortaya konmustur.
CO’nun antioksidan aktivitesi serbest radikallere karsi, hiicre bilesenlerini korumasi ile
aciklanabilir. Calismamizda mononiikleer l6kositlerde oksidatif DNA hasarina karst CO sulu
ekstresinin potansiyel koruyuculugunu degerlendirdik. Hiicreler 37°C’de 30 ve 60 dakika
stiresince sulu ekstrenin farkli konsantrasyonlar1 (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ug/mL) ile
muamele edildi. Oksidatif stresin indiiklenmesi i¢in 5 dakika stire 10 ve 50 mM H;0;’ye maruz
birakildi. Oksidatif hasar degerlendirilmesi DNA fragmentasyonu i¢in alkali tek hiicre jel
elektroforezi (comet assay) kullanilarak yapildi. CO sulu ekstresinin 100-25 pg/mL
konsantrasyonlar1 ile muamele DNA hasarin1 azaltti. Boylece H,O, tarafindan olusturulan

endojen DNA hasarina kars1 hiicresel koruma gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Corek otu sulu ekstresi, comet assay, mononiikleer 16kositler, Nigella
sativa, oksidatif DNA hasari



ABSTRACT
M.Sc Thesis

EFFECTS OF Nigella sativa AQUEOUS EXTRACT ON OXIDATIVE DNA DAMAGE

Soéhret YUKSEK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

The black cumin (Nigella sativa) is claimed to have beneficial properties for human health,
such as anti-bacterial, anti-carsinogenic, anti-inflammatory and antioxidant activities. The
antioxidant effects of the black cumin may be partly explained by protection of cell components
against free radicals. We evaluated the effect of aqueous black cumin extract for its potential
protecting agent against oxidative damage to DNA in mononucleer leukocytes. Cells were pre-
treated with various concentrations (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ug/mL) of the extract for 30
min-60 min at 37°C. Cells were then exposed to 10 and 50 mM of H,O, for 5 min as an
induction of oxidative stress. Evaluation of oxidative damage was performed using alkaline
single-cell gel electrophoresis (Comet assay) for DNA fragmentation. Pre-treatments with black
cumin extract reduced DNA damage at the concentrations of 100-25 pg/mL. Thus, black cumin
showed cellular protection against endogenous DNA damage produced by H,O,.

Keywords: Black cumin extract, comet assay, mononucleer leukocytes, Nigella sativa,

oxidative DNA damage
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Kisaltmalar
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CH;s . Metil

COMET : Tek hiicre jel elektroforezi
CO: Corek otu

COE: Corek otu ekstresi

DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit
EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit
FISH: Floresans In Situ Hibridizasyon
G-C: Guanin-Sitozin

HCI: Hidroklorik asit

HR: Homolog rekombinasyon
H,0,. Hidrojen peroksit

IgG: Immiinoglobiilin G

KCI: Potasyum Kloriir

KH2POy,. Dipotasyum hidrojen fosfat
KoHPO,. Dipotasyum fosfat

LMPA: Diisiik erime noktali agar
LOOH: Lipid hidroperoksit

MDA: Malondialdehit

NaCl: Sodyum klortir

NaOH: Sodyum hidroksit

NMPA: Normal erime noktali agar
mG: 06-Metilguanin

N7-meG: N7-metilguanin

OH: Hidroksil

PBS: Fosfat Tampon Soliisyonu
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu
Rpm: Dakikadaki doniis hzi




RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

SH: Standart hata

SSBs: Tek iplik kirikliklar

SSDNA: Tek iplikli DNA

TUNEL: Terminal deoksiniikleotidil transferaz araciligiyla dUTP son ug
etiketlemesi

T-A: Timin-Adenin

(UAVA Ultraviyole
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1. GIRIS

Bir organizmanin yasami i¢gin DNA’nin biitiinliigii ve kararlilig1 esastir. Fakat en iyi
kosullarda bile DNA i¢ ve dig genotoksik ajanlar tarafindan devamli hasara ugratilir.
Olusan hasar tamir edilemedigi takdirde kontrollii hiicre 6liimiine veya kansere kadar

giden hastaliklara neden olabilmektedir.

Gliniimiizde, bitkisel ila¢ ve dogal bilesiklere olan ilgi giin gectikge artmaktadir.
Gelismis iilkeler tarafindan bitkilerin 6nemi fark edilmis ve sonug olarak da, bitkilerin
faydalarina inanan insanlarin artig1 ile bitkilerin tamamlayict ya da alternatif tipta

kullanimi da son derece artmustir.

Epidemiyolojik calismalarda meyve, sebze ve tahillarin diizenli tiiketimi kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklarin ilerleme riskini azalttig
belirlenmistir (Silva et al. 2005, Tosetti et al. 2009). Burada dogal bitki kaynakli olan
gidalarin besleyici olmayan fitokimyasallarin varligi rol oynamaktadir (Tosetti et al.
2009, Zheng and Wang 2001).

Insan diyetindeki mevcut olan ¢ogu fitokimyasal 6zel hedef ile etkilesime girmek igin
spesifik olarak hazirlanmis ilaglardan farklhidir. Her fitokimyasal molekiil birden fazla
hedef molekiil ile etkilesir. Bu yiizden farkli sinyal yollarinda, genlerin ifadesinde ve
cesitli metabolik yollarin modiilasyonunda etkilidir (Raspor et al. 2005, Manach et al.
2009). Fitokimyasallar; polifenoller, terpenoidler, alkoloidler ve diger azotlu bilesikler,
karbonhidratlar ve yaglar olmak iizere birkag ana gruba ayrilabilir. Bu bilesiklerin

bazilarinin serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri belirtilmistir.

Serbest radikaller nedeniyle kanser, diyabet, ateroskleroz, inflamasyon ve erken
yaglanma ortaya ¢ikmustir (Silva et al. 2005, Manach et al. 2009). Serbest radikal
stiptiricii 6zelligi; antigenotoksik ve antiaging etkisinin yani sira, antioksidan aktivite
ile de ilgilidir. Bu yiizden, antioksidanlar zincir reaksiyonlarinin oksitleyici yayilimi ve
inhibisyonunun baglamasiyla lipidlerin veya diger molekiillerin oksidasyonunu
geciktirebilir veya engelleyebilir (Zheng et al. 2001) ve dolayisiyla genotoksisiteyi ve

hiicre yaslanmasini 6nleyebilir.



Bu calismada, fitoterapide sik¢a kullanilan Nigella sativa (¢orek otu) ekstresine ait
degisik konsantrasyonlarinin, in vitro insan mononukleer 16kositlerinde, tek hiicre jel
elektroforez yontemiyle, H,O; ile indiiklenmis oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu

etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 DNA Hasan

DNA’da meydana gelen olumsuz degisiklikler kendisinden sonra gelen nesillere
aktarilan genetik bilgiyi de degistirebilir. i¢inde 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 (Couladis et al. 2003).

