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OZET
Doktora Tezi

ALKILLEYICI AJANLAR TARAFINDAN UYARILAN GENOTOKSISITE
UZERINE CURCUMIN’IN ETKISi

Nilay ISITEZ
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

DNA hasar1 organizmalarin yagami boyunca maruz kaldigi 6nemli bir genotoksik stres
tiriidiir. Dogrudan etkili alkilleyici ajanlardan olan metil metansiilfonat (MMS),
DNA’ya kovalent olarak baglanarak DNA’da hasar olustururken, dolayli yoldan etkili
alkilleyici ajanlardan olan siklofosfamid (SP) ise hiicresel proteinlerin fonksiyonlarini
degistirerek DNA hasarina sebep olur. Bu arastirmada, deneysel olarak MMS ve SP
uygulanan farelerde DNA hasari, total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite
(oksidatif stres indeksi) ile genotoksisite belirteci mikronukleus indeksi ve hiicre
biiyiimesini durduran ve indiiklenmis DNA hasarinin belirteci olan genlerden Gadd45
ve Gaddl153’tin ifadelerindeki degisiklikler ve ile bunlara curcumin’in etkileri
arastirildi. Once curcumin, sonra MMS ve SP’in uygulandigi gruplarda, curcumin’in
DNA hasar derecesini mononiikleer l6kositlerde azalttigi, kemik iliginde olusan
mikronukleus sayisini azalttig1, plazmada oksidatif stresi azalttig1 ve indiiklenmis DNA
hasarinin belirteci olan Gadd45 ve Gadd153’tin mRNA ekspresyon diizeylerinin
uyarilmasini saglayarak koruyucu 6zellik gosterdigi bulundu. Sonug olarak, fenolik bir
bilesik olan curcumin’in, hasar olustuktan sonra degil de, hasar olugsmadan once
koruyucu oOzellik gostererek antioksidan ve antigenotoksik 0Ozellige sahip oldugu

bulundu.

2014, xii, 86 sayfa
Anahtar Kelimeler: Alkilleyici Ajan, Genotoksisite, Comet Assay, Curcumin, Gen

Ekspresyonu



ABSTRACT
PhD Thesis

EFFECT OF CURCUMIN ON THE GENOTOXICITY INDUCED BY ALKYLATING
AGENTS

Nilay ISITEZ
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. ibrahim Hakki CIGERCI

DNA damage due to genotoxic stress is an important type of stress which organisms are
exposed during the their life. The direct-acting alkylating agent methyl
methanesulfonate (MMS), is covalently linked to DNA and cause DNA damage,
creating an indirect effect of the alkylating agent cyclophosphamide (CP) cause to DNA
damage by changing the function of cellular proteins. In this study, the effects of
curcumin on MMS and SP treated mice DNA damage, total antioxidant capacity, total
oxidant capacity (oxidative stress index) and genotoxicity markers such as micronucleus
index, cell growth arrest and induced DNA damage, which is Gadd45 and Gadd153
genes expression levels were investigated. Curcumin reduce DNA damage, the number
of micronucleus and oxidative stres occurred by both MMS and SP induction.
Curcumin’s protective effect on DNA damage was provided by inducing Gadd45 and
Gadd153 mRNA expression levels. We could state that curcumin, a phenolic
compound show protective effects before the damage. In brief, curcumin has both

antioxidant and antigenotoxic effects.

2014, xii, 86 pages

Keywords: Alkylating Agents, Genotoxicity, Comet Assay, Curcumin, Gene

Expression
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1. GIRIS

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi i¢cin DNA yapisinin
korunmasi son derece onemlidir. Fakat DNA hasar1 veya genotoksik stres canlilarin
yasami boyunca maruz kaldigi kagiilmaz ve onemli bir stres tiiriidiir. DNA hasarina

neden olan etkenler hem endojen hem de ekzojen kaynakli olabilir.

DNA hasar1 olusturan ekzojen etkenlerin basinda alkilleyici ajanlar meydana
gelmektedir. Bu alkilleyici ajanlar bazlar alkilleyerek, oksitleyerek, bazlar arasinda
capraz baglanmalar olusturarak veya zincir kiriklarina sebep olarak DNA hasarina sebep
olurlar. Alkilleyici ajanlardan olan MMS, serbest oksijen radikalleri gibi DNA’ya
kovalent olarak baglanarak dogrudan DNA’da hasar olustururken, antineoplastik ajan
olan SP ise hiicresel proteinlerin fonksiyonlarini degistirerek dolayli yoldan DNA
hasarma sebep olur. Eger bu ajanlarin etkisiyle meydana gelen DNA hasar1 hiicrede
tamir edilemezse mutasyona veya genomik kararsizliga neden olur. DNA’da bircok
0zglin degisimi i¢ine alan genomik kararsizlik ise hem kanserin hem de yaslanmanin

onemli bir belirtisidir (Junk et al. 2000).

Son zamanlarda bu tiir ajanlarin genotoksik ve sitotoksik etkilerini en az diizeye
indirecek bitkisel ilag veya dogal bilesiklerle ilgili yapilan ¢aligmalarin sayist artmigtir.
Bu tiir ajanlara bagli olumsuz etkilerin azaltilmasi hatta ortadan kaldirilmasina yonelik
kullanilacak bu tiir tedavi yontemleri, deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan
calismalarla daha da 6nem kazanmaktadir. Bitkisel kokenli ilaglarin kullanilmasindaki
amag, immiin sistemin korunmasina veya diizenlenmesine bagli olarak, hasar olusturan
ajanlarin toksik etkilerinin azaltilmasi veya ortadan kaldirilmasidir (Kumar and Kutter
2005).

Yapilan caligmalarda bitkisel kokenli ilaglarin veya gidalarin tiiketilmesine bagl olarak,
kanser veya kalp hastaliklar1 gibi dnemli hastaliklarin ilerleme riskinin azaldigi ve bu
durumunda bitkisel kaynakli olan fitokimyasallar aracilig1 ile oldugu 6ne siirtilmektedir
(Zheng and Wang 2001, Tosetti et al. 2009). Tek baslarina besin 6zelligi tasimayan ve
biyolojik olarak aktif olan bitkisel iiriinlere fitokimyasal adi verilir (Diindar 2001).



Fitokimyasal molekiiller birden fazla hedef molekiil ile etkilesime girerek farkli sinyal
yolaklarinda, genlerin ifadesinde veya ¢esitli metabolik yolaklarin diizenlenmesinde
etkilidirler (Raspor et al. 2005, Manach et al. 2009). Fitokimyasallar; terpenoidler,
alkoloidler, karbonhidratlar, yaglar ve fenolik bilesikler olmak {izere birka¢ gruba
ayrilabilir. Bu bilesiklerden bazilarinin serbest radikalleri siipliriici etkisi oldugu
belirtilmistir. Bu bilesiklerin serbest radikalleri siipiiriici 6zelligi antioksidan aktivite
gostermeleri ile iligkilidir. Antioksidanlar, zincir reaksiyonlariin oksitleyici yayilimi ve
inhibisyonunun baglamasiyla lipidlerin veya diger molekiillerin oksidasyonunu
geciktirerek veya engelleyerek genotoksisiteyi veya hiicre yaslanmasini engelleyebilir
(Zheng et al. 2001).

Son zamanlarda yapilmis olan epidemiyolojik, klinik ve hayvan caligmalar ile
curcumin’in;  antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar, yara 1iyilestirici,
antimutajenik, antikarsinojenik, antimetaztatik, ndro koruyucu, angiogenezisi
diizenleyici gibi bir¢ok 6zelligi olan ve dolasimda toksik 6zellik gdstermeyen dogal bir
madde oldugu belirtilmistir (Limtrakul et al. 1997, Priyadarsini 1997, Pandya et al.
2000, Hatcher et al. 2008). Bu calismada, deneysel olarak alkilleyici ajanlara maruz
birakilmis farelerde DNA hasari, total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan
kapasite (TOK) gibi baz1 biyokimyasal parametrelerdeki degisimler ile genotoksisite
belirteci mikronukleus indeksi ve hiicre biiylimesini durduran ve indiiklenmis DNA
hasarimin belirteci olan genlerin ifadelerindeki degisiklikler ile bunlara curcumin’in

etkilerinin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. DNA Hasar

DNA hasar1 organizmalarin yagami boyunca maruz kaldigi énemli bir genotoksik stres
turtidiir (Fornace et al 1989, Junk et al. 2000). Bir canliya ait tiim genetik bilgileri
tastyan DNA molekiilii dolayisiyla genom, ¢esitli faktorlerin etkisiyle siirekli hasara
maruz kalmaktadir. DNA hasarina neden olan etkenler ekzojen veya endojen olabilir.
Genetik materyalin timiinde ekzojen veya endojen etkenlerin etkisiyle meydana gelen
tim degisikliklere “DNA Hasar1” adi verilir (Kulaksiz ve Sancar 1997). Endojen
faktorlere ornek olarak, DNA replikasyonu sirasinda olusan hasarlar, deaminasyon,
depiirinasyon, depirimidinasyon gibi baz hasarlar1 ve serbest oksijen radikallerinin
olusturdugu oksidatif hasar verilebilir. Ekzojen faktorler ise, ultraviyole (UV) 1sinlari,
iyonize radyasyon gibi fiziksel ya da aflatoksin, benzopren, kemoterapi ilaglar1 ve

alkilleyici ajanlar gibi kimyasal olabilir (Onur et al. 2009).

2.1.1. DNA Hasarma Neden Olan Endojen Etkenler

Endojen etkenlerin olusturdugu hasar tiplerinden biri DNA replikasyonu sirasinda
meydana gelmektedir. DNA replikasyonunda yanlis niikleotidin eklenmesiyle olusan
hata, replikasyonun bir sonraki dongiisiinde hatali niikleotidin kopyalanmasina ve
dolayisiyla DNA hasarina sebep olur. DNA polimeraz enzimindeki hatalar spontan
mutasyon olusumunu etkiler. DNA polimerazin dogruluk oranini etkileyen en dnemli
faktor hata okuma 3'-5' ekzoniikleaz aktivitesidir. Bu aktivite, DNA polimeraz
tarafindan yanlis eklenen bazlarin ¢ikarilmasina dolayisiyla replikasyon esnasinda hasar

olusumunu engellemeye yarar.

Hiicrelerde hasar olusturan diger bir olay baz degradasyonudur. Sitozinin deaminasyon
sonucu urasile doniisiimii, hiicrelerde gerceklesme orami1 yiiksek bir olaydir.
Deaminasyon, normalde DNA’da bulunmamasi gereken Urasil bazinin fark edilmesiyle
onartlir (Biitiiner ve Kantarci 2006). Bu deaminasyon olay1 giinde yaklasik 100 baz

ciftini etkiler.



DNA’dan her giin yaklasik 5000 piirin bazi (adenin ve guanin) glikozil baglar1 hidrolize
oldugu i¢in kaybolmaktadir. Bu olaya da depiirinasyon denir (Onur et al. 2009).

Ayrica serbest oksijen radikallerinin DNA’daki bazlar1 hasara ugratmasi sonucunda da
endojen DNA hasar1 meydana gelebilir. Bunlar, hiicrede normal oksidatif metabolizma
sonucu veya radyasyon gibi fiziksel etkenler nedeniyle olusur. Bu sekilde 100’den fazla
DNA hasar belirlenmistir. Ornegin; oksidasyon iiriinii 8-hidroksi guanin (8-OH-Gua)
adeninle baz ¢ifti olusturabilme yetenegine sahip oldugu i¢in mutajenik bir lriindiir ve
replikasyon sirasinda adeninle baz ¢ifti olusturur (Balajee and Bohr 2000, Verjat et al.
2000). Bu sckilde endojen etkenlerle olusan hasar tamir mekanizmalar1 tarafindan

onarilmaz ise somatik mutasyonlar ortaya ¢ikar (Duguid et al. 1995).

2.1.2. DNA Hasarma Neden Olan Ekzojen (Cevresel) Etkenler

Fiziksel etkenlerden olan UV isinlari, DNA ve diger molekiillerle reaksiyona girerek
pirimidin dimerleri (T-T, T-C) olustururlar. Olusan bu dimerler, replikasyonu ve
transkripsiyonu bloke ederler. Iyonize radyasyon olan gamma ve X 1sinlari ise, biyolojik
molekiillerle reaksiyona girdiklerinde reaktif iyonlar olustururlar. Bunun sonucunda baz
hasar ve kayiplari, tek veya ¢ift zincir kiriklar1 (rekombinasyon uyarilir, baz delesyonu,
kromozom kayiplar1 goriiliir), DNA’nin kendisiyle ya da proteinlerle ¢apraz baglar
olusur (Biitiiner ve Kantarc1 2006). Ozellikle piirin/pirimidin bazlarinin kayb1 sonucu
AP (Apiirinik/Apirimidinik) bolgelerinin olusmasi en sik goriilen DNA hasarlarindan
biridir.

Bilinen en etkili karaciger karsinojenleri arasinda olan Aflotoksinler dogal bir
metabolizma tirinii olup, DNA hasarma yol agabilen kimyasal bir ajandir. Aflotoksin
B1, fungus kaynakli aflotoksinler arasinda en kuvvetli hepatokarsinojendir. Aflotoksin
B1, karaciger mikrozomal enzim ekstraktinda bulunan P-450’nin, karisik fonksiyonlu
oksijenaz enzimleriyle oksidasyonu sonucu, aflotoksin B1-8,9-epoxide denilen ara

tirtine dontistir (Culcu 2007).



Benzopren kanserojen olmadigi halde hiicre iginde okside oldugu zaman kanserojenik
hale gelir. Ardindan, DNA’da guanin gruplarina baglanarak G-C baglantisinin arasina
girerek heliks yapinin bozulmasina neden olur. Kemoterapi ilaglarindan olan sisplatin
ve alkilleyici ajanlar, DNA’da ¢ift zincir kiriklarina ve zincir i¢i ¢apraz baglarin

olusumuna neden olmaktadir (Arlett et al. 2006).

Ekzojen etkenlerden olan alkilleyici ajanlar, DNA ve RNA gibi organik
makromolekiillere, proteinlerin amino, karboksil, stilfiidril, fosfat gruplar1 yerine alkil
gruplarin1 (CH2, metil ya da etil) transfer ederek hiicre fonksiyonlarmin bozulmasina
yol agan ajanlardir (Klug ve Cummings 2003). Guaninin N 7 pozisyonu en sik
alkillenen bolgedir ve alkillenme sonucunda mRNA yanlis kodlanir ve DNA sarmalinda
kiriklar olusur. Alkilleyici ajanlara ornek olarak, metil metansiilfonat (MMS), etil
metansiilfonat (EMS), dimetil siilfat (DMS), N-metil-N-nitroziir (MNU), N-metil-N'-
nitro-N-nitr6zguanidin (MNNG) ve SP verilebilir (Wyatt ve Pittman 2006). Bu ajanlar,
deneylerde mutajen olarak siklikla kullanilmaktadirlar (Gollapudi et al. 1998).

Alkilleyici ajanlardan olan MMS; DNA ve aminoasitlerin 6zellikle nitrojen atomlarinin
niikleofilik bolgelerini metilleme 6zelliginde olan, zayif mutajenik ve karsinojenik etki
gosteren bir molekiildiir (Horvathova et al. 1998, Franke et al. 2005). MMS’in
genotoksik etkisi, baz modifikasyonlarina baglidir. MMS’1n bazlarla reaksiyona girmesi
sonucunda  bazlarin  N-glikozidik  baglari  zayiflar ve DNA  zincirinde
depiirinasyon/depirimidinasyona yol acarak abazik bolgelerin (AP bolgeleri) olusumuna
neden olur (Loeb et al. 1986). Olusan bu AP bdlgelerinin uzaklastirilmast AP
endoniikleaz enzimleri tarafindan olur (Horvathova et al. 1998). Ayrica MMS’m zayif

bir oksidatif stres indiikleyicisi olarak davrandigi belirtilmistir (Horvathova et al. 1998).

MMS, yapisinda reaktif grup olarak stlfiir i¢eren, dogrudan etkili monofonksiyonel bir
ajandir ve tek reaktif grubuna sahip oldugu i¢in DNA’daki tek niikleofilik merkezle
kovalent bag yapar. MMS c¢oziicii olarak kullanilmaktadir, ayrica polimerizasyon,
alkilasyon ve esterifikasyon reaksiyonlarinda katalizor olarak da rol oynamaktadir

(Sekil 2.1).(Vrzoc and Petras 1997).
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Sekil 2.1 MMS’1n molekiiler yapisi
Kanser tedavisinde ¢ok kullanilan ve bagisiklik sistemini baskilayict bir ilag olan SP [2-
bis (kloroetil) amino tetrahidro- 2H -1,2,3 oksazofosforin 2-oksit] ise bifonksiyonel

alkilleyici ajandir. 2 tane reaktif grup tasir ve DNA ile 2 ayr1 bolgede reaksiyona girer
(Sekil 2.2) (Ayhanci 1997, Franke et al. 2005).
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Sekil 2.2 SP’in molekiiler yapisi

SP’nin genotoksik etkisi aktif olan metabolitleri aracilig1 ile olur, ¢iinkii normalde SP
inaktif formdadir. SP’nin kanserostatik aktivitesi, fosforamid mustard (FAM)
olusumuna neden olan hepatik enzimlerden karma fonksiyonlu oksidaz enziminin
metabolizmasma baglidir. SP’nin bagisiklik baskilayict 6zelligi de metabolitlerinden
kaynaklanmaktadir. SP, P-450 monooksijenaz sisteminin etkisiyle 4-hidroksi
siklofosfamide metabolize olur. Daha sonra bu metabolit enzimatik olmayan bir

mekanizmayla aldofosfamide doniisiir.



Son olarak aktif metabolitleri olan fosforamid mustard ve akroleine ayrilir. Aktif
metabolitlerden olan FAM’in DNA’ya baglanarak hiicre bdliinmesini baskiladigi,
dolayisiyla SP’nin bagisiklik baskilayici ve antitiimoér etkilerine araci oldugu
diistintilmektedir. Ayrica akrolein de organik makromolekiillerin siilfidril gruplariyla
kolayca reaksiyona girerek bagisiklik sisteminde rol oynamaktadir (Sekil 2.3) (Ayhanci
1997, Hengstler et al. 1997).
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Sekil 2.3 SP’in metabolizmasi

SP’in toksik etki gdstermesinde etkili olan metaboliti akrolein’dir. Akrolein, dokularda
antioksidan savunma mekanizmasina miidahele ederek yiiksek oranda serbest radikal
olusumuna sebep olur ve olusan serbest radikaller, enzim, reseptor, iyon pompalar1 gibi
molekiillerle etkilesime girerek onlarin fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar
(Senthilkumar et al. 2006). Olusan ara iirinlerinin veya son metabolitlerinin; kanser
seciciligi, sistemik toksisite, mutajenite, genotoksisite ve kanserojenite gibi farkli
etkilere sahip olabilecegi one siiriilmektedir (Ayhanci 1997). Ayrica SP’nin apoptozisi

tetikledigi ve lemfoid ve tiimor hiicrelerinde sitotoksisiteyi indiikleyerek teratojenik etki

gosterdigi belirtilmistir (Matalon et al. 2004).



Elektrofilik 6zellikteki bu kimyasal ajanlarin, DNA gibi hiicresel makromolekiillerin
niikleofilik boélgelerine baglanmasi sonucu olusturduklar etkiye “Genotoksisite” adi
verilir (Yirtict 2007). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan 1992
yilinda yayinlanan raporda genotoksisite kavraminin, DNA’daki dogrudan ve dolayli

etkileri kapsadigi ifade edilmistir (Yirtict 2007). Bunlar;

- Molekiiler diizeyde mutasyonlarinin (gen, kromozomal, rekombinasyonal)
indiiksiyonu,

- Mutagenez ile iligkili dolayli olaylar veya kardes kromatid degisimi (SCE) ve

- Mutasyonlara neden olabilecek DNA hasarlari (DNA’ya eklentiler)’dir.

Kisaca genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom veya DNA yapisinda meydana gelen DNA
eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormalilikleri, klastojenite
veya anoploidi gibi hasarlart iceren genel bir kavramdir (Sekeroglu 2011). DNA’nin
yapisinda meydana gelen kalict degisikliklere mutasyon adi verilir. Hiicre ve/veya
organizma populasyonlarinda mutasyona neden olan fiziksel veya kimyasal ajanlara
mutajen veya genotoksin adi verilir (Yirtict 2007). DNA veya genomun kopyasinin
cikarilmasini saglayan enzimlerle etkileserek mutasyona neden olan genotoksinlerin
DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasina genotoksik etki

denir (Mortelmans and Rupa 2004, Zeiger 2004).

Eger mutasyonlar viicut hiicrelerinde ortaya ¢ikarsa organizmanin dogrudan kendisi
etkilenir. Esey hiicrelerinde ortaya ¢ikan mutasyonlar ise zigota aktarilarak sonraki
nesillere gecebilir. Genotoksisite ¢esitli mekanizmalarla tamir edilebilir 6zelliktedir ve
bu yilizden her zaman mutasyon olarak tanimlanmaz (Yirtict 2007). Genotoksisiteye
sebep olan ajanlarin veya mutajenlerin genotoksik etkisi, hiicresel hedeflerine baglidir.
Baz1 kimyasal maddelerin mutajenik etkisini gdstermesi i¢in metabolize edilmesi
gerekebilir. Mutajenler, DNA tizerindeki etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere
gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yoldan gosterebilirler (Sekil 2.4) (Kirsh
et al. 2003, Mateuca et al. 2006, Kulaksiz ve Sancar 2007).
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Sekil 2.4 Genotoksinlerin DNA iizerindeki dogrudan ve dolayli yoldan etkisi

Endojen veya ekzojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen DNA hasarina kars: hiicre,

farkli metabolik yollar ile cevap verir (Kulaksiz ve Sancar 2007). Bunlar;

1. Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmas1 (DNA onarimi)

2. DNA hasar1 kontrol noktalarinin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimina imkan saglanmasi
ve hasarli kromozomlarin genetik gegisinin dnlenmesi,

3. Hiicredeki gen trnskripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararina olacak sekilde
degismesi (Transkripsiyonel cevap),

4. Ciddi olarak hasar gormiis hiicrelerin ortadan kaldirilmasi (apoptoz).



Ayrica DNA’ya zarar veren ajanlara (iyonize radyasyon, UV radyasyon, alkilleyici
ajanlar gibi) maruz kalma sonucunda, apoptozisin indiiklenmesi, DNA tamir oraninin
artmasi veya hiicre dongiisiiniin durdurulmasi gibi biyolojik olaylarla iligkili genlerin
ifadeleri (ekspresyonlari) degiserek, genotoksik strese ya da DNA hasarina yanit olusur
(Kastan et al. 1992, Islaih et al. 2004). Hem &karyotik hem de prokaryotik hiicreler
cesitli genlerin uyarilmasiyla, ¢esitli ajanlarin olusturdugu strese karsilik verirler (Jung

et al. 2000).

Bu sekilde uyarilan gen ailesinden biri de Gadd (Hiicre biiylimesini durduran ve

indiiklenmis DNA hasar genleri) gen ailesidir.

2.2. Hiicre Biiyiimesini Durduran ve indiiklenmis DNA Hasar Genleri (Gadd
Genleri)

Hiicre biiylimesinin durdurulmasi ve indiikklenmis DNA hasart ile iligkili olan 5 tane gen
tanimlanmistir. Bu genler Gadd153, Gadd45, Gadd34, Gadd33 ve Gadd7’dir (Fornace
et al. 1988, Fornace et al. 1989).

2.2.1. Gadd153 Geni

Gadd153 geni ilk olarak UV 1s1ga ve alkilleyici ajanlardan olan MMS’a maruz
birakilmis hamster hiicrelerinden izole edilmistir (Fornace et al. 1989). Daha sonralari
Gadd153 geninin, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin olusturdugu stres ve endoplazmik
retikulum (ER) stresi gibi durumlarda da indiiklendigi belirtilmistir (Zinszner et al.
1998). Bu gen aymi zamanda CCAAT enhanser’a baglanma proteini olan CEBP
transkripsiyon faktor ailesinin bir iiyesi olan CEBP Homoloji Proteini (CHOP)’ni
kodlayan bir gendir (Lovat et al. 2003).
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Gadd153 (CHOP) geni, insanlarda 169 aminoasiti, kemirgenlerde ise 168 aminoasiti
kodlayan 29 kDa’luk kiiciik niiklear bir proteindir. Baslangicta bu proteinin, CEBP’ler
icin dominant negatif inhibitor olarak rolii oldugu bilinmekteydi. Fakat daha sonralari
hiicrelerin  farklilagmasi ve ¢ogalmasmin diizenlenmesinde, immiin sistem ve
inflamatuvar sistemde de rolii oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda ER stresine yanitta,
apoptozis i¢in dnemli bir araci molekiil oldugu belirtilmistir (Zinszner et al. 1998,

McCullough et al. 2001).

Bu protein, amino (NH,) ucunda transkripsiyonel aktivasyon bdlgesi ve karboksil
(COOH) ucunda bazik aminoasitlerden zengin DNA’ya baglanma bolgesi ve 16sin
fermuar dimerizasyon motifini igeren bazik 16sin fermuar (bZIP) bélgesi olmak iizere
iki tane fonksiyonel bolge igerir. Ayrica, p38 MAP kinaz proteinleri i¢in substrat olarak
gorev yapan, birbirine bitisik 2 tane serin rezidiisii (79 ve 82) ile bazik bolgede DNA’ya
baglanma aktivitesini bozan glisin ve prolin rezidiileri igerir (sekil 2.5) (Oyadomari and
Mori 2004).