Genom, DNA hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar kaynaklar
eksojen veya endojen olabilir. Eksojen kaynaklar igerisinde, glinesten gelen ultraviole
1isinlari, iyonize radyasyon, mantar kaynakli aflatoksin, sigara ve bircok kemoterapotigi
sayabiliriz. Endojen kaynaklara o6rnek olarak, oksidatif metabolizma, DNA’nin
kendiliginden degisimleri, immiinolojik g¢esitliligi olusturan V(D)J rekombinasyon
mekanizmasini (antijen tanima bolgelerini kodlayan ekson V, D ve J seklinde ii¢
segmentten olusur ve bu segmentlerin bir ¢ogu farkli kombinasyonlarla bir araya

gelebilir) verebiliriz (Int.Kyn.1).

DNA hasar1 sonucu, DNA baz modifikasyonlari, tek ve ¢ift iplikli kirikliklari, apiirinik
ve apirimidinik (AP) bolge olusumu gibi DNA lezyonlari, ¢gogu mutasyon sonucu, erken
yaslanma ve hatta hiicre 6limleri meydana gelir (Nash et al.1996, Salmon et al. 2004,
Milgrom et al. 2007).

DNA hasarmin cesitli tiirleri arasinda AP bolgeleri en sik goriilenleridir. Bir ¢aligmada
normal insan karaciger hiicrelerinin genom bagina yaklasik 50.000 AP bdlgelerinin
mevcut oldugunu gostermektedir (Nakamura and Swenberg 1999). AP bdélgelerinin bol
olmasimin yan1 sira, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu engelleyerek genetik bilgi
icin biiylik bir tehdit olusturur (Friedberg 2003). AP bolgeleri N-glikozidik bagin
kendiliginden hidrolizi ile veya DNA’da N-glikozilaz enzimi tarafindan hasarl
bolgelerin kaldirilmasi sonucu olarak ortaya c¢ikabilir. Ayrica, tek iplik kirikliklar
(SSBs) ile 3’-5° sonlanmalarinin olusumuyla DNA’da N-glikozilaz /liyaz ya da AP



endoniikleaz enzimleri tarafindan AP boélgelerinin uzaklastirilmasiyla bu bolgeler DNA
polimeraz veya DNA ligazlar tarafindan substrat olarak kullanilamaz hale gelmesine
sebep olur (Krokan et al. 1997).

Hasarli DNA, N7-metilguanin (N7-meG), 5,6-dihidroksi-5,6-dihidrotimin, urasil gibi
lezyonlarin ¢esitli {iriinleri, normal bazlarin metilasyon, oksidasyon ve deaminasyonu ve
8-oxo0-7,8- dihidroguaninin (8-oxoG) oksidatif hasarinin iiriinleri ile farkli yollardan

meydana gelebilir (Boiteux and Guillet 2004).

8 oxoG mutajenez ve karsinojenez agisindan 6nemlidir, ¢linkii adenin ile eslesebilir ve
G-C T-A transversiyonuna neden olabilir (Kelley et al. 2003). Mutajenik 8-
hidroksiguanin lezyonlar1 yash ve kanser hiicrelerinde yiiksek diizeyde bulunur. Ayrica,
urasil gibi bazlar replikasyon ve onarim sirasinda DNA’ya dahil edilebilir. Hiicrelerin,
DNA onarim ve tamir mekanizmalarini igermesi oksidatif DNA hasarinin farkli DNA

hasar tiplerini 6nler (Salmon et al. 2004).

2.2 DNA Tamiri ve Mekanizmalari

DNA’da olusan kii¢iik hasarlar ¢ogu zaman DNA onarim sistemleri tarafindan onarilir.
Bu cevaplardan herhangi birinin islev gormemesi, hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile

sonuglanir (Sekil 2.1) (Iint.Kyn.1).

DNA

Hasan Mstasvon KANSER
Repllasyon
Hatalan:

4 Replikasyor pe—jm- " _—

ﬂ DNA Hasan

DNA Genomik YASLANMA
Onarm Kacarszhk

Sekil 2.1 DNA hasar1 sonucu olusan siire¢ (Int.Kyn.1)



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

tamir mekanizmalarinda gorev alirlar.

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

B- O6-metilguanin tamiri

C- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu

Eksizyon (kesip-¢ikarma) Tamiri

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

B- Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)
C- Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri (MER)
Replikasyon Sonrasi (post-replikasyon) Tamiri

SOS Tamiri

Cift Zincir Kiriklarimin Tamiri

A- Serbest uglarin non-homolog baglanmasi ( NHEJ )

B- Homolog rekombinasyon ( HR )

2.2.1 Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi (Reversal of Damage)

A. Fotoreaktivasyon

UV-15181n etkisiyle meydana gelen pirimidin (veya piirin) dimerleri, goriiniir 1s1kla aktif
hale gegirilen bir enzim (fotoliyaz) tarafindan yok edilmesiyle meydana gelen olaydir.
Fotoliyaz 151k enerjisini tutar ve drnegin timin dimerlerinin bulundugu bolgede DNA’ya
baglanip dimerler arasindaki kovalent baglar1 kirmakta kullanir; zarar gérmiis bazlari

dogrudan eski haline cevirir (Int. Kyn. 1, int. Kyn. 2).

B. O6-metilguanin tamiri

O6-Metilguanin (mG) alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiiksek oranda
mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis

metillenen bazlarim CHj gruplarini kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal



Guanin olusumunu saglar. Bunu yaparken enzim de geri donlisiimsiiz olarak

baskilanmis olur ve islev goremez hale gelir (Int. Kyn. 1).

C. Basit tek zincir kiriklarimin ligasyonu

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

grubu arasindaki fosfodiester bagini meydana getirir (Int. Kyn. 1).

2.2.2 Eksizyon (Kesip-Cikarma) Tamiri

DNA’daki hasarli bazin oligoniikleotid parcalar1 olarak ¢ikartilip bu bdlgenin dogru
bazlarla doldurulmasi ve olusan ¢entigin ligasyonla kapatilmasi esasina dayanir. 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 (Int. Kyn. 1).

A. Baz eksizyon tamiri (BER)

DNA bazlarmin kendiliginden 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 apiirinik ya da apirimidinik bolge olusturur.
AP endoniikleaz denilen bagka bir enzim, bazin1 kaybeden bdlgede seker-P arasindaki

bag1 keser (Int. Kyn. 1).

Deoksiribofosfodiesteraz denilen bagka bir enzim bazin kaybedildigi yerin ¢evresini
temizleyerek DNA polimeraz enziminin rahat ¢alismasina olanak verir. Bu enzim de
boslugu kalip zinciri kullanarak doldurur. Zarara ugramig DNA ipliginin kusurlu

bdlgenin iki tarafinda kesen bir endoniikleaz tarafindan iplikte bir kirik meydana gelir.



5'—3" eksoniikleazin iplikteki kusurlu bolgeyi yok edilir. Boglugun bir tarafinda olusan
3'-OH grubunu primer olarak, tamamlayici dizileri tagiyan zinciri de kalip gibi kullanan
DNA polimeraz tarafindan yeni bir iplik sentez edilir ve DNA ligazin yeni sentez edilen

parcanin 3' ucunu eski iplige kovalent bigimde baglanir ( Int. Kyn. 1).