Transaktivasyon Bolgesi bZIP bolgesi

101 123 134 148

Bazik Losin

seSe”  Gly“Pro”

Sekil 2.5. Gadd153 proteininin yapisi

Bu gen ¢ok diisiik seviyelerde eksprese edilen bir gen olmasina ragmen, MMS gibi
genotoksik ajanlara, kalsiyum iyonofora, lipopolisakkaritlere maruz kalma ve besin
yoklugu (glukoz veya aminoasit yoklugu) gibi stres kosullarinda 6nemli Olgiide
eksprese edilmektedir (Fornace et al. 1989, Carlson et al. 1993). Normal sartlar altinda
(stres faktorii olmadigi zaman) bu protein sitozolde bulunmaktadir. Fakat stres faktorii
Gadd153 proteininin indiiklenmesine ve ¢ekirdekte birikmesine yol agar (Ron and
Habener 1992). Sonraki ¢alismalarda, DNA’ya zarar veren niikleozid analoglarinin veya

UV 1s1g8inin tek bagina bu geni indiikleyemedigi belirtilmistir (Wang et al. 1996).
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Glukoz yoklugunun, ER’da N-bagli protein glikozilasyonu araciligiyla ER stresine yol
actig1 bilinmektedir. Bu genin diger indikleyicileri; tunikamisin, tapsigargin ve
ditiotreitol ‘dur. Bunlardan tunikamisin protein glikozilasyonunu inhibe etmektedir.
Tapsigargin, ER kalsiyum stoklarinin bosalmasiyla ER stresine sebep olurken,
ditiotreitol ise disiilfit bagi olusumunu engelleyerek ER’un fonksiyonunun bozulmasina
sebep olur. Alkilleyici ajanlardan olan MMS ise, DNA’ya zarar vermesinden ziyade, ER
proteinlerindeki sistein rezidiilerini alkilleyerek, ER proteinlerinin katlanmasini
etkilemektedir. Bu sonuglardan dolayi, Gadd153 geninin indiiksiyonu, DNA hasarina
gore ER stresine daha duyarhdir.

Gadd153 proteininin farelere mikroenjeksiyonu sonucunda, hiicre dongiisiiniin G4/S
fazinda durmasina veya apoptozise yol actig1 goriilmiistiir ve bundan dolay1 bu proteinin
ER stresi ile indiikklenmis apoptoziste 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir (Ron and
Habener 1992, Matsumoto et al. 1996, Oyadomari and Mori 2004). Bu gen ER stresi
indiiklenen apoptozise aracilik eden ilk gen olarak belirlenmistir. Apoptozis doku

homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Artan apoptozis, hiicre kayb1 vasitasiyla diyabet ve norodejeneratif hastaliklara sebep
olurken, azalmis apoptozis ise kanser ve otoimmiin hastaliklara sebep olmaktadir.
Diyabet, kanser, ndrodejeneratif ve otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin
gelisimi, Gadd153 geninin indiiksiyonu ile alakali oldugu icin, bu geni hedef alan
tedaviler, bu hastaliklarin &nlenmesinde faydali olabilir. Ornegin, bu genin RNA
interferans yoOntemiyle susturulmasi sonucunda, oligodeoksiniikleotidleri veya ilag
inhibitdrleri tuzaga disiiriilerek, diyabet, beyin iskemisi gibi hastaliklarda tedavi edici
ajan olarak kullanilabilir. Ayrica Gadd153 geninin asir1 ekspresyonu sayesinde kanser

tedavisinde de kullanilabilir (Oyadomari and Mori 2004).
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2.2.2. Gadd45 Geni

Gadd45 gen ailesinin tiyeleri, hiicre dongiisiinii durduran sinyaller ya da DNA’ya zarar
veren ajanlarla uyarilan veya indiiklenen genlerdir. Gadd45 gen ailesi kendi arasinda,
Gadd45 (Gadd45a/Gadd45a), Gadd45b  (Myd118/Gadd45B) ve  Gadd45g
(CR6/01G37/Gadd45y) olmak iizere 3’e ayrilir (Hildesheim and Fornace 2002). Bu 3
Gadd45 geninin % 57 homoloji (benzerlik) gosterdigi ve stres faktorleri ile uyarildig:
bilinmektedir (Hilsheim ve Fornace 2002). Gadd45 ailesi tiyelerinin gegici olarak
memeli hiicrelerine transfeksiyonu sonucunda, biiylimeyi baskilayict  6zellik
gosterdikleri bulunmus fakat biyolojik mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamigtir

(Zhan et al. 1994, Zhan et al. 1998, Nakayama et al. 1999, Takekawa and Saito 1998).

Biitin Gadd45 ailesi proteinlerinin; PCNA (¢ogalmis hiicre niiklear antijeni), p21
(WAF1/CIP1) ve MTK1 (mitojeni aktive eden protein kinaz 1) proteinleri ile birlikte
DNA tamiri, hiicre biiyiimesinin durdurulmasi ve JNK (c-Jun N- terminal kinaz) enzimi
aracilig1 ile apoptozisi indiikledigi belirtilmistir (Kearsey et al. 1995, Vairapandi et al.
1996, Takekawa and Saito 1998, Nakayama et al. 1999).

Gadd45 gen ailesi iyelerinden olan Gadd45 (Gadd45a/Gadd45a), molekiiler agirligi
18.000 Dalton olan kiigiik asidik globiiler bir proteindir (Liebermann and Hoffman
2007). Bu gen ilk defa UV radyasyona maruz birakilmis Cin hamsterlarin yumurtalik
hiicrelerinden izole edilmistir. Daha sonralari ise, besin azligi, biiylime faktorlerinin
gerilemesi, iyonize radyasyon, kemoterapotik ilaglar, hipoksi, hidrojen peroksid,
melfalan, nitrojen mustard ve MMS gibi biiylimeyi durduran ve DNA’ya zarar veren
ajanlarla da indiiklendigi bulunmustur (Fornace et al. 1988, Fornace 1992). DNA
hasarinin ardindan Gadd45 geninin indiiksiyonu hizli, gecici ve doza bagimhidir. UV ve
MMS gibi DNA’ya zarar veren ajanlara maruz kalmis memeli hiicrelerinde, Gadd45
geninin indiiklendigi bulunmustur. Bu hiicreler, insan fibroblast, lenfoblast ve kanser

hiicre hatlart ile fare hiicre hatlaridir (Fornace et al. 1989, Fornace et al. 1992).
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Bu gen, normal dokularda genis Slgiide eksprese edilen 165 aminoasitlik bir proteini
kodlar. Gadd45 geninin ekspresyonu hiicre dongiisii esnasinda diizenlenmektedir. Bu
proteininin seviyesi hiicre dongiisiiniin G1 fazinda olduk¢a yiiksek iken, S fazina

gecince azalir (Kearsey et al. 1995, Carrier et al. 1996).

Gadd45 proteininin, bir¢ok sitoplazmik ve niiklear faktorlerle iligkili oldugu bulunmus
ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, DNA tamiri ve genomik kararlilik, apoptozis,
immiin sistem ve MAPK (mitojeni aktive eden protein Kinaz) sinyalizasyon yolag: gibi
farkl1 hiicresel fonksiyonlarda rol oynadigi gosterilmistir (Smith et al. 1994, Kearsey et
al. 1995, Takekawa and Saito 1998, Hollander et al. 1999, Kovalsky et al. 2001,
Salvador et al. 2002). Bu hiicresel fonksiyonlarin biri veya birkagindaki kusurun

kansere yol actig1 bilinmektedir.

DNA hasarna hiicresel yanitin kontroliinde, Gadd45 proteininin 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir.  DNA  hasarmin  ardindan  Gadd45  geninin  indiiksiyonunun
diizenlenmesinde, iki farkli sinyalizasyon yolagi etkilidir. Birinci yolakta, iyonize
radyayona (IR) maruz kalmis hiicrelerde Gadd45’in indiiksiyonu, Gadd45 geninin 3.
intronuna lokalize olan tiimor siipresor (baskilayici) protein p53 araciligi ile olmaktadir
(Kastan et al. 1992). IR’a maruz kalmis hiicrelerde, Gadd45a geni p53 ile
transkripsiyonel olarak aktive olmaktadir (Kastan et al. 1992, Zhan et al. 1994).

Ayrica p53, genin promotorunun proksimalinde bulunan timor silipresor ve
transkripsiyon faktorii olan WT1 ile kompleks olusturarak da, Gadd45 genini
transkripsiyonel olarak aktive eder (Sekil 2.6) (Maheswaran et al. 1993,Zhan Q. 2005).

=) 8
WT1 l Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 3 Ekzon 4
— | \ pSs3 )
— —
|

WT1 motifl’ PS3 motif

PS3 consensus (dimer) PPPCWWQOGYYY PPPCWWGYYY

+1596 GAACATGTCT
AAGCATGCTg

Sekil 2.6. Gadd45 proteinin p53 ile diizenlenmesi
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Ikinci yolakta ise p53’iin normal fonksiyonuna bagli olmadan Oct-1 ve NF-YA
transkripsiyon faktorleri araciligi ile diizenlenme gerceklesmektedir. Besin yetersizligi,
UV veya MMS gibi DNA’ya zarar veren ya da biiyiimeyi durduran ajanlara maruz
kalmis insan kanser hiicre hatlarinda, Gadd45 geninin p53 fonksiyonundan bagimsiz bir
sekilde aktif oldugu bulunmustur (Zhan et al. 1996). Bu yolakta, Gadd45 geninin
promotorunun -107 ve -62 bdlgeleri arasinda bulunan Oct-1 bdolgesi ile CAAT kutusu
rol oynamaktadir (Jin et al. 2001). DNA’ya zarar veren ajanlara maruz kalmis
hiicrelerde, hem Oct-1 bolgesine baglanan Oct-1 proteininin hem de CAAT kutusuna
baglanan NF-YA proteininin, Gadd45 geninin promotorunu aktive ettigi ve dolayisiyla
bu iki transkripsiyon faktoriinlin, genotoksik strese hiicresel yanitta 6nemli bir rol

oynadi@1 gosterilmistir (Zhao et al. 2000, Fan et al. 2002).

Gadd45 proteininin hiicre dongiisiinde de rol oynadigi bilinmektedir. Gadd45 geninin
ekspresyonu ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalarda, hiicre dongiisiiniin G kontrol noktasinda
aktivasyonu sonucu, insan fibroblast hiicrelerinin biiylimesinin baskilandig
belirtilmistir (Zhan et al. 1994). Daha sonra yapilan calismalarda ise, Gadd45
proteininin hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan Cdc2-siklin B1 kinaz
kompleksi, p21 ve PCNA gibi niiklear faktorlerle iligkili oldugu rapor edilmistir (Smith
et al. 1994, Kearsey et al. 1995, Zhan et al. 1999). Gadd45’in G,-M fazin1 durdurmasi,
hiicre dongiisiiniin ilerlemesi esnasinda G»-M fazina gegis i¢in gerekli olan Cdc2-siklin
B1 kinaz protein kompleksinin aktivasyonunu inhibe etmesi sonucunda
gerceklesmektedir. Gadd45 proteini normalde Cdc2 kinazla etkilesimde bulunmasina
ragmen, siklin B1 kinazla etkilesmedigi i¢in, Cdc2-siklin B1 kinaz kompleksinden
siklin B1’in ayrilarak, siklin B1 proteininin subseliiler lokalizasyonunu degistirerek,
Cdc2-siklin B1 kinaz aktivitesinin baskilanmasina neden olur (Hollander et al. 1999,
Salvador et al. 2002). Jin ve ark.’nmin yaptigi ¢alismada da, Gadd45 proteininin
indiiklenmis ekspresyonu, niikleusta siklin B1 proteininin seviyesinde azalisa sebep
olurken, Cdc24 ve Chk1 proteinlerinin fosforilasyon sitelerinde herhangi bir degisiklige
sebep olmadig: rapor edilmistir. Bu yiizden, Cdc2 kinaz aktivitesini Gadd45 proteininin
baskilamasinin, Cdc2-siklin B1 kompleksinin fiziksel olarak birbirinden ayrilmasiyla

iligkili oldugu bilinmektedir (Zhan Q. 2005).
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Sekil 2.7. Hiicre dongiisiiniin G,-M kontrol noktasinda p53-Gadd45 yolag:

Gadd45’in ayn1 zamanda apoptozisin indiiklenmesine aracilik ettigi bilinmektedir.
Genotoksik ajanlara maruz kalmis tiimor hiicrelerinde, Gadd45’in apoptozisi
indiikledigi gosterilmistir (Takekawa et al. 1998). Gadd45 geni, MEKK4/MTK1
proteinleri ile etkileserek JNK/p38 sinyalizasyon yolagini aktive ederek apoptozisin
indiiklenmesine sebep olur ve Gadd45 araciligiyla JNK/p38 aktivasyonu i¢cin BRCAI
proteini gereklidir (Takekawa et al. 1998, Harkin et al. 1999). Ayrica, JNK ve p38
kinaz aktivitesinin saglanmasinda, gadd45’in kritik bir rolii oldugu belirtilmistir
(Hildsheim and Fornace 2002). Gadd45 geninin diizenlenmesi apoptozisin indiiksiyonu
ile iligkili olmasina ragmen, genotoksik strese yanit olarak Gadd45’in apoptozisi aktive

edip etmedigi hakkinda net bir kanit yoktur.
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Son zamanlarda ilgi ¢eken bir konu da Gadd45 proteininin, DNA tamirinde nasil
biyolojik bir role sahip oldugudur. Gadd45 proteininin, PCNA proteini ile etkileserek,
niikleotid eksizyon tamir mekanizmasinda rol oynadigi belirtilmistir (Smith et al. 1994).
Fakat hala bu durumun tartismali oldugu ve aydinlatilmasi gerektigi bilinmektedir
(Kearsey et al. 1995). Gadd45 proteininin ekspresyonunun engellenmesinin, DNA tamir
oranini degistirdigi ve DNA’da ¢apraz bag olusturan UV radyasyon veya sisplatin gibi
ajanlara maruz kalmis hiicrelerin 6liimiine duyarli hale getirdigi belirtilmistir (Smith et
al. 1996, Smith et al. 2000, Smith and Seo 2002). Ayrica Gadd45 proteinlerinin, UV
radyasyonun ardindan Kkor histon proteinleri ile direkt etkilestigi ve histon-DNA
kompleksinin bozulmasina sebep oldugu (destabilize) belirtilmistir (Carrier et al. 1999).
Yapilan bu ¢alismalara bagl olarak Gadd45’in, UV hasarli kromatin bolgesini taniyip
baglandig1 ve hiicresel proteinlerin DNA’ya girisini degistirebildigi gosterilmistir. Fare
embriyo fibroblastlar1 (MEF) ile yapilan bir calismada da, Gadd45’in kromatin
katlanmasi ve DNA tamiri arasindaki baglantiya aracilik ettigi gosterilmistir (Carrier et
al. 1999).
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2.3. DNA Tamiri ve Mekanizmalari

DNA’nin nesilden nesile degismeden kalmasi, DNA molekiiliiniin dogru olarak kendini
replike etmesi ve DNA molekiiliinde olusabilen hasarlarin tamir mekanizmalariyla
onarilmasiyla miimkiin olmaktadir (Culcu 2007). Tiim organizmalar (bakteri, maya,
drosophila, baliklar ve insanlar dahil), hiicreleri ¢evresel hasarlara karsi korumak
amaciyla DNA tamir mekanizmasi igerirler. DNA onarimi, apoptoz, mutasyon,
replikasyon hatalari, DNA hasarinin devamliligi ve genomik kararsizlik gibi onemli
biyolojik mekanizmalarda kullanilir. Bu mekanizmalardaki bir anormallik kansere veya

yaslanmaya yol acar (Int.Kyn.1, Biitiiner ve Kantarci 2006).

DNA

Hasan Mu tasyon KANSER
Repliasyon
Hatalan
& lRepllkasynn 8 draldi —
O DNA Hasan
DNA Genomie YASLANMA
Onaram Kararsizhk

Sekil 2.8. DNA hasari sonucu olusan siire¢

DNA onarim mekanizmalarindan, sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesi ile ilgili
genler ve hatali eglesme onarimi, baz ve niikleotid kesip ¢ikarma onarimu ile ilgili genler

sorumludur. Bu genlerin yer aldigi DNA tamir mekanizmalar1 sunlardir:

2.3.1. Direkt Onarim Mekanzimasi ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi

A. Fotoreaktivasyon

UV 1s1ga maruz kalma sonucu meydana gelen pirimidin dimerlerinin fotoliyaz enzimi
tarafindan yok edilmesi olayina fotoreaktivasyon denir. Fotoliyaz enzimi 151k enerjisini

tutar ve pirimidin dimerlerinin oldugu bolgede DNA’ya baglanip, dimerlerin arasindaki

kovalent baglari kirarak, zarar gérmiis bazlar1 eski haline geri dondiiriir (Onur et al.

2009).
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B. O-6-metilguanin Onarim

Alkilleyici ajanlar varliginda olusan O-6-metilguanin yiikksek oranda mutajeniktir.
Alkilleyici ajanlar varliginda meydana gelen bu hasar, O-6-metilguanin metil transferaz
enzimi tarafindan onarilir. Bu enzim hatali bazlara bagli metil (CH3) gruplarim

kopararak hasar1 onarir (Culcu 2007).

C. Basit Tek Zincir Kiriklarimin Ligasyonu

Peroksitler ya da X 1sinlar1 gibi baz1 ajanlar DNA zincirinde basit kiriklar meydana
getirmektedir. DNA zincirinde meydana gelen basit kiriklar DNA ligaz enzimi
tarafindan onarilmaktadir. Bu enzim enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5' fosfat grubu ile

3' hidroksil grubu arasinda fosfodiester bagini olusturarak hasart onarir (Onur ve ark.

2009).

2.3.2. Eksziyon (Kesip-Cikarma) Onarim Mekanizmasi

Bu onarim mekanizmas: tiim prokaryot ve oOkaryot organizmalarda bulunur ve 3

basamakta gergeklesir:

1- Yanlis bolge veya hasar taninir ve enzimatik olarak niikleaz enzimi tarafindan
hasarli bolge kesip cikartilir.
2- DNA polimeraz I enzimi ile olusan bosluklar doldurulur.

3- DNA ligaz enzimi ile de olusan bosluklar tamamen kapatilir (Zhang et al. 2009).
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A. Baz Eksizyon Onarim

Bu onarim mekanizmast DNA bazlarinin spontan hidrolizi ve kimyasal olarak
degismesi sonucu olusan hasarin onarimu ile ilgilidir. Ilk olarak kimyasal olarak degisen
baz, DNA glikozilaz enzimi tarafindan taninir. Bu enzim bazla seker arasindaki
glikozidik bag1 kopartarak AP bolgesi olusturur. Daha sonra bu bolge AP endoniikleaz
enzimi tarafindan tanmir ve AP endoniikleaz, AP bolgesinin seker omurgasinda bir
centik olusturur ve DNA ligaz enzimi ile bosluklar doldurularak hasar onarilir (Culcu

2007).

B. Niikleotid Eksizyon Onarimi

NER onarim mekanizmasi ile UV 15181 tarafindan uyarilan pirimidin dimerleri ile
DNA’daki biiyiik lezyonlar tanmir. Bu mekanizmada uvr gen firlinleri tarafindan,
DNA’daki lezyonlar taninir ve hasarli olan zincir kesilip ¢ikarilir. Daha sonra DNA
sarmal1 lizerinde meydana gelen bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve son

olarak DNA ligaz enzimi ile birlestirilir (Biitliiner ve Kantarci 2006).

C. Yanhs Eslesme (Mismatch) Eksizyon Onarimi

Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen ve bazlarin yanlis
eslesmesi seklindeki hatalar1 diizeltir. Bu mekanizmada goérev alan proteinler; mutS,
mutL, mutH, uvrD, ekzoniikleaz I, SSB (tek iplige baglanma proteini) ve DNA
polimeraz III’tiir. Replikasyon sirasinda normal zincir metilenmis durumdadir. Ancak
yeni sentezlenen zincirde metillenme gecikir. Boyle bir durumda, yeni sentezlenen
zincirdeki hatali bazlar mutS tarafindan tanmir. Daha sonra mutL. ve mutH kompleks
olusturarak sisteme katilir ve DNA boyunca metillenmemis bolge buluncaya kadar
hareket ederler. MutH proteini, metil grubunun karsisinda metillenmemis zincire gentik
atarak aktive olur. Metillenmemis zincir, ekzoniikleaz I, SSB ve uvrD ile birlikte
uzaklastirilir ve son olarak DNA polimeraz III ile dogru DNA zinciri sentezlenir ve

DNA ligaz ile bosluk kapatilarak onarim sona erer (Biitiiner ve Kantarci 2006).
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2.3.3. Rekombinasyonel Onarim Mekanizmasi

DNA replikasyonu sirasinda, herhangi bir nedenden kaynaklanan bir lezyon (pirimidin
dimeri gibi) varsa, DNA polimeraz lezyonlu bolgeye geldigi zaman duraklar. Daha
sonra yeni sentezlenen zincirde bosluk birakarak onun {izerinden atlar. Buna yanit
olarak RecA proteini, degis-tokus islemi ile hasarsiz komplementer zincirde bulunan bir
parcay1 bu bosluga transfer eder. Bu islem diger zincirde bir bosluk olusturur. Olusan bu

bosluk, replikasyon sirasinda onarim mekanizmasi tarafindan doldurulur (Culcu 2007).

2.3.4. SOS Onarim Mekanizmasi

UV radyasyon, alkilleyici ajanlar gibi DNA hasarinin yiiksek oranda oldugu ve diger
onarim mekanizmalarinin bagarili olmadigi durumlarda devreye giren onarim
mekanizmasidir. Bu mekanizma, DNA sentezi sirasinda, lezyonun iizerinden atlamak
yerine, lezyon karsisinda DNA polimerazin replikasyonu devam ettirmesini saglar.
Replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edildigi i¢in hataya meyilli onarim

mekanizmasi olarak da adlandirilir (Culcu 2007).

2.3.5. DNA Cift Zincir Kirig1 Onarim Mekanizmasi

DNA ¢ift zincir kirigina sebep olan etkenler, iyonize radyasyon, topoizomeraz
inhibitorleri ve V(D)J (antijen tanima bolgelerini kodlayan ekson V, D ve J seklinde ii¢
segmentten olusur ve bu segmentlerin bir¢gogu farkli kombinasyonlarla bir araya
gelebilir) rekombinasyondur. DNA ¢ift zincir kiriklar1 onarilmazsa kromozom
kiriklarina ve hiicre Oliimiine sebep olabilir. Eger yanlis onarilirsa kromozom

translokasyonuna ve kansere sebep olur.
DNA cift zincir kiriklari, serbest uglarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-

homolog end joining) (NHEJ) ve homolog rekombinasyon olmak {izere iki farkli sekilde

tamir edilir.
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A. Serbest Uclarin Homolog Olmayan Sekilde Baglanmasi (NHEJ)

Bu mekanizmada DNA-bagimli protein kinaz enzim kompleksleri, DNA’daki kirik
bolgelere baglandig1 zaman, diger proteinlerin de bu bolgeye gelmelerini saglar. Daha
sonra bu protein komplekslerinin formasyonu ile DNA ligaz enzimi kirik uglarin
baglanmasini saglar. NHEJ onarim yolundaki hatalar, iyonize radyasyona duyarliliga ve

immiin yetersizlige sebep olur (Onur ve ark. 2009).

B. Homolog Rekombinasyon (HR)

Iyonize radyasyona maruz kalan DNA sarmalinin her iki zincirinde de kirik oldugu
zaman bu mekanizma devreye girer. Bu mekanizmada hasarli DNA hasarli olmayan
homolog DNA ile degistirilir. Her iki zincirde de kirik oldugundan dolayr onarim
sirasinda komplementer DNA zinciri olarak kullanilacak hatasiz atasal bir zincir
bulunmamaktadir. Bu yiizden, homolog bélgesinde mevcut olan genetik bilgi, hatali ¢ift
zincir kingin yerine gegmede kullanilir. Hasarsiz homolog bolge rekombinasyonla

hasarli DNA molekiilii i¢ine yerlestirilerek onarim gergeklestirilir (Culcu 2007).
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2.4. Oksidatif Stres ve DNA Hasarim1 Onlemede Kullanilan Antioksidanlar

Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz ve molekiiler
agirhig distik olan molekiillere serbest radikal denir. Baska molekiillerle kolayca
elektron aligverisi yapabilen bu molekiiller ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) olarak da
adlandirilmaktadir (Cavdar ve ark. 1997). ROS’nin olusumu; iltihaplanma, yaglanma,
normalden yiiksek oksijen basinci, ozon (O3), azot dioksit (NO,), kimyasal maddeler ve
bazi ilaglarin etkisiyle artar. Serbest radikaller DNA, RNA gibi niikleik asitler ve
karbonhidrat, lipit, protein gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek, hiicrenin yap1 ve

fonksiyonunu degistirebilirler ve dolayisiyla oksidatif strese neden olabilirler.

Hiicrelerin ROS’ne karst en hassas komponentleri lipidlerdir. Hiicre membranlarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek, lipid peroksidasyon tiriinlerini olustururlar. Lipid peroksidasyonu kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca =zararlidir. Hiicre
membranlarinda lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin olusmasi,
ROS’nin neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir.
ROS’un neden oldugu lipid peroksidasyonuna “enzimatik olmayan lipid
peroksidasyonu” denir. Hiicre membranlarina lipid peroksidasyonuna ugrayan yag
asitleri poliansatiire (¢oklu doymamis yag asitleri)’dir. Lipid peroksidasyonu, yag
asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi
sonucunda yag asidi zincirinin lipid radikali niteligi kazanmasiyla baglar. Bu lipid
radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri olusur.
Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipid peroksit radikallerine doniisiirler ve bdylece olay kendi
kendini katalizleyerek devam eder. Lipit peroksitleri, gecis metallerinin katalizi ile
yikildig1 zaman zararli bilesikler olan aldehitler ortaya cikar. Bu aldehitler icinde en
onemlisi malondialdehit (MDA)’dir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar
ya da baslangicta etkili olduklar1 bolgeden diflize olarak hasar1 hiicrenin diger
boliimlerine yayarlar. MDA, hiicre ¢ekirdeginde baslica DNA ile tepkimeye

girmektedir.
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Bu nedenle biyolojik materyalde MDA oOlglimii ile lipid peroksidasyonun
degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Lipid peroksidasyonu ve kiikiirt igeren proteinlerin
oksidasyonu sonucu membran gecirgenligi ve kirilganligmin artmasi ile membran
enzimlerinin aktivitesi azalmakta ve hiicreye Ca iyonlarin girisi artmaktadir. Hiicre i¢i
serbest Ca artisina bagl olarak artan fosfolipaz aktivitesi fosfolipid aktivitesinin
artmasia, membran gegirgenliginde degisiklik ve potansiyel kaybina bagli toksik
etkide artisa, apoptozisin hizlanmasina ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirilmalarina
yol agmaktadir. Serbest radikallerin bu tiir etkileri sonucu pek c¢ok hastaligin

olusabildigi diisiiniilmektedir (Tietz 1995).