B. Niikleotid ¢cikarma onarim (nucleotide excision repair / NER)

Bilinen en genel ve etkili onarim mekanizmasidir. Yeterince islev gorememesi
yaslanma, kanser olusumu, ¢esitli kalitsal ve norodejeneratif bozukluklar ile sonuglanir.
Niikleotid eksizyon onarim mekanizmasinin bozuk oldugu genetik gegisli nadir goriilen
li¢ sendrom tanimlanmuistir:

Kseroderma pigmentosum,

Cockayne sendromu,

Trikotiyodistrofi (Int.Kyn. 2).

C. 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 biiylik¢e (1000-2000 niikleotid kadar) bir bolgeyi
yok eder (Int.Kyn. 2). Tek zincirli bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve
DNA ligaz tarafindan kapatilir.

2.2.3 Replikasyon Sonrasi (Post-Replikasyon) Tamiri

DNA hasar1 diger tamir sistemleri ile tamir edilememisse, replikasyondan sonra aktif
olan mekanizmadir. Bir lezyon bulunduran DNA replike olurken, DNA polimeraz 6nce
lezyon yerine gelerek duraklar. Hasarl1 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 (Int. Kyn. 1,
Int.Kyn. 2).

2.2.4 Acil (SOS) Tamir Sistemi

DNA hasarmin yiiksek oranda oldugu ve diger tamir mekanizmalarinin basarili
olamadigi 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
hasari ile karsilagildiginda, 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 gerceklesir. Hataya

meyilli tamir sistemidir (int. Kyn. 1, Int. Kyn. 2).

2.2.5 Cift Zincir Kiriklarimin Tamiri

Cift zincir kiriklart kendiliginden olusur ve genellikle hiicrenin reaktif oksijene yaniti
olarak ortaya cikar ve iki ayr1 mekanizma bu potansiyel 6liim lezyonlarini diizeltir. Cift
zincir kiriklan diizeltilmediginde kromozom aberasyonlarina ve kanser Oncesi evreye

gecise neden olabilir.

DNA cift zincir kiriklart iki sekilde tamir edilir. Bunlar serbest uglarin homolog
olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog end joining) (NHEJ) ve homolog
rekombinasyon olmak fiizere iki farkli mekanizma ile gergeklesebilir (int. Kyn. 1,
Int Kyn. 2).



A. Homolog olmayan ug¢ birlesmesi

Eger boliinmeyen bir hiicrede ¢ift zincir kiriklar1 olusmussa kardes kromatidler de kalip
olarak kullanilamaz ve bu kiriklar hi¢ tamir edilmemektense hatali da olsa, hatta bazi

baz dizileri kayip bile olsa tamir edilirler (int. Kyn. 1, Int.Kyn. 2).

B. Homolog uc birlesmesi

Cift iplik kiriklart onariminin daha etkili bir yoludur. Homolog rekombinasyon kardes
kromatidleri kullanarak ¢ift zincir kiriklarint onarir. Bu nedenle onarim hatadan arinmis
bir onarimdir. Saglam DNA’daki dizi bilgisi bir genel rekombinasyon mekanizmasi ile
cift iplik kirig1 olan bolgeye tasinir. Reaksiyon, eslesen DNA dizilerini taniyip bir araya
getiren rekombinasyon proteinlerini gerektirir (int. Kyn. 1, Int.Kyn. 2).

Bu komplementer dizi onarim reaksiyonunda kalip olarak kullanilacaktir.
Komplementer dizi bulunduktan sonra homolog hasarli ve hasarsiz DNA arasinda
birlesik bir molekiil yapisit olusur. Hasarli dizideki kaybolan dizi kardes kromatiddeki
diziden kopyalanir (int. Kyn. 1, Int.Kyn. 2).

2.3 Oksidatif Stres

Bir veya birden fazla eslenmemis elektron iceren molekiil veya molekiil parcaciklar
serbest radikal olarak adlandirilmaktadir (Berger 2005, Valko et al. 2006).
Ciftlenmemis elektron igeren serbest radikaller stabil olmayip son derece reaktiftirler.
Reaktif molekiiller kararli hale gegebilmek icin elektron arar ve diger molekiillerden
elektron kopararak kararli hale gelirler. Ancak elektronu alinan molekiiller kararsiz hale

gecerek, serbest radikallere doniismektedir (Chauhan and Chauhan 2006).

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda
tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine karsi koyabilmek icin antioksidan savunma

sistemleri mevcuttur. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi



serbest radikallerin etkisini tamamen ortadan kaldiramaz ve oksidatif stres olarak

adlandirilan durum ortaya ¢ikar (Serafini 2004).

Cizelge 2.1. Sik Karsilagilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (Diindaroz vd. 2003).

Radikal Simge Tammlama
Hidrojen H* Bilinen en basit radikal
Siiperoksit 0" Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiriini
Hidroksil OH® En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
Hidrojen H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi
peroksit zayif
Singlet oksijen Oy Yartlanma 6mrii hizli, giiglii oksidatif etkili
Perhidroksi . Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
radikal H0. artirir

] ) Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
Peroksil radikal ~ROO"

lokalize olur
Triklorometil ccly CCl4 metabolizmasi tiriinii karacigerde tretilen bir
radikal
Tiol radikali . Silfiirli ve giftlenmemis elektron igeren tiirlerin
RS genel ad1
Alkoksil . Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen
RO metaboliti
Azot oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo tretilir.
Azot dioksit NO; NO’in oksijen ile reaksiyonundan {iretilir.

Canli organizmada olusabilen radikallerin sayisi yiizlerle ifade edilse de, bu radikaller
arasinda stiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroksil radikallerinin 6zel yerleri
vardir. Hatta bu radikaller i¢inde siiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller igerisinde
yer alabilir. Ciinkii siiperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla, siireli ve
onemli miktarda {iretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde
tanidigimiz diger biitiin 6nemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif tiirlerin

olusumunu baglatabilecek 6zelliktedirler (Kiling ve Kiling 2002).
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Serbest radikaller, hiicrelerde DNA, lipid, protein, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli organik bilesikler iizerinde etki gosterirler. Serbest radikallerin etkilerine karsi
en hassas olan biyomolekiiller lipidlerdir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon {iriinleri ortaya koyarlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif
yikimi lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve olduk¢a =zararlidir. Hiicre
membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin olugmasi, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) sebep oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul
edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonu "enzimatik olmayan lipid

peroksidasyonu" olarak tanimlanir.

Hiicre membranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri, lipid peroksidasyonuna
ugrayan baslica yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki
konjuge c¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipid
peroksidasyonu sonucu meydana gelen lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilmas1 i¢in
gecis metalleri iyon katalizi gerekmektedir. Plazma membrani1 ve subselliiler organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarmmin hepsiyle uyarilabilir ve gecis

metallerinin  varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O,) Fenton

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali olusmas1 zincir reaksiyonunu baslatabilir. Lipid
peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize olurlar veya baslangictaki etki alanlarindan

difiize olup hiicrenin diger boliimlerine de mevcut hasari yayarlar.