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastirlar. Proteinlerin serbest
radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina baglidir. Doymamis
bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler ve bunun
sonucunda siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur. Protein
karbonilleri sadece proteinlerin direk oksidasyonu sonucunda degil, ayni zamanda
indirgeyici sekerler veya poliansatiire yag asitlerinin oksidasyon {iriinleri ile proteinlerin
fonksiyonel gruplariin etkilesimi ile de olusabilirler. Bunun sonucunda protein-protein
capraz baglari olusmakta ve albumin ve immiinoglobulin G gibi ¢ok sayida distilfit
baglar1 igeren proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulabilmektedir. Bu sekilde yapilar
bozulan proteinler normal fonksiyonlarin1 yerine getiremezler ve enzimatik

aktivitelerinde degisiklikler meydana gelir.

Serbest radikallerin etki ettigi organik molekiillerden bir de karbonhidratlardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, diger peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Okzoaldehitlerin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme
0zelligi oldugu i¢in antimitotik etki gosterirler. Bu yiizden serbest radikallerin kanser ve

yaslanma olaylarinda rol oynadig: diistiniilmektedir (Akkus 1995).
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Serbest radikallerin niikleik asitler {izerinde yaptig1 hasar olduk¢a onemlidir. Serbest
radikaller o6zellikle DNA iizerinde sitotoksik etkiye sahiptirler. Ayrica siklobiitan
pirimidin dimerleri, dipirimidinler, tek zincir kiriklari, DNA-protein g¢apraz baglari
olusturarak, DNA polimeraz enzimini inhibe ederler. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol acar. Aktive olmus notrofillerden
salman hidrojen peroksitin de membranlardan kolayca gectigi ve hiicre ¢ekirdegine
ulagarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre o6liimiine yol agtigi

bilinmektedir.

Serbest radikallerin olumsuz etkileri ortadan kaldirilmazsa viicutta ciddi hasarlar
meydana gelebilir ve dolayisiyla c¢esitli hastaliklara sebep olabilir. Reaktif oksijen
bilesiklerini inaktive ederek oksidatif stresi Onleyebilen veya geciktiren maddelere
antioksidanlar, bu olaya da antioksidan savunma sistemi denir. Son yillarda {ilkemiz
dahil pek ¢ok iilkede, bircok hastaligin tedavisinde antioksidan 6zelligi olan bitkiler ¢ok
kullanilmaktadir. Oksidatif stresin artmasina bagli olarak organik molekiiller zarar
gormekte, dolayisiyla kalp hastaligi ve kanser gibi hastaliklarin olusma riski
artmaktadir. Serbest oksijen tiirlerinin meydana getirdigi oksidatif stresin dnlenmesi ve
etkisinin en aza indirilmesi i¢in yeterli miktarda antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin
tiketilmesi gerekir. Antimutajenik, antikarsinojenik, antiimflamutuvar, yaslanmayi
geciktirici  gibi  birgok biyolojik fonksiyonlar bu antioksidan bilesiklerden
kaynaklanmaktadir (Cook and Samman 1996). Biyolojik fonksiyonlarda bir¢ok olumlu
Ozelligi kanitlanmig olan antioksidan bilesiklerden biri de Curcuma longa bitkisinin

rizomlarindan elde edilen curcumin’dir.
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2.4.1. Curcumin

Curcumin; Cin ve Hindistan’da yaygin olarak yetistirilen, Zingiberaceae (Zencefilgiller)
familyasina ait, sar1 ¢igekli ve biiyiik yaprakli ¢ok yillik otsu bir bitki olan Curcuma
longa (Turmerik, Zerdecal, Zerdeg¢op)’nin rizomlarinda bulunur (Sekil 2.9) (Limtrakul
et al. 1997, Scarttezzini and Speroni 2000). Curcumin, yemeklerde sar1 renk verir ve

baharat olarak kullanilmaktadir.

Sekil 2.9. Curcuma longa bitkisi

Ik defa 1910 yilinda kimyasal olarak kullanilmaya baslanan curcumin [1,7-bis(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] diisiik molekiil agirlikli polifenol
bilesigidir (Menon and Sudheer 2007). Curcumin 183 °C’de erir, molekiiler formiilii
C21H2006 ve molekiiler agirligi 368,37 g/mol’diir (Menon and Sudheer 2007, Goel et al.
2008). Curcumin’in kimyasal yapisinda benzen halkalar iizerinde fenolik ve metoksi
gruplar ile B pozisyonunda baglanmis 2 keton grubu igerir ve bu yapisi antioksidan
Ozelligine katkida bulunur (Sekil 2.10) (Sreejayan and Rao 1996, Maheshwari et al.
2006). Curcumin, suda ¢6ziinmezken, etanol, metanol, DMSO, alkali, kloroform veya
asetik asit gibi organik ¢oziiciilerde iyi ¢oziiniir (Maheshwari et al. 2006, Menon and
Sudheer 2007).
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Sekil 2.10. Curcumin’in kimyasal yapisi

Curcumin’in 6ziinde, Curcumin (diferuloilmetan), demethoksicurcumin (p-hidroksi-
kinnamoil-feruloil-metan) ve bis-demethoksicurcumin (pp'-dihidroksi-dikinnamoil-

metan) olmak {izere 3 farkli curcuminoid vardir (Sekil 2.11) (Maheshwari et al. 2006).

CH;O OCH;
HO—D_CD'{:CHCOCHICOC H=CH4©—‘OH
CURCUMIN Diferuicy! methane
OCH3

HO /_\ CH=CHCOCH;COCH—CH GOH

DEMETHOXY CURCUMIN pHydroxy-cinnamoyi-fendoyl-methane

m—@cazcncocu,cocmu—@—on

BISDEMETHOXY CURCUMIN pp-Dihydroxy-dicinnanmrcy-methane

Sekil 2.11. Curcuminoidlerin kimyasal yapis1

2.4.2. Curcumin’in Metabolizmasi

Curcumin suda ¢ozlinmedigi i¢in hiicre membraninin hidrofobik ceplerinde lokalize
olmaktadir. Molekiiler yapisindan dolayi, hiicreye hizlica penetre olur ve plazma
membranindan kolayca gecerek sitozole ulasir. Sitoplazmada birikmis olan curcumin
cekirdege giremez. Plazma membrani, endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek kilifi gibi
yapilarin lipofilik 6zellikte olmasindan dolay1, curcumin bu membranéz yapilarin i¢inde
daha yogun bir sekilde bulunur. Curcumin, dolasimda ¢ok diisiik seviyede bulunmakta

ya da hi¢ bulunmamaktadir (Jaruga et al. 1998).
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Curcumin bagirsaklarda, renksiz ve daha az polar olan tetrahidrocurcumin adli
metabolitine doniiserek emilir ve buradan tiim dokulara dagilir. Daha sonra karacigerde
glukoronlanarak safra yolu ile atilir (Gautam et al. 1998). Oral yolla alinan curcumin’in,
yaklasik % 75°i fegesle, geri kalan kismi ise idrarla atilir. Intraperitonal uygulamalarda
da viicuttan atilmasi benzer sekilde olmaktadir, ancak % 11’inin de safrada depolandig:

belirtilmistir.

2.4.3. Curcumin’in Biyolojik Etkileri

Curcumin diyetlerde baharat, gida maddesi ve tekstilde de renk veren bitkisel ajan

olarak kullanilmasinin yanit sira bircok hastalikta da tedavi amacgli olarak

kullanilmaktadir (Sharma et al. 2005).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Curcumin’in bir¢ok farkli farmakolojik aktiviteye
sahip oldugu belirtilmistir (Aggarwal et al. 2006). Curcumin ile ilgili yapilan
calismalarda, antioksidan (Reddy and Lokesh 1992, Sreejayan and Rao 1994)
antikanserojen (Azuine and Bhide 1992, Deshpande et al. 1997, Singh et al. 1998),
antiinflamatuar (Holder et al. 1978) antialerjik, antiviral, antifungal, antibakteriyel
(Negi et al. 1999) ve serbest radikalleri siipiiriicii etkisi (Araujo and Leon 2001, Lin and
Lin-Shiau 2001, Aggarwal et al. 2006, Tohda et al. 2006). gibi 6nemli ozellikler
gosterdigi belirtilmistir (Sekil 2.12).

Curcumin’in Biyolojik Ozellikleri

Antiinflamatuar

Yara iyilestirici
\ / Anticksidan Aktivite

immiinmedilatsr /

Noroprotektif -f—

Antiviral /
Antifungal

Antibakteriyel Antianjiogenik

—- Antimutajenik

\ Antimetastatik

2.12. Curcumin’in biyolojik 6zellikleri
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2.4.3.1. Curcumin’in Antioksidan ve Antiinflamatuvar Etkisi

Oksidatif stresin, kalp hastaligi, diyabet, noronal hiicre hasari ve kanser gibi birgok
hastaligin olusumunda onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Curcumin kuvvetli bir
antioksidan aktiviteye sahip bir ajandir ve curcumin’in bu 6zelligi C ve E vitaminleri ile
karsilagtirilabilir. Curcumin, hidroksil radikalleri, azotdioksit radikalleri ve siiperoksit
anyon radikalleri gibi reaktif oksijen tlirlerinin uzaklastirilmasinda kolaylastiric1 etkiye
sahiptir (Reddy and Lokesh 1992, Sreejayan and Rao 1994). Bir¢ok hayvan modelinde
lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (Reddy and Lokesh 1992, Sreejayan
and Rao 1994). Curcumin’in apoptozisle ilgili genlerin ekspresyonunu baskiladigi
goriilmistiir (Jones et al. 2000). Curcumin’in diyetle birlikte alinmasi sonucunda,
norodejeneratif hastaliklardan olan Alzheimer hastaliindan korunmada yararh
olabilecegi gosterilmistir (Calabrese et al. 2003). Siganlarda curcumin’in nérokoruyucu
etkisinin, lipid peroksidasyonunu inhibe etmesi, antioksidan savunma enzimlerini
arttirmast ve peroksinitrit olusumunu azaltmasina bagli oldugu belirtilmistir
(Thiyagarajan and Sharma 2004). Ayrica farelerde streptozosinle olusturulmus
diyabette, curcumin’in serbest oksijen tiirlerinin olusumunu azalttigi bilinmektedir
(Sajithlal et al. 1998, Majithiya et al. 2005). Ayrica curcumin’in, Arasidonik asit,
Tromboksan ve Prostoglandin metabolizmasinin anahtar enzimleri olan Cox-1 ve Cox-
2’nin uyarimin baskilamasit sonucunda, inflamatuvar prostoglandinlerin sentezi

baskilanmistir (Khafif et al. 1998, Zhang et al. 1999).
Sonug¢ olarak oksidatif strese bagli olarak olusan birgok hastaligin tedavisinde

curcumin’in koruyucu bir etki gosterdigi gozlenmistir ve bu koruyucu etkisinin

antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandig1 bilinmektedir.
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2.4.3.2. Curcumin’in Yara Iyilesmesi Uzerine Etkisi

Curcumin, Hindistan’da halk arasinda bdcek isirmasi, deri hastaliklari, yaralanma ve
sucicegi gibi hastaliklarin tedavisinde yerel ilag olarak kullanilmaktadir. Yapilan
calismalarda da curcumin’in yaray1 tedavi etmede etkili oldugu belirtilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda, curcumin’in makrofaj, nétrofil ve fibroblast hiicrelerinden bol
miktarda difiize oldugu gosterilmistir (Sidhu et al. 1998).

Doku tahribatinda; hiicre boliinmesi, biiytime faktorleri ve hiicre dis1 matriks proteinleri
rol oynamaktadir. Doku ve yaralarin iyilesme siireci ise; inflamasyon, graniilasyon ve

doku yenilenmesi gibi agsamalardan olusmaktadir.

Curcumin biyolojik asamalarin diizenlenmesinde gerekli olan biiyiime faktorlerinin
potansiyel kaynagini gostermektedir ve biiylime faktorlerinin de yara iyilesmesinde
onemli oldugu bilinmektedir. Curcumin, fibrobastlar tarafindan olusturulan kollajen ve
fibronektin ekspresyonunu uyarir ve buna bagl olarak canli ortamdaki graniilasyon
dokunun olusum orani artar. Yara iyilesmesinde curcumin tedavisi ile fibronektin
seviyesi artar ve kollagen ekspresyonu hizlanir (Sidhu et al. 1998). Ayrica curcumin’in
yara iyilesmesinde antioksidan roliiniin, keratonist ve fibroblastlardaki hidrojen
peroksitin sebep oldugu zarar1 6nlemesiyle iliskili oldugu kanitlanmigtir (Phan et al.
2001). Baska bir calismada ise, curcumin’in hem oral hem de intraperitonal
uygulamalar1 sonucunda gastrik tilseri engelledigi belirtilmistir (Swarnakar et al. 2005).
Sonug olarak yapilan c¢aligmalarda, curcumin’in Yyara tedavisinde potansiyel bir

tyilestirici bitkisel ajan oldugu belirtilmistir.

2.4.3.3. Curcumin’in Angiogenezisi Diizenleyici Etkisi

Angiogenezis; yeni vaskiiler kilcal damarlarin biiylimesine sebep olan fizyolojik bir
olaydir. Bu fizyolojik olayda embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve kemik onarimi gibi
stirecler etkili olmaktadir. Kontrolsiiz angiogenezisin ise, timor biiylimesi, diyabet,
eklem iltihab1 ve kireclenme gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasinda iliskili oldugu
bilinmektedir. Tiimoérlerin gelismesinde angiogenezisin rolii oldugu ve bu durumun

diger organlara etki ettigi gosterilmistir (Thaloor et al. 1998).

30



Ayrica yapilan ¢aligmalarda curcumin’in angiogenezisi engelledigi gosterilmistir (Shim
et al. 2002). Ayni etkiler curcumin’in analoglarinda da goézlenmistir. Bu etkinin,
curcumin analoglarinin angiogenezle iliskili olan genlerin asir1  ekspresyonunu
azaltmasindan oldugu diistiniilmektedir (Mohan et al. 2000, Hahm et al. 2004).

Curcumin ve analoglarinin tiimorli dokularda, metalloproteinazlart inhibe ederek

angiogenezisi azalttig1 gosterilmistir (Robinson et al. 2003).

2.4.3.4. Curcumin’in Antikanser Etkisi

In vivo ve in vitro olarak deney hayvanlari iizerinde yapilan ¢aligmalarda curcumin’in,
kolon, onikiparmak bagirsagi, mide, yemek borusu ve agiz kanserlerinde, tiimdre karsi
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (Azuine and Bhide 1992, Deshpande et al. 1997,
Singh et al. 1998). Hindistan’da bagirsak kanserine nadir rastlanilmasinin sebebinin,
curcumin’in halk arasinda yaygin bir sekilde kullanimina baglanmaktadir. Curcumin’in
bu antikanserojenik etkisinin molekiiler temelinde, transkripsiyon faktorleri, adhezyon
molekiilleri, apoptotik genler, angiogenezisin diizenlenmesinde rol oynayan genler ve
hiicre sinyal molekiilleri oldugu belirtilmektedir (Chan 1995, Shim et al. 2002).
Farelerle yapilan bir c¢alismada curcumin bilesiklerinin giiclii bir sitotoksik etki
gosterdigi ve tiimorii dnemli bir oranda inhibe ettigi gosterilmistir (Rubby et al. 1995).
Ayrica sentetik curcumin’in de lenf kanseri ve farkl tiimor cesitlerinde inhibitor etki

gosterdigi bildirilmistir (Kawamori et al. 1999).

2.4.3.5. Curcumin’in Antimikrobiyal Etkisi

Gidalarda ve tekstil riiriinlerinde renk verme amacinin disinda E.coli ve S.aureus
organizmalarinda bakterisidal etkinlik gdsterdigi gézlenmis ve bu etkisi mikrobiyolojik
olarak da kanitlanmistir. Ayrica insan Immiin Sistem Yetersizligi (HIV) Tip 1 ve Tip 2
hastaliginda da, antiviral, antifungal, antimalaryal ve antiprotozoal etkilere sahip oldugu

belirtilmistir (Ammon and Wahl 1991, Li et al. 1993, Rassmusen et al. 2000).
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2.5. DNA Hasarmi Belirlemede Kullanilan Yontemler

DNA hasar1 maya, bitki, hayvan ve insanlar da dahil olmak iizere ¢esitli organizmalar
tizerinde c¢alisilmaktadir. DNA hasari normal DNA metabolizmasi sirasinda
kendiliginden veya cevresel faktorlerin etkisiyle meydana gelmektedir. Normal DNA
metabolizmast sirasinda meydana gelen DNA hasarinin en 6nemli nedeni bazlarin
kimyasal yapisinda kendiliginden olusan degisimlerdir. DNA hasarina neden olan
cevresel faktorler ise, fiziksel veya kimyasal ajanlardir (Dinger ve Kankaya 2010). DNA
hasarmma sebep olan kimyasal ajanlarin, organizmalar iizerindeki genotoksik veya
mutajenik etkilerini incelemek igin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler;
tek hiicre jel elektroforezi (Comet assay), mikronukleus (MN), kromozomal aberasyon
testi (CA), SCE, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), TUNEL, floresans in situ
hibridizasyon (FISH), immiinokimyasal yontemler, ELISA, kromotografi gibi
yontemlerdir (Kumari et al. 2008).

2.5.1. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi (Comet Assay)

DNA hasarn ilk kez 1978 yilindan Rydberg ve Johanson tarafindan belirlenmistir. Daha
sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan mikro jel elektroforez ydntemi
gelistirildi (Ostling and Johanson 1984). Bu yontemde, hiicreler mikroskop lamlarinin
tizerindeki agaroz jele gomiiliir, yogun tuz ve deterjan igeren lizis c¢ozeltisinde
bekletilerek hiicrelerin membranlarinin pargalanmasi saglandiktan sonra notr pH
ortaminda kisa bir elektroforez uygulanir. Ancak notr ortamda ¢ift sarmal kiriklari tespit
edilip, tek sarmal kiriklari tespit edilemedigi igin, elektroforez kuvvetli alkali ortamda
(pH>13) uygulanmistir (Singh et al. 1988). Giiniimiizde uygulanmakta olan “Comet
Assay” tek ve c¢ift zincir kiriklarinin tanimlanmasina olanak saglayan bir yontemdir

(Singh et al. 1988).
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Comet yonteminin en énemli avantaji, ¢esitli hiicre tiplerinde ¢aligilabilmesidir. Ayrica
basit, hizli, duyarli olmasi, radyoaktif isaretleme gerektirmemesi nedeniyle DNA
hasarmin tespitinde ¢ok tercih edilen bir yontemdir (Tice et al. 2000). Ancak avantajlari
oldugu kadar tek hiicre verisi, kiiglik hiicreli numune, uygulama esnasinda dikkat ve el
becerisi gerektirmesi ve sonuclarin yorumlanmasi gibi dezavantajlar1 da olabilir

(Dhawan et al. 2009).

Comet yonteminin uygulanmasinda ilk once, canli dokulardan izole edilen g¢ekirdek
icindeki DNA ince bir agaroz jelin icerisine fikse edilir, daha sonra DNA’nin stiperkoil
yapisinin agilmast ve kiriklarin ortaya g¢ikabilmesi ic¢in alkali ortamda lizis islemi
gerceklestirilir ve elektroforetik ortamda yiiriitiiliir. Eger cesitli fiziksel veya kimyasal
ajanlarla hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalar1 tarafindan onarilmamus, tek veya cift
zincirlerinde kiriklar olusmus ise farklt molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine
sahip olan kirllmis DNA molekiilleri farkli hizlarda go¢ ederler. Son olarak
elektroforetik ortamda yiiriitilen DNA molekiilleri, DNA’ya spesifik olan etidiyum
bromiir gibi boyalarla boyanip floresan mikroskop altinda incelenir. Mikroskop altinda
dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar 0-4 arasi rakamlar verilerek hasar
derecelendirilir. Ayrica kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA

yiizdesine de bakilarak sonuclar degerlendirilir (Dikilitas ve Kogyigit 2010).

2.5.2. Mikronukleus (MN) Yontemi

Kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerinin anlasilmasindaki en 6nemli kriterlerden biri
de MN olusturabilme yetenegidir. Bu teknik, kromozom anormalliklerine neden olan
genotoksik ajanlarin etkisini arastirmak i¢in gelistirilen bir tekniktir. MN’ler hiicrenin
mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom
veya asentrik kromozom parcalarindan koken alan olusumlardir. Genellikle hiicre
dongiistinii  kontrol eden genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan,
kinetokordan veya mitotik aygitin diger pargalarindan ve kromozomal hasarlardan

kaynaklanirlar. MN olusumunun temelinde DNA hasar1 vardir (Sekeroglu 2011).
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MN yo6ntemi, mitoz ile olusan tiim hiicre gesitleri lizerinde in vitro ve in vivo olarak
uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji arastirmalarinda kullanilan yaygin bir
yontem haline gelmistir (Stoper and Miiler 1997, Volders et al. 1997). In vitro MN
yonteminde, uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiiltiirlerine, ilk mitoz
boliinmeden 44. saat once sitokinezi inhibe etmek i¢in sitokalasin-B eklenir ve bir hiicre
dongiistinii tamamlayan biniikleatl (¢ift niikleuslu) hiicrelerin olusmasi saglanir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, kiiltiirler protokollere uygun olarak pasajlanir ve
biniikleat tasiyan MN’lerin orami tespit edilir (Fenech and Morley 1986, Krishna and
Hayashi 2000). In vivo Mn testinde ise, in vitro test sistemlerinden elde edilen
mutajenik etkinin daha detayli arastirilmasi ve bilesigin in vivo metabolizmasi,
farmakokinetigi ve DNA onarim asamalar1 gibi faktorlerin de degerlendirilmesi saglanir
(Schmid 1975, Krishna and Hayashi 2000). In vivo MN testi ile genellikle, kemik iligi
ve/veya periferal kan hiicrelerindeki polikromatik (PCE, olgunlagmamis eritrosit)’
lerdeki MN olusumunun analizi yapilmakta ve test edilen bilesigin genetik bir hasar

olusturup olusturmadig belirlenmektedir (Sekeroglu 2011).

Kemik iligi yetiskin kemiricilerde temel hematopoietik bir dokudur. Hematopoietik
hiicrelerin ¢ogalmasi sirasinda gesitli kimyasal maddelerin uygulanmasi, kromozom
hasarina veya mitoz bdliinmenin engellenmesine yol agmaktadir. Eritropoezis sirasinda
son mitoz bolinmeden sonra, kemik iligindeki eritroblastlar PCE’lere doniisiirken
cekirdeklerini kaybederler ve bu sirada meydana gelen kromozomal hasar sitoplazmada
MN olusumuna neden olur. In vivo MN c¢alismalarinda periferal kan daha az
degiskenlik gosterdigi i¢in daha iyi calisilmaktadir. Fakat kemirgenlerde dalak, MN
tastyan PCE’leri segici olarak uzaklastirdigi icin, kemirgenlerde dolasim kani yerine

kemik iligi tercih edilmektedir.

Fare kemik iliginde MN testi ilk olarak 1970’de Schmid tarafindan kullanilmistir. MN
testi, kimyasal ajanlarin etkisiyle kromozomal hasardan kaynaklanan MN’un
belirlenmesi esasina dayanir. Olusan MN sitoplazmada kalir. Olusan MN’lerin sekli
yuvarlaktir, bazen oval, halka ya da badem seklinde olabilir ve MN’un c¢api, eritrosit

niikleusunun yarisindan daha az olmalidir (Schmid 1975).
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Fare kemik iligi MN yonteminde eritrositler kullanilir.  Olugan MN yiizdesini
belirlemek i¢in PCE ve NCE (normokromatik eritrosit) kullanilir (Vijayalaxmi and
Veru 1999). PCE; tam olarak gelismemis, olgunlasmamis, gelisimin ara sathasinda ve
ribozomlar1 olan eritrosittir. NCE ise, olgun, ribozom igermeyen ve periferal dongiide
yaklagik 1 ay kalabilen eritrosittir (Mavournin et al. 1990). Bu iki eritrosit boyanma
Ozelliklerine bagli olarak mikroskopta kolaylikla ayirt edilebilirler. PCE’ler May
Grunwald-Giemsa boyasi ile maviye boyanirken, akridin orange boyasi ile kirmiziya
boyanirlar. NCE’ler ise, May Grunwald-Giemsa ile kirmizi renge boyanirken, akridin

orange ile boyanmazlar.

Uygulanan kimyasal ajanin kemik iligi hiicrelerinde toksik etki gosterip gdstermedigini
anlamak i¢in, PCE ile NCE arasindaki orana bakilir. Kimyasal ajan uygulanan
hayvanlarda, PCE/NCE oraninin kontrol grubuna goére onemli derecede azalmasi,
uygulanan kimyasal ajanin kemik iligi hiicrelerine ulastigini, niikleuslu hiicrelerin
boliinmesini ve olgunlasmasini engelleyerek eritrosit olusumunu azalttifinin ve
dolayisiyla toksik etki olusturdugunun gostergesidir (Sekil 2.13) (Cicchetti et al. 1999,
Yener ve Dikmenli 2009).