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
(MDA) olusur. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik
ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle
1yi korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA 6l¢iilmesi lipid peroksit
seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu ¢ok

zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve lrettigi reaktif
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aldehitlerle, dolayli olarak da diger hiicre bilesenlerine zarar verirken doku hasarma ve

pek ¢ok hastaliga da sebep olmaktadir (Tietz 1995).

Coklu doymamis yag asitlerine gore proteinler, serbest radikallere karsi daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal zararlarindan etkilenme derecesi amino asit
dizilisleri ile iligkilidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
doymamis bag ve kiikiirt iceren amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirlerken; etkilenme sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli organik radikalleri olusturur. Serbest radikallerin etkileri sonucunda,
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi bulunan
proteinlerin tersiyer yapilart bozulur ve normal fonksiyonlarini yerine getiremezler.
Reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireten reaksiyonlara maruz kalan prolin ve lizin
aminoasitleri nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin de serbest
radikallerin etkilerinden onemli oranda zarar goriir. Ozellikle oksihemoglobinin

stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle (H,0,) reaksiyonu methemoglobin

olusumunu gergeklestirir (Burtis and Ashwood 1999).

Serbest radikallerin DNA iizerinde yaptiklart hasar oldukga 6nemlidir. Serbest radikaller
DNA’nin baz dizileri ile reaksiyona girerek DNA dizininde hasarlar olustururlar ve bu
hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesine neden olurlar (Kaynak 2002). Yine serbest
radikaller niikleik asitlere etki ederek temel yapidaki ¢ift sarmalin kirilmasina, sarmala
yeni baz ve seker gruplarinin eklenmesine ve molekiiller arasinda ¢apraz baglarin

kurulmasina sebep olabilmektedir.

Hidroksil radikali, deoksiriboz sekeri ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek bir seri
degisikliklere yol agmaktadir. DNA iizerine atakta bulunan hidroksil radikallerinin bir
iirtinii olan 8-hidroksi guanozinin varlig1 insanda DNA hasarinin bir gostergesidir. H,O;
ise membrandan kolayca ge¢ip hiicre ¢ekirdegine ulagarak, burada DNA hasarina, hiicre

fonksiyon bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine bile sebep olabilir.

Karbonhidratlar tizerinde de serbest radikallerin O6nemli etkileri bulunmaktadir.

Otooksidasyon sonucu monosakkaritlerden; hidrojen peroksit, peroksitler ve
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okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitlerin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda capraz baglar olusturma 6zelligi vardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 antimitotik
etki gosterirler. Boylece yaslanma olaylarinda ve kanserlesmede dnemli bir etkendirler

(Akkus 1995).

2.4 Oksidatif Stres ve DNA Hasarim Onlemede Fitokimyasallar

Insan saglhig iizerine olumlu etkileri olan bitkisel kaynakli (sebze, meyve ve tahillar)
biyolojik olarak aktif bilesikler fitokimyasallar olarak adlandirilir. “Fito” Yunanca’da
bitki anlamina gelmektedir, ‘“kimyasal” ise bitkilerde bulunan kimyasal bilesikleri

belirtmektedir.

Fitokimyasallarin kanser, koroner kalp hastaligi, diyabet, yiiksek kan basinci,
enflamatuar, viral ve parazitik hastaliklar, psikotik bozukluklardaki yararl etkileri son
zamanlarda yapilan calismalarla ortaya konmustur (PADA 1995, Dillard and German
2000). Fitokimyasallar saglik izerindeki olumlu etkilerini su yollarla saglar;

» biyokimyasal reaksiyonlarda substrat,

» enzimatik reaksiyonlarda kofaktdr,

» bazi enzimatik reaksiyonlarin inhibitori,

» bagirsaklarda zararli ve istenmeyen maddeleri baglaylp uzaklagtiran

absorban/sekestran,

A\

hiicre membrani ve hiicre i¢cinde bulunan reseptorleri agonize veya antagonize
eden ligandlar olarak,

reaktif toksik ajanlar1 yakalayarak,

esansiyel besin dgelerinin absorpsiyon ve stabilitesini arttirarak,

yararli gastro-intestinal bakterilerin ¢ogalmasini arttirarak,

yararl oral, gastrik ve intestinal bakteriler i¢in substratlar1 fermente ederek,

YV V VYV V V

zararli mikroorganizmalart 6zgiil olarak inhibe ederek (Dillard and German
2000).
Cogu kronik hastaligin gelismesinde serbest oksijen radikallerinin rolii oldugundan

fitokimyasallar giderek daha ¢ok 6nem kazanmaktadir. Tiikettigimiz sebze, meyve ve
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tahillarda yaklasik 8000 farkli fitokimyasal vardir. Bitkilerde denge halinde bulunan ¢ok

sayidaki bu fitokimyasallarin yapay olarak taklit edilmesi zordur.

Oksidatif stresin artmasi biiyiik biyomolekiillere zarar verir, kalp hastalig1 ve kanser
riski artar. Oksidatif hasar degisik mekanizmalar ile timor olusumunda rol oynar.
Serbest radikallerin yarattig1 oksidatif stresin dnlenmesi ve etkisinin en aza indirilmesi
icin yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir. Fenol ve karotenoidler gibi ¢ok c¢esitli
antioksidan bilesikler iceren sebze ve meyveler, hiicreleri oksidatif stresten koruyarak

kronik hastalik riskini azaltir (Prior 2003).

Hastaliklarin onlenmesi ve tedavisinde bitkilerde bulunan karotenoidler, antioksidan
vitaminler, fenolik bilesikler, terpenoidler, steroidler, indoller ve lif rol oynamaktadir.
Cay katesinleri, domates likopeni, yesil yaprakli sebzelerden lutein ve zeaxanthin gibi
bitkisel bilesikler de bunlara eklenebilir (Hasler 2002, Nishino et al. 2002).

Fitokimyasallar oksidan radikallerin yakalanmas1 yan sira detoksifiye edici enzimlerin
aktivasyonu, immiin sistemin uyarilmasi, hiicre ¢cogalmasi1 ve apoptozuna iligkin gen
ekspresyonunu, hormon metabolizmasi ve antibakteriyal ve antiviral etkileri

diizenleyerek de etkili olur (Bouic 2001).

CO Ranunculaceae (Diigiingigegigiller) familyasina ait, 20-30 cm ylikseklikte, ¢icegi
mavimsi renkte bir bitkidir (Al-Awadi and Gumaa 1987). Kendi kendini doller ve ¢ok
sayida beyaz ve Ui¢ kenarli olan bir meyve kapsiilii olusturur. Bu meyve kapsiilii
olgunlastiginda, agilir ve igerisinde bulunan tohumlar havayla temasa gecer ve Siyah

renk alir (Tanker vd. 2004, Salem 2005).
Nigella kelimesi Latince siyahimsi anlamia gelen nigellus’tan gelmektedir. Ulkemizde
bu bitki i¢in CO, ekilen CO, kara CO ve siyah kimyon gibi isimler kullanilmaktadir

(Baytop 1984).