Test maddest

'J
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-
'
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Stenl santufi ' . .
Mikroskobuk
Santrafil mceleme

Yayma Boyama

Sekil 2. 13. Fare kemik iliginde /n vivo MN protokolii
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2.5.3. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi (Real Time PCR

-QRT PCR)

RT-PCR; hiicrelerden izole edilen RNA molekillerinin retroviruslerden izole edilen
revers transkriptaz enzimi vasitastyla komplementer DNA’ya (¢cDNA) doniistiiriilmesi
ve sonrasinda PCR yontemi ile eksponansiyel olarak ¢ogaltilarak gen ekspresyonu
analizlerinin yapildig1 hizli ve hassas bir yontemdir (Sekil 2.14) (Okutucu ve Pehlivan
2003). RT-PCR teknolojisi, DNA ya da mRNA o6rneklerinin gogaltilmasini ve olusan
tirlinlerin miktarin1 son zamanlarda tek bir tiipte belirleyebilen popiiler bir metot haline
gelmigtir (Gibson et al. 1996). PCR ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize
edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanilmasi sonucunda, floresanin olusan
DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢cogaltma teknigidir. Ayn1 zamanda bu yontem,
“kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time PCR” gibi farkli adlarla da
bilinmektedir (Bustin 2000). Bu yontem ile kiigiik 6rneklerdeni hatta tek bir hiicreden
bile izole edilen RNA izlenebilir (A¢ilan 2010). Bu yontemin en ¢ok kullanim alanlar
arasinda, biyolojik Orneklerden izole edilen DNA ve mRNA’nin diizeyinin sayisal
olarak belirlenebilmesidir. Ayrica tek nokta mutasyonlarmi belirleme, patojen
belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, tek niikleotit polimorfizm (SNP)
analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi calismalarda da kullanilmaktadir

(Kubista et al. 2006).

Karaciger
Doku Real Time Veri
Homojenat PCR Analizi

ﬁ

cDNA
Sentezi

RNA
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Sekil 2.14. RT-PZR akis semasi
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RNA’nin bulundugu ve en ¢ok calisildig1 6rnekler; kan, serum, hiicre kiiltiirleri, bitkisel
ya da hayvansal dokular ve bakteri kiiltiirleridir (Okutucu ve Pehlivan 2003). Gen
ekspresyonu analizlerinde ilk adim ¢alisilacak 6rneklerden RNA’nin izole edilmesidir.
RNA izolasyonunda en onemli nokta, riboniikleazlar ¢cok kararli ve higbir kofaktore
ihtiya¢ duymayan aktif enzimler olduklart i¢in, riboniikleazlarin denatiire oldugu
kimyasal bir ortamda hiicreyi par¢alamak gerekir. Bu yiizden RNA c¢aligmalart steril
kabinde yapilmali, buz iizerinde ¢alisilmali, steril ve filtreli pipet u¢lar1 kullanilmali ve
derideki RNaz’lar RNA’larin ¢abuk parcalanmasia sebep olduklar1 i¢in mutlaka
eldiven kullanilmalidir. RNA izolasyonu 4M guyanidyum izotiyosiyanat iceren bir
cozeltide fenol-kloroformla birlikte organik faz olusturularak veya ticari olarak satilan
RNA izolasyon kitleri ile yapilabilir. RNA izolasyonundan sonraki asama, cDNA
sentezidir. Iyi bir cDNA sentezi i¢in yiiksek saflikta RNA ile ¢alisiimasi gerekir.

Bu yiizden RNA’nin kalitesi ve miktar1 spektrofotometrik olarak olgiildiikten sonra,
RNA Orneklerinin  bozulmamis oldugunun formaldehit igeren agaroz jelde
goriintiilenmesi gerekir. cDNA, mRNA’nin analizi i¢in sentez edilir. cDNA sentezi;
RNAz’s1iz  bir ortamda retroviriislerden elde edilen revers transkriptaz,
deoksiriboniikleotid trifosfatlar ve random-hekzamer primerler, oligo d(T) primerler
veya gen spesifik primerler (GSP) kullanilarak gergeklestirilir. Sentezlenen cDNA’nin
1/10’u PCR dongiisti i¢in kullanilirken, geri kalan cDNA ornekleri ise — 80 °C’de

saklanmalidir.

RT-PCR islemi iki ya da tek adimda gerceklesebilir. Iki adimli RT-PCR tek RNA
orneginden ¢oklu mesajlarin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde,
tek zincirli cDNA random hekzamer, oligo d(T) veya GSP’lerle eslesir. RT-PCR’1n iki
adimda gerceklesmesinin  avantaji, amplifikasyon enziminin ve primerlerin
secilebilmesi, tek RNA Orneginden farkli mesajlarin belirlenebilmesi ve kantitasyonuna
uygun olmasidir. Tek adimli RT-PCR’da ise revers transkripsiyon ve PCR tek tiipte
optimize sartlarda gergeklestirilir ve fazla miktarda RNA o6rnegi varken daha
kullanighdir. Tek zincirli ¢cDNA GSP ile eslesir. Daha az pipetleme, daha az
kontaminasyon riski oldugu i¢in kantitatif PCR’a daha uygundur (Okutucu ve Pehlivan
2003).
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RT-PCR isleminde; ¢ift iplikli DNA’ya baglandiginda floresans artig gosteren ve PCR’1
engellemeyen SYBR Green gibi 6zgiil boyalar kullanilir. Boyle bir boyay1 kullanmanin
avantaji ve dezavantaji, boyanin PCR sirasinda herhangi bir ¢ift iplikli DNA’ya
baglanmasidir. Ekonomik ve basit olmasindan dolay: tercih edilen bir boyadir. Boya ¢ift
zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artiga parelel olarak SYBR
Green miktar1 da artar ve bu durum PCR cihazi tarafindan belirlenir. PCR {iriinlerinin
toplam sinyalinin backround sinyalini gectigi an Ct (threshold cycle) degeri olarak
bilinir. RT-PCR’da kesin ve relatif olmak tizere iki farkli sekilde miktar tayini yapilir.
Kesin miktar tayini, miktart bilinen RNA 6rnegi ile yapilir. Bu miktart bilinen RNA
ormeginden farkli dilusyonlar hazirlanir. Konsantrasyonu en fazla olan RNA
eksponansiyel biiyiime fazina en erken, konsantrasyonu en az olan RNA ise en son
girecektir. Biitiin konsantrasyonlardan elde edilen Ct degerleri ile standart grafik ¢izilir
ve grafik formiilinden bilinmeyen orneklerdeki gen ekspresyon miktarlari (cDNA
kopya sayis1) hesaplanir. Eger relatif miktar tayini yapilacak olursa, farkli kosullarda
ekspresyonu degismeyen bir refereans gen (housekeeping gen) kullanilir. Hem hedef

gen hem de refereans gen ile PCR yapilir ve hedef gen referans gene gore normalize

edilir (Agilan 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

—

. Sogutmali santrifiij (Hettich)

. Floresan mikroskop (Olympus)

. Istk mikroskobu (Olympus)

. 4 °C Buzdolab1 (Profilo)

. -20°C Derin dondurucu (Ugur)

. -80°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)

. Hassas terazi (Sartorius)
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N
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. Distile su cihazi (Niive)

[EEN
N

. Elektroforez diizenegi (Biolab)

[EN
w

. Hotplate (Thermolyne)

[EEN
IS

. pH metre (Hanna Instruments)
. Lam (IsoLab)
. Lamel (IsoLab)

—_ s
< o O

. Homojenizator (Ultra Turrax)

[EEN
o}

. Mikro santrifiij (Stratagene)

[EEN
©

. Karistiric1 (Labart)

N
o

. Kaynar su banyosu (WiseCircu)
. NanoDrop Cihazi (ND 1000)

[\
—_
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3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler
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. Curcumin (Curcuma longa) (Sigma)

. Methyl methanesulfonate (Sigma)

. Cyclophosphamide (Sigma)

. Normal erime noktasina sahip (NMPA, 65 °C) agaroz jel (Sigma)
. Diisiik erime noktasina sahip (LMPA, 37 °C) agaroz jel (Sigma)

. Sodyum-EDTA (Carlo Erba)

. Sodyum kloriir (Merck)

. Potasyum kloriir (KCI) (Merck)

. Trizma base (Sigma)

. Triton X-100 (Sigma)

. Sodyum hidroksid (Merck)

. Disodyum hidrojen fosfat (Merck)

. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)

. Etidyum bromiir (Sigma)

. Trizma HCI (Sigma)

. Histopak—1077 (Sigma)

. Dimetil siilfoksit (DMSO) (Carlo Erba)

. Fetal calf serum (Sigma)

. Nitrik asit (Merck)

. Methanol (Merck)

. May Grunwald boyasi (Sigma)

. Giemsa boyasi (Sigma)

. Entellan (Sigma)

. RNAlater” (Sigma)

. Trizol Reagent (RNA Izolasyon Kiti) (Invitrogen)
. Ethanol (Merck)

. 1zopropanol (Merck)

. Kloroform (Merck)

. ThermoScript™ RT-PCR (cDNA Sentez Kiti) (Invitrogen)
. Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life Tech)
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31. Ultrapure Dnase/Rnase Free Water (Life Tech)
32. Total Antioxidant Status (TAS) Kiti (Rel Assay Diagnostics)
33. Total Oxidant Status (TOS) Kiti (Rel Assay Diagnostics)

3.1.3. Hayvan Materyali

Calismada Isparta Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde tretilen, 8-10 haftalik, agirliklart 20-40 gram (g) arasinda
degisen (ortalama 30 g) 54 adet Swiss webster erkek fare kullanildi. Her biri 6 fare
iceren, biri pozitif kontrol, digeri negatif kontrol olmak fiizere, toplam 9 grup
olusturuldu. Deney siiresi boyunca tiim deneklerimiz, optimum laboratuar kosullar1 (22
+ 1°C, 12 saat karanlik/aydinlik ortamda) altinda, giinliik icme suyu ve ticari olarak

satilan fare yemi ile beslendi. 1 haftalik adaptasyon siiresinden sonra deneye baslanildi.
DNA hasar1 (genotoksisite) olusturmak amaciyla, kontrol gruplarindaki denekler haric,
diger uygulama gruplarindaki deneklere Franke ve ark. (2005)’nin calistigi dozlarda
40mg/kg MMS (Sigma) ve 25 mg/kg CP (Sigma) olarak 500 pl dH,O iginde
cozdirtilerek intraperitonal (i.p) olarak verildi.

DNA hasarin1 6nleyebilmek amaci ile 1. ve 3. gruptaki denekler harig, diger gruptaki
deneklere Kiirk¢ii (2008)’ye gore curcumin dozu 100 mg/kg olacak sekilde 20 ml
Dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde ¢ozdiirtilerek intragastrik (i.g) yoldan gavajla verildi.
3.1.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Grup 1 (Kontrol Grubu): Bu gruptaki deneklere sadece su ve yem verildi.

Grup 2 (Negatif Kontrol Grubu): 24 ve 48 saatlik etkilerine bakilmasi igin bu

gruptaki deneklere sadece i.g olarak 100 mg/kg curcumin verildi.

Grup 3 (DMSO Grubu): Curcumin DMSO iginde ¢ozdiiriildiigiinden bu gruba

curcumin dozu ile ayn1 oranda DMSO verildi.
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Grup 4 (Curcumin + MMS Grubu): Bu gruptaki deneklere curcumin’in koruyucu
etkisine bakilmasi i¢in, 6nce i.g olarak 100 mg/kg curcumin verildi ve 24. saat sonunda
kuyruk veninden kan alindi. Daha sonra i.p olarak 40 mg/kg MMS verildi ve 48. saatin

sonunda kuyruk veninden kan alindi.

Grup 5 (Curcumin + CP Grubu): Bu gruptaki deneklere curcumin’in Koruyucu
etkisine bakilmasi i¢in, once i.g olarak 100 mg/kg curcumin verildi ve 24. saat sonunda
kuyruk veninden kan alindi. Daha sonra CP’in 48 saatlik etkisine bakilmasi icin i.p

olarak 25 mg/kg CP verildi ve 48. saatin sonunda kuyruk veninden kan alindi.

Grup 6 (MMS + Curcumin Grubu): Bu gruptaki deneklere 6nce i.p olarak 40 mg/kg
MMS verildi ve 24. saatin sonunda kan alindi. Daha sonra curcumin’in tamir edici
ozelligine bakilmasi i¢in i.g olarak 100 mg/kg curcumin verildi ve 48. saatin sonunda

kan alindi.

Grup 7 (CP + Curcumin Grubu): Bu gruptaki deneklere 6nce i.p olarak 25 mg/kg CP
verildi ve 24. saatin sonunda kan alindi. Daha sonra curcumin’in tamir edici 6zelligine

bakilmasi i¢in i.g olarak 100 mg/kg curcumin verildi ve 48. saatin sonunda kan alindi.

Grup 8 (MMS Grubu): Bu gruptaki deneklere sadece i.p olarak 40 mg/kg MMS

verildi ve 24 ve 48. saatlerin sonunda kuyruk veninden kan alindi.

Grup 9 (CP Grubu): Bu gruptaki deneklere sadece i.p olarak 25 mg/kg MMS verildi

ve 24 ve 48. saatlerin sonunda kuyruk veninden kan alindi.

24. ve 48. saatlerin sonunda alinan kan drneklerinin bir ksiminda DNA hasarimi tespit
edebilmek i¢in Comet assay yontemi yapildi. Diger kan 6rnekleri ise 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazmalar 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak, OSI
(TOK/TAK oksidatif stres indeksi) diizeylerinin belirlenmesi igin -20°C’de saklandi.
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3.1.5. Doku Ornekleri ve Kemik iliginin Alnmasi

Tim gruptaki deneklere etken maddelerin uygulama islemi sona erdikten sonra, tim
denekler kas ici 5-10 mg/kg dozunda xylazin hidrokloriir (Rompun®) ve 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar™) ile anestezi altma alindi. Anesteziyi takiben, agiklig:
karin sol tarafa bakan C seklinde genis bir kesi ile karin agildi. Karacigerden doku
ornegi alinip, iginde RNaz enziminin aktivitesini inhibe eden RNAlater soliisyonu
bulunan ependorf tiip igerisine konuldu ve indiiklenmis DNA hasarinin belirteci olan
genlerden gadd45 ve gadd153’iin mRNA’larinin ekspresyon diizeyleri Real Time PCR
ile incelenmek {izere — 20° C’de saklandi. Daha sonra hayvanlar anestezi altindayken
kemik iliginde mikronukleus indeksinin belirlenmesi i¢in servikal dislokasyon yontemi
ile oldiriliip femur kemikleri c¢ikardi. Cikarilacak kemikler kaslarindan 1iyice
temizlenerek goriiniir hale getirildi. Iki ucundan kesilerek pens ile tutularak her femura
ait kemik iligi igerisinde 1 ml sigir serumu ihtiva eden enjektor ile santrifiij tiipiine
aktarildi. Bu islem yine 1 ml sigir serumu ihtiva eden enjektér ile diger ucundan da

verilerek kemik iliginin tamaminin santrifiij tiipiine aktarilmasi saglandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Tek Hiicre Jel Elektroforezinde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Lizis Soliisyonu: Stok lizis soliisyonu 100 mM EDTA, 2,5 M sodyum kloriir, 10 mM
trizma base’den olugmaktadir. Stok soliisyonun pH'st degistirilmedi. Bu stok
sollisyondan 100 mL ¢aligma soliisyonu hazirlandi. % 1 oraninda triton X-100 ve % 10
oraninda DMSO jojeye alinarak iizeri stok soliisyonla 100 mL’ye tamamlandi. Daha
sonra c¢aligma soliisyonunun pH 's1 10'a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve ¢ekirdek

zar1 lizise ugratildi.

Elektroforez Tamponu: Alkali elektroforez ¢ozeltisi | mM EDTA ve 300 mM sodyum
hidroksit tartilip 500 mL’ye tamamlandi ve pH < 13 olacak sekilde ayarlandi.
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PBS (Fosfat) Soliisyonu: 10 mM KH,PO, ve 10 mM K;HPO, soliisyonlar
hazirlandiktan sonra bir beher icinde pH 7,2 olacak sekilde birlestirildi. Hazirlanan
tampon soliisyonuna 0,15 M NaCl eklendi.

Boyama Soliisyonu: 10 mg etidyum bromiir 50 mL distile suda ¢oziilerek 200
pug/mL’lik stok etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti oda sicakliginda
saklandi. Stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden 1 mL alinip distile su ile 10 mL’ye

tamamlanarak 20 pg/mL’lik etidyum bromiir ¢6zeltisi hazirlandi.

Normal Erime Noktalh Agaroz (NMPA) Cozeltisi: 0,02 gr NMPA tartilip iizerine 2
mL 10X’lik PBS eklenip ve 1sitilarak % 1°’lik NMPA ¢6zeltisi hazirlandi ve 1sitici tabla

izerinde 1sitilan lamlarin {izerine yayildi.

Diisiik Erime Noktali Agaroz (LMPA) Cozeltisi: 0,01 gr LMPA tartilip tizerine 2 mL
10X’lik PBS eklenip 1sitilarak % 0,5’1ik LMPA ¢6zeltisi hazirlandi.

Notralizasyon Soliisyonu: 48,5 mg Tris 750 mL distile suda ¢oziilip pH 7,5%¢
ayarlandi. Distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi (Kogyigit et al. 2005).
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3.2.2. Mononiikleer Lokositlerde DNA Hasarmmin Tek Hiicre Jel Elektroforez

Teknigi ile In vitro Tayini

10.

11.
12.
13.
14.

15.

Tiim gruptaki deneklerin kuyruk venlerinden yaklasik 2-3 ml kan alindi.

Daha sonra ependorf tiiplerin igerisine histopak konuldu ve alinan kanlar 1:1
oraninda olacak sekilde tiiplerin igerisine eklendi.

Oda 1s1sinda 2000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonunda histopak tizerindeki interfazda ince bir tabaka halinde
yer alan I6kositler pastor pipeti yardimiyla yeni ependorf tiiplere alindu.

Daha sonra iizerlerine yikama amagli PBS eklenerek 2300 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi.

Siire sonunda siipernatan atilarak dipteki hiicre yogunluguna gore 0,5-1 mL PBS
eklenip pastor pipetiyle yavasga karigtirilarak homojen bir ¢ozelti olmasi
saglandi.

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

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

Daha sonra elektroforez islemi igin, elektroforez tanki soguk elektroforez
¢Ozeltisi ile dolduruldu.

Lamlar agar yayilan kisimlar iiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine
yerlestirildi ve 20 dk akim uygulanmadan bekletildi.

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

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

Lamlarin tizerine 60 pl 20 pg/mL konsantrasyonda olan etidyum bromiir
¢oOzeltisi ilave edildi.

Her lamda 100 hiicre floresan mikroskobunda degerlendirilerek DNA hasar
derecesi gorsel olarak degerlendirildi (Singh et al. 1988, Tice et al. 1990).
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3.2.3. Mikronukleus Yonteminde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanmasi

Nitrik Asit (HNO3) Cozeltisi: 7 ml HNO3 ve 93 ml distile su ile toplam hacim 100 ml

olacak sekilde hazirlandi. Bu ¢6zelti lamlar1 temizlemek amaciyla kullanildi.

Sorensen Tampon Cozeltisi: Bu tampon ¢ozeltisi Tampon A ve Tampon B olmak
tizere iki stok ¢ozelti olarak hazirlandi ve oda 1sisinda saklandi. Bu ¢6zeltiler ¢alismanin
amacima uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanildi. Bu

tampon ¢ozeltisi Giemsa ¢ozeltisi hazirlanirken de kullanildi.

Tampon A: 4,53 gr KH,PO, tartilarak {izeri distile su ile 100 mI’ye tamamlandi. pH’1
4,8’e ayarlandi.

Tampon B: 5,9 gr NaH,POy tartilarak iizeri distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. pH’1
9,3’e ayarlandi.

Giemsa Cozeltisi: 5 ml Tampon A, 5 ml Tampon B, 5 ml Giemsa boyas1 ve 85 ml
distile su ile toplam hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi. Bu ¢ozelti preparatlarin

boyanmasinda kullanildi.
May-Grunwald Cozeltisi: Preparatlarin boyanmasinda kullanilan bu ¢ozelti 50 ml
May-Grunwald stok soliisyonu ile 50 ml sorensen tampon ¢ozeltisi karistirilarak toplam

hacim 100 ml olacak sekilde hazirlandi.

Entellan: Seffaf preparat kapatma soliisyonudur. Preparatlar daimi hale getirilirken
kullanildi.
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3.2.4. Kemik iligi Orneklerinde In vivo Mikronukleus Tespiti

© © N o O

10.

11.
12.

13.

Her gruptaki deneklerden kemik iligi numunesi alindiktan sonra 1000 rpm’de 10
dk santrifiij edildi.

Siire sonunda siipernatan atildu.

Geride kalan kisma bir miktar fetal calf serum ilave edilerek silispanse edildi.
Daha sonra temiz lam iizerine 1 damla siispanse edilen soliisyon damlatildi ve
bagska bir lamla 45°°1ik a¢1 ile bu damlanin yayilmasi saglandi.

Preparatlar 1 gece kurutulmaya birakildi.

Preparatlar kuruduktan sonra saf metanolde 10 dk fikse edildi.

Daha sonra boyama islemine gecildi.

Preparatlar nce stok May-Grunwald soliisyonunda 3 dk bekletildi.

Sonra 1:1 oraninda hazirlanmis olan May-Grunwald+Sorensen fosfat
tamponunda 5 dk bekletildi.

Son olarak sorensen fosfat tamponunda hazirlanmis % 5°lik Giemsa boyasi ile
10-15 dk boyanmustir.

Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan sonra distile sudan gegirilmistir.

Boyanan preparatlar 1 gece kurudultuktan sonra, entellan ile kapatilarak daimi
hale getirildi.

Entellan ile kapatmadan 1-2 giin sonra 151k mikroskobunda 1000°lik biiyiitmede,
her preparat iizerinde rastgele 1000 polikromatik hiicre sayilarak, bu hiicreler
igersindeki mikronukleus tasiyanlar tespit edildi ve yiizdeleri ¢ikarildi. Ayrica
her preparatta 1000 hiicredeki polikromatik ve normokromatik hiicreler sayilarak

oranlamasi yapildi.
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3.2.5. RNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

DEPC (Dietil Pirokarbonat)’li Su: RNA o6rneklerini riboniikleazlardan korumak ig¢in
izolasyon yapilan ortamin ve kullanilan pipetlerin temizlenmesi i¢in DEPC’li su
kullanildi. 0,1 ml DEPC 100 ml suya eklendi ve alt iist edildi. 37°C’de 12 saat bekletildi
ve daha sonra 15 dk otoklav yapilarak kullanima hazir hale getirildi.

Etanol (% 75): % 100’lik etanolden 75 ml alinip tizeri DEPC’li su ile 100 ml’ye

tamamlandi1 ve 6zel bir cekmeceye kaldirildi.
3.2.5.1. RNA lzolasyonu

RNAlater” soliisyonu icerisinde dondurularak -20°C’de saklanan karaciger dokular1 oda
sicakligina getirildikten sonra homojenizasyon i¢in dokularin lizerine 1 ml Trizol
soliisyonu eklenerek Ultra Turrax homojenizator cihazi ile 1 dk homojenize edildi ve

RNA izolasyonu yapildi. Trizol soliisyonu ile RNA izolasyonu asamalari su sekildedir:

1. Trizol igerisinde homojenize edilen dokular niikleoprotein kompleksinin
ayrilmasi i¢in 5 dk oda 1s1sinda bekletildi.

2. 1 ml Trizol i¢in 200 ul kloroform eklendikten sonra vorteks yapildi ve 2-3 dk
oda 1s1sinda bekletildi.

3. 12.000 rpm’de 15 dk +4°C’de santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonrasi en iist fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pl izopropil alkol
igeren yeni bir tiipe alind1.

5. Tiip alt tist edilerek karistirldi ve 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

6. 12.000 rpm’de 10 dk +4°C’de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonras1 pelletin iizerindeki siipernatan dikkatli bir sekilde atildi ve
pelletin tizerine 1 ml % 75 etanol eklendi.

8. RNA’nin degrede olmasini ve kirilmasmi onlemek i¢in 7500 rpm’de 10 dk
+4°C’de santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonras1 % 75 etanol dokiildii ve tiiplerin kapaklar1 agik birakilarak 5-10
dk kurumaya birakildi.
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10. Pellet miktarina bagli olarak 20-50 pl Rnase free su eklendi.

11. Tipler RNA’nin ¢éziinmesi i¢in 10 dk sicak su banyosunda 55-60°C’de inkiibe
edildi.

12.1zole edilen RNA’lar analiz edilene kadar -20°C’de, analiz sonrasi -80°C’de
saklandi.

3.2.5.2. RNA’larin Kalite Kontrolii

Izole edilen RNA’larin konsantrasyonu ve saflizit  Nanodrop cihazinda
spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm dalga boylarinda optik dansite olgiilerek
hesaplandi. OD-260/0D-280 orani1 1,7 ve lizeri olanlar ¢alismada kullanildi.

3.2.5.3. cDNA Sentezi

Konsantrasyonlarina gore toplam 5 pg olacak sekilde ayarlanan RNA 6rneklerine RNaz
icermeyen su eklenerek (DEPC’li su) 9 pl’ye tamamlanmistir. cDNA sentezi i¢in 2 pl
dNTP mix ve 1 ul oligo (dT)20 primeri eklenerek Stratagene MX3005p Real Time PCR
cthazinda 65°C’de 5 dk denatiire edildikten sonra hizli bir sekilde buz iizerine alinarak 5
dk bekletildi. ThermoScript™ Revers transkriptaz enzimi (Invitrogen) ile 8l revers
transkripsiyon karigimi hazirlandi ve RNA {iizerine