Tiirkiye’de 14 Nigella tiirti yetismektedir. Cogunun kimyasal ve farmakolojik 6zellikleri

heniiz incelenmemistir. Bunlardan Nigella sativa, Nigella damascena (Sam ¢orek otu)
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ve Nigella arvensis’in (kir ¢orek otu) tohumlart halk hekimliginde ve baharat olarak
daha yaygin bir bicimde kullanilmaktadir. Ulkemizde tarimi yapilan ve ticarete konu

olan tek tiir, yalmizca Black cumin, Nigella sativa L.dir (Se¢gmen vd. 1986).

CO’nun kimyasal yapisinin belirlenmesinde kullanilan analiz yontemleri ¢ok cesitli
oldugundan, kimyasal yapis1 konusunda ¢ok net tespitler yoktur (Tiirker ve Bayrak1997).
CO tohumunun kimyasal yapisi, bitkinin hasat mevsimine, ¢esidine ve yetistirildigi
iklime gore farklilk arz etmektedir. Ulkemizde yapilan bir arastirmada, CO
tohumlarinda % 6,4 su, % 4 kiil, % 32 yag, % 20,2 ham protein, % 6,6 ham lif ve %
37,4 karbonhidrat bulundugu; sabit yagin % 1,2 miristik, % 8,4 palmatik, % 2,9 stearik,
% 17,9 oleik, % 60,8 linoleik, az miktarda arasidik ve % 1,7 eikosadienoik asitlerden

olustugu bildirilmistir (Nergiz ve Otles 1993).

CO tohumunda ayrica az miktarda B1, B2 ve B6 vitamini; proteinlerin yap1 tasi olan
aminoasitler; iz elementler olarak bilinen ve organizmada pek ¢ok dnemli metabolik
faaliyette rol alan, besin ve su ile disaridan alinmasi1 gereken demir, kalsiyum,
magnezyum, ¢inko ve selenyum gibi mineraller de vardir. CO tohumlarindaki miiessir
madde (kristal halinde) nigellon 1959'da izole edilebilmistir (Akhtar and Riffat 1991).

CO tohumlarinin ham ekstre veya yag bi¢iminde kullanildiginda antioksidan &zellik
gosterdigi ve potansiyel antitoksik tesiri oldugu anlasilmaktadir (Nagi et al. 1999, Meral
vd. 2001, Meral ve Kanter 2003, Tiirkdogan vd. 2003, Al1 2004).

CO proteinlerinin antioksidan etki gosterdigi ve immiin cevabi diizenledigi ifade

edilmistir (Badary 1999, Burits and Bucar 2000).

CO’nun cesitli kanser hiicrelerine sitotoksik etki ettigi, hiicresel aktivasyonu arttirdigi
ve tiimdr hiicrelerine 6zgii antikorlarin sayisini arttirdigy belirtilmigtir. Ayrica, normal
hiicrelere olumlu etki gosterdigi belirtilmistir (Swamy and Tan 2000, Medenica et al.
1993).
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CO tohumlarinin etkili bilesenlerinin antitimér etkiye sahip oldugu ve ugucu yaginin
farkli tipteki insan kanserli hiicrelerinde etkisi ¢alisilmis ve MCF-7 meme kanserli
hiicrelerin sulu veya alkollii ekstrelere maruz birakilmasi sonucu hiicre biiylimesi

tamamen inaktive olmustur (Salem 2005).

CO’ndaki aktif bilesiklerden taymokinonun ve ditaymokinonun anti kanser ilaglara
direngli tiimorlerde, timor hiicrelerini baskiladigr belirtilmistir. CO ile inkiibe edilen
kanser hiicrelerinin biiyimek i¢in ihtiya¢ duyduklar1 fibroblast biiyiime faktorii ve
kolajenaz proteini {iretemedikleri  belirtilmekte ve bdylece timor gelisimi

durdurulabilmektedir (Capecka et al. 2004).

CO igeriginde bulunan taymokinonun kanser tedavilerinde baz1 toksik etkileri
onleyebildigi gosterilmistir. Bobreklere ve kemik iligine belirgin toksik etkileri olan
cisplatine adli kemoterapi ilaci ile verildiginde toksik etkilerde belirgin olarak azalma
goriilmektedir. Bu madde ayn1 zamanda karacigeri ve bobrekleri karbon tetraklorid
toksisitesine kars1 da koruyabilmektedir. CO’nun bu etkileri géstermede antioksidan

ozelliginin de 6nem tasidigi belirtilmektedir (Capecka et al. 2004).

CO etkin maddesi olan taymokinonun ayni zamanda izole rat hepatositlerinde tetra-biitil
hidroperoksid ile indiiklenmis oksidatif hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve
intraselliiler glutasyon tiretimini arttirdig1 kantitatif olarak saptanmistir (Daba ve Abdel-

Rahman 1998).

CO’nun normal hiicrelere toksik etkisinin olmadigi da bulunmustur (Medenica vd.
1993).

2.5 DNA Hasar1 Belirlemede Kullanilan Yontemler

DNA hasar1 maya, bitki, hayvan ve insanlar da dahil ¢esitli organizmalar iizerinde
calisilan aragtirma konusu olmustur. DNA hasari; kendiliginden veya ¢evresel kaynakli
olabilir ve birgok yonden canli hiicreleri etkileyebilir (Azevedo et al. 2010, Yildiz vd.
2009, Keles vd. 2010, Kogyigit vd. 2005).
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Oksidatif DNA hasarinin 6nemini ve mekanizmasini anlamak igin dogru ve kesin
Olctimler gereklidir. Bu amagcla, geg¢misten giliniimiize; immunokimyasal teknikler,
kapillar elektroforez, tek hiicre jel elektroforezi (comet assay), polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), TUNEL yontemi, flow sitometri, FISH, kromotografi gibi ¢esitli

analitik yontemler kullanilmistir.

Comet assay diisiik seviyelerdeki DNA hasarini bile belirleyebilmesinden dolay1 diger
yontemlere gore daha avantajlidir (Dhawan et al. 2009). Ornek basina hiicre sayisimnin
azligi, disik maliyet, uygulama kolayligi1 ve kisa siirede ¢alismanin tamamlanabilirligi
acisindan da avantaji fazladir. Buna ek olarak, hiicrelerin hemen hemen her tiirii

tizerinde ¢alisma yapilabilir.

Ote yandan Comet assay’in kendine has sinirlamalar1 vardir. DNA hasarmin hiicre
dongiisii kontrol mekanizmalar1 iizerindeki etkileri gibi kanserojen ve epigenetik
mekanizmalar i¢in olast mekanizmalari olan anojenik etkileri tespit edilemez. Diger
dezavantajlari tek hiicre verisi, kiigiik hiicreli numune (6rnek dnyargiya yol agar), teknik
degiskenligi ve yorumudur. Ayrica, hiicreler arasi degiskenlik, kiiltiirler, calisma i¢in
kullanilan hayvanlar, ¢esitli analiz sistemleri, gorsel skorlama veya farkli comet
parametrelerinin kullanimi laboratuarlar arasi sonuglarin farkli olmasinda etkili diger

parametrelerdir (Dhawan et al. 2009).

Ancak, avantajlar1 dezavantajlarindan fazladir ve bu nedenle temel DNA hasar1 ve
onarim ¢alismalarinda (Dhawan et al. 2009, Collins 2004 ), genotoksisite testlerinde,
(Collins 2004, Poli et al. 1999) ve insan biyoizleme (Dhawan et al. 2009, Collins 2004,
Nemavarkar et al. 2004) c¢alismalarinda degerli bir araci olarak kabul gormiistiir.
Ostling ve Johanson (1984) hiicrelerin DNA hasar1 6l¢gmek igin ilk kez “ tek hiicre jel
elektroforezi veya comet assay ” olarak bilinen mikrojel elektroforez teknigi
kullanmiglardir. Bu yontemde, hiicreler lam {izerindeki agaroza gomiiliir ve lizis
soliisyonunda bekletilerek proteinler uzaklastirilir ve daha sonra elektroforez
cozeltisinde bekletilir. Bir florokrom ile DNA boyanir ve elektriksel alanda pozitif

kutba yonelmesi ile kromatinin bas ve kuyruk olusumu saglanir. Hasar1 fazla olan
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DNA’da kuyruk uzunlugu daha fazla ve/veya kuyruktaki DNA yogunlugu daha fazladir.
Ancak notr kosullarda sadece ¢ift iplikli DNA kirikliklarina bakilabilir. Daha sonra
farkli hiicrelerdeki cesitli hasar tiplerini belirleyebilmek i¢in bazi degisiklikler (lizis,
elektroforez) yapilmistir (Collins 2004). Bu yiizden, Singh vd. (1988), comet yontemini
alkali ortamda uygulamis ve hem tek iplik hem de c¢ift iplik kirikliklarin
belirleyebilmiglerdir (Dhawan et al. 2009). Comet yontemi su an bireysel hiicrelerde
niteliksel olarak DNA hasar ve tamirini belirleyebilmek i¢in kullanilan basit, ¢ok yonlii,
hizli, gorsel, hassas ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Dhawan et al. 2009,
Collins 2004). DNA ¢apraz baglantilari (6rnegin, timidin dimerleri) ve oksidatif DNA
hasar1 gibi diger bazit DNA hasar lezyonlar1 spesifik DNA tamir enzimleri ve lezyon-

spesifik antikorlar1 kullanilarak comet yontemi ile belirlenebilir.

18



3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

. Sogutmali santrifiij (Hettich)

. Floresan mikroskop (Olympus)

. Isik mikroskobu (Olympus)

. 24 °C Buzdolab1 (Profilo)

. -20°C Derin dondurucu (Ugur)

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

. Pipetler (0,5-2 pL, 0,5-100 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL, 1-5 mL) (Gilson)
. Otoklav (Niive ot 032)

10. Hassas terazi (Sartorius)

11. Distile su cihaz1 (Niive)

12. Elektroforez diizenegi (Biolab)

© 00 N oo o A~ W N

13. Hotplate (Thermolyne)

14. pH metre (Hanna Instruments)
15. Thoma lami (IsoLab)

16. Inkiibator

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

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

4. Sodyum kloriir (Merck)

5. Potasyum Kloriir (KCI) (Merck)

6. Trizma base (Sigma)
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7. Triton X-100 (Sigma)

8. Sodyum hidroksid (Merck)

9. Disodyum hidrojen fosfat (Merck)

10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)

11. Etidyum bromiir (Sigma)

12. Hidrojen peroksit (Merck)

13. Trizma HCI (Sigma)

14. Histopak—1077 (Sigma)

15. Dimetil siilfoksit (DMSQO) (Carlo Erba)

3.1.3 Bitki Materyali

Deneylerimizde kullanilan CO Afyonkarahisar’da bir baharatgidan temin edilmistir.

3.1.4 Mononiikleer Lokositler

Deney boyunca kullanilan hiicreler saglikli, goniillii bir kisiden c¢alismalarin yapildig

giinlerde onay formu imzalatilarak alindu.

3.2 Metot

3.2.1 Corek Otu Sulu Ekstresinin ve Kullanilan Konsantrasyonlarinin

Hazirlanmasi

Bir hassas terazide 1 gr CO tartildi ve CO porselen havan yardimiyla ezildi ve bos bir
behere alindi. Distile su ile 10 mL tamamlandiktan sonra 1 saat boyunca 100 °C’de bir
isiticili manyetik karistiricidda  kaynatildi. Oda sicakliginda sogumaya alinan sulu
ekstrenin sivi kismini elde etmek amaciyla bir santrifiijde dakikada 5000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Siipernatan bir pipet yardimiyla bagka steril bir bos tiipe alinarak stok
olarak kullanildi. Kullanim anma kadar stok sulu ekstre +4 °C'de saklandi (Bektas
2010).
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Deneylerimizde kullanilan sulu ekstre i¢in 6 ayri konsantrasyon hazirlandi. Bunun igin
alti ayri tiip 1’den 6’ya dogru numaralandirilip her sonraki tiipteki sulu ekstre
konsantrasyonu iki kat seyreltme ile ayarlandi. ilk tiip, her sulu ekstre stok soliisyonu
icin 1/10 seyreltme orani ile seyreltildi. Daha sonraki seyreltmeler 1/20, 1/40, 1/80,
1/160 ve 1/320 oraninda idi.

3.2.2 Kullanilan Cozeltiler

Lizis tamponu: Lizis stok soliisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M sodyum klorid,
10 mM trizma base’den olusmaktadir. Stok soliisyonun pH's1 degistirilmedi. 100 mL
calisma soliisyonunu hazirlamak i¢in de % 1 oraninda triton X-100 ve % 10 oraninda
DMSO jojeye alindi iizeri stok soliisyonla 100 mL’ye tamamlandi. Daha sonra ¢alisma
soliisyonunun pH 's1 10'a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve g¢ekirdek zari lizise

ugratildi.

Elektroforez tamponu: Alkali elektroforez ¢ozeltisi 1 mM EDTA ve 300 mM sodyum
hidroksit tartilip 500 mL’ye tamamland: ve pH < 13 olacak sekilde ayarlandi.

PBS (Fosfat) tamponu: 10 mM KH,PO, ve 10 mM K;HPO, soliisyonlari
hazirlandiktan sonra bir beher icinde pH 7,2 olacak sekilde birlestirildi. Hazirlanan
tampon soliisyonuna 0,15 M NaCl eklendi.

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: 10 mg etidyum bromiir 50 mL distile suda ¢oziilerek 200
pg/mL’lik stok etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti oda sicakliginda
saklandi. Stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden 1 mL almip distile su ile 10 mL’ye
tamamlanarak 20 ug/mL’lik etidyum bromiir ¢6zeltisi hazirlandi.

H,0; cozeltisi: % 35’lik H,O, ¢ozeltisinden 9,7 pL alinip, +4°C’de 991,3 pL distile su
ile 1 mL’ye tamamlandi. Cozelti 1 hafta buzdolabinda saklanabilir. Deney giinii 0,1 M
H.0, ¢6zeltisinden 1 mL alinip +4°C’de 10 mL ye tamamlanarak 10 mM H,0; ¢ozeltisi
hazirlandi. 50 mM H,0; ¢ozeltisi iginse 0,1 M H,0; ¢6zeltisinden 5 mL alinip +4°C’ de

10 mL’ye tamamlanarak 50 mM H,0, ¢ozeltisi hazirlandi.
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Normal erime noktal agaroz (NMPA) ¢ozeltisi
0,02 gr NMPA tartilip tlizerine 2 mL 10X’lik PBS eklenip ve isitilarak % 1’lik NMPA

¢ozeltisi hazirland1 ve 1sitici tabla tizerinde 1sitilan lamlarin {izerine yayildu.

Diisiik erime noktal agaroz (LMPA) cozeltisi: 0,01 gr LMPA tartilip iizerine 2 mL
10X’lik PBS eklenip 1sitilarak % 0,5’lik LMPA ¢dzeltisi hazirlandi.

Notralizasyon tampon ¢ozeltisi: 48,5 mg tris 750 mL distile suda ¢oziilip pH 7,5’¢
ayarlandi. Distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi (Kogyigit vd. 2005).

3.2.3 Mononiikleer Lokositlerde DNA Hasarmin Tek Hiicre Jel Elektroforez

Teknigi ile /n-vitro Tayini

1. Steril enjektorle saglikli vericiden 3-4 mL kan 6rnegi alindi.

2. Daha sonra ependorflarin igerisine histopak kondu ve 1:1 oraninda olacak
sekilde kan yavasga igerisinde histopak bulunan ependorflara eklendi.

3. Oda sicakliginda 2000 rpm’de 20 dk siireyle santrifiij edildi.

4. Santrifiyj islemi sonunda histopak tizerindeki interfazda ince bir tabaka halinde
yer alan l6kositler pastor pipeti yardimiyla alindu.

5. Alman lokositler ayr1 ependorflara kondu ve iizerlerine PBS eklendi. 2300
rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edildi.

6. Siipernatan atilarak dipteki hiicre yogunluguna gore 0,5-1 mL PBS eklenip
pastor pipetiyle yavas¢a karistirilarak homojen bir ¢ozelti olmasi saglandi. Bu
homojen ¢ozelti negatif kontrol olarak kullanildi.

7. 100 pL hiicre siispansiyonu ependorf tiiplere alindi ve ezilip kaynatilarak
hazirlanan ¢6rek otunun 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/320 konsantrasyonlari
her bir ependorf tiipte 100 pL olacak sekilde eklendi. Daha sonra PBS ile son
hacim 1000 pL ye tamamlandi.

8. Incelenen bilesikleri igeren hiicre siispansiyonlarinm 37+0,5 °C’de 30 dk ve 1
saat uygulamalar i¢in bekletilerek inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonunda hiicreler 2500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edildi.

Siipernatan atildi.
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10.

11.

12.

13.

14.
15.
16.

17

22.

23.

Pozitif kontrol olarak 10 mM ve 50 mM H;O; kullanilacak hiicrelere
inkiibasyondan sonra +4 °C’de 850 uL PBS ve 10-50 mM H,0; ¢ozeltilerinden
50 uL ilave edildi. 5 dk buz banyosunda inkiibe edildi. +4 °C’de 2500 rpm’de 5
dk siireyle santrifiij edildi. Siipernatan atildi.

+4 °C’de 1 mL PBS ile 2500 rpm’de 5 dk siireyle santrifiij edilerek hiicreler
yikandi. Siipernatan atildi.

37+0,5 °C’de eritilmis 75 pL % 0,5’lik LMPA, 25 pL hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra 6nceden % 1’lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
kaplanmis lamlara yayildi ve {lizerine lamel kapatildi ve buzlu yiizey tizerinde 5
dk bekletilerek agarin katilagsmasi saglandi. Agar iizerindeki lamel
zedelenmeden alindi.

Lamlar daha 6nceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine
daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Takiben elektroforez uygulandi.

Elektroforez islemi i¢in tank soguk elektroforez ¢ozeltisi ile dolduruldu.

Lamlar agar yayilan kisimlar1 liste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine

yerlestirildi. Akim uygulamadan 20 dk bekletildi.

.25V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dk elektroforez uygulandi.
18.
19.
20.
21.

Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dk distile suda bekletildi.
Takiben lamlar 15 dk nétralizasyon tampon ¢6zeltisinde bekletildi.

Tiim bu islemlere ek bir DNA hasarin1 6nlemek iizere karanlikta yapildi.

Deney her bilesik i¢in her konsantrasyon ¢ift olmak iizere en az 3 kez
tekrarland.
Lamlarin iizerine 60 pL 20 pg/mL konsantrasyonda olan etidyum bromiir

¢oOzeltisi ilave edildi.

Her lamda 100 hiicre floresan mikroskobunda degerlendirilerek DNA hasar
derecesi kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gog¢ii olarak
degerlendirildi (Singh et al. 1988, Tice et al. 1990).
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3.2.4 istatistiksel Analizler
Sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS Versiyon 11,5 (SPSS Inc. Chicago

USA) for Windows paket programi tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA),

Duncan ¢oklu dagilim testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Deneylerimizde kullanilan COE i¢in 6 ayr1 konsantrasyon hazirlandi. Bunun igin alt1
ayri1 tiip 1’den 6’ya dogru numaralandirilip her sonraki tiipteki ekstre konsantrasyonu iki
kat seyreltme ile ayarlandi. ilk tiip, ekstre stok soliisyonu i¢in 1/10 seyreltme orani ile
seyreltildi. Daha sonraki seyreltmeler 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 oraninda idi.
Kullanim aninda her 1000 pL hiicre siispansiyonu igerisinde 100 pL seyreltilmis ekstre
sollisyonu olacak sekilde islem yapildi. Bu islemler hesaba katilarak hiicrelerin maruz

kaldig1 ekstre konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1. de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hiicrelerin maruz kaldig ekstre konsantrasyonlari

Seyreltme Orani 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320

Sulu Ekstre Konsantrasyonu 100 50 25 125 6,25 3,125
(W/V) (ng/mL)

4.1 Corek Otunun Mononiikleer Lokositlerde H,O; ile Indiiklenen DNA Hasar

Etkisine Iliskin Bulgular

Calismamizda 100-3,125 pg/mL konsantrasyon araliginda (1/10-1/320 c¢ozeltilerde)
COE’nin, 30 ve 60 dk inkiibasyon siirelerinde, 10 ve 50 mM H,0, tarafindan

olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etkileri arastirilmistir.

30 dk 6n inkiibasyondan sonra 10 mM H,O; ile olusturulan hasarda en yiiksek DNA
hasar skoru 127,33+12,66, 50 mM H,0; ile olusturulan hasarda ise en yiiksek DNA
hasar skoru ise 137,33+6,93 olarak bulundu (Cizelge 4.2).

60 dk 6n inkiibasyondan sonra 10 mM H30O; ile olusturulan hasarda DNA hasar skoru

9,66+2,72 ile 138+3,05 degerleri arasinda; 50 mM H,0O; ile olusturulan hasarda ise
9,66+2,72 — 145,6643,17 degerleri arasinda bulundu (Cizelge 4.2).
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DNA hasar1 degerlendirildiginde, 100-25 upg/mL konsantrasyonlarda (1/10-1/40
cozeltilerde) COE’nin, 30 ve 60 dk inkiibasyon siirelerinde, 10 ve 50 mM H,0,
tarafindan olusturulan DNA hasarmi 6nemli 6l¢iide azaltmistir (p<<0,05) ancak ortadan

kaldirmamustir (Cizelge 4.2).

12,5-3,125 pg/mL konsantrasyonlarda (1/80-1/320 ¢ozeltilerde) COE, 30 ve 60 dk
inkiibasyon stirelerinde, 10 ve 50 mM H,0O, tarafindan olusturulan DNA hasarina kars1
koruyucu etki gosteremezken ekstre konsantrasyonunun artisina bagli olarak COE’nin
hasar1 azaltmada etkili oldugu bunun yaninda inkiibasyon siirelerine gore de hasar

derecesinin farklilik gosterdigi ortaya konmustur (Cizelge 4.2).

10 ve 50 mM H,0, tarafindan olusturulan DNA hasarinda 100-50 pg/mL
konsantrasyonlarda 30 dk inkiibasyon siiresinin 60 dk inkiibasyon siiresine gére DNA
hasarmi azaltmada daha etkili oldugu ancak 25-3,125 konsantrasyonlarda ise
inkiibasyon siiresine gore hasar derecesinde azaltmada belirgin bir fark olmadig:

bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki COE’nin H,O, nin olusturdugu DNA hasarina (AU)

kars1 direnci

30 dk 30 dk 60 dk 60 dk
Inkiibasyon Inkiibasyon  Inkiibasyon Inkiibasyon
UYGULAMA + + + +
10mMMH;0;  50mMH;0, 10mMH,0; 50 mM H,0,
X+ SH* X+ SH* X+ SH* X+ SH*
PK 119,33+5,20°  137,33+6,93°  119,33+5,20°  137,33+6,93°
K 9,66+2,72° 9,66+2,72" 9,66+2,72° 9,66+2,72°
100 pg/ml 49,33+1,76° 57,33+1,76° 58,66+6,38° 77+2,88°
50 pg/ml 65,33+4,37° 73,33+4,37°  83,33+2.84"  86,33+13,01°
25 pg/ml 95,66+9,49°  103,33+9,27° 94+0,57¢ 98,33+5,60°
12,5 pg/ml 119,66+5,89° 128+5,56° 107+3,21° 132,33+1,85°
6,25 ng/ml 117+6,55° 125,66+7,53%  123,33+2,40°  138,66+12,19°
3,125 ug/ml  127,33+12,66°  135+12,01° 138+3,05' 145,66+3,17°

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu dagilim testi)
X; Ortalama, SH; Standart Hata, PK; Pozitif kontrol, K; Kontrol

27



5. TARTISMA ve SONUC

Bitkisel iirtinler ve fitokimyasallarla gergeklestirilen fitoterapi ge¢misten giiniimiize
kadar uygulanmaktadir. Giiniimiizde kullanilan pek ¢ok ila¢ etken maddesi kaynagini
bitkilerden almustir. Hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde bitkilerde bulunan
karotenoidler, antioksidan vitaminler, fenolik bilesikler, terpenoidler, steroidler, indoller

ve lif rol oynamaktadir.

Yine bazi fitokimyasallarin, in vitro test sistemlerinde mutajenik olduklar1 DNA
hasarin1 indiikledikleri bildirilmisse de bu durumun tersini bildiren bulgularda

bulunmaktadir.

Fitokimyasallar oksidan radikallerin yakalanmasi yan1 sira detoksifiye edici enzimlerin
aktivasyonu, immiin sistemin uyarilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozuna iliskin gen
ekspresyonunu, hormon metabolizmasi ve antibakteriyal ve antiviral etkileri

diizenleyerek de etkili olur (Bouic 2001).

Calismamizda antioksidan 6zelliklerinden s6z edilen, son yillarda serbest radikal hasari
ile iliskili bozukluklarin ve bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin kullanimi nedeniyle
COE’nin, in vitro insan mononiikleer l6kositlerinde, tek hiicre jel elektroforez
yontemiyle, H,O, ile indiklenmis oksidatif DNA hasarmi oOnlemedeki etkinligi
arastirtlmistir. Sonugta H;O,’nin DNA hasarlayici etkisine karsi ekstrelerin belirli
dozlarda maksimum bir savunma hatt1 olusturarak DNA hasarim1 6nemli fakat farkli

derecelerde azalttig1 ortaya konulmustur.

DNA hasari degerlendirildiginde, 100-25 pg/mL konsantrasyonlarda COE’nin, 30 ve 60
dk inkiibasyon siirelerinde, 10 ve 50 mM H,0O; tarafindan olusturulan DNA hasarini
onemli 6l¢iide azaltmistir (p<0,05) ancak ortadan kaldirmamistir (Cizelge 4.2). Hiicre
kiltiiriic ortaminda COE’nin DNA hasarinin 6nlenmesiyle ilgili yapilan bir ¢caligmada,
DNA hasarim1 maksimum azaltan konsantrasyonun 1,56 mg/dL oldugu belirtilmistir
(Bektag 2010). Dolayisiyla COE’nin konsantrasyonlarmin artigina ve inkiibasyon

siiresine bagli olarak DNA hasarinin 6nlenmesi degisiklik géstermektedir.
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CO normal hiicrelere toksik etki gdstermeyip koruyucu ozellikte olmasinin yaninda,
cesitli kanser hiicrelerine sitotoksik etki ettigi, hiicresel aktivasyonu arttirdigi ve timor
hiicrelerine 6zgli antikorlarin sayisimi arttirdigi belirtilmistir (Swamy and Tan 2000,
Medenica et al. 1993).

CO tohumlarinin ham ekstre veya yag biciminde kullanildiginda antioksidan 6zellik
gosterdigi ve potansiyel antitoksik tesiri oldugu anlasilmaktadir. Bu tesiri aktif
bilesiklerden olan taymokinonun ve ditaymokinonun gibi bilesikler sayesinde ve lipid
peroksidasyon diizeyini diisiirerek, antioksidan maddelerin seviyelerini artirarak
antioksidan ozellik gosterdigine iliskin arastirmalar bulunmaktadir (Medenica et al.
1993, Daba ve Abdel-Rahman 1998, Swamy and Tan 2000, Capecka et al. 2004).
Calismamizda, H,O,’nin DNA hasarlayici etkisine karsi, bu aktif bilesiklerin bir

savunma hatt1 olugturarak DNA hasarin1 azalttig1 diistiniilebilir.

Dolayist ile fitoterapide bu bitkinin, DNA hasarinin neden oldugu hastaliklar olustuktan
sonra degil de, olusmadan 6nce koruyucu olabilecegini gosterdik. Yine bu bitkiye ait
aktif bilesenlerin ayr1 ayr1 ¢alisilmasiyla DNA hasarin1 6nlemede etken maddenin ortaya
konulmasi gerekmektedir. Calismamiz in vitro bir ¢alisma olup in vivo galismalarla

desteklenmelidir.
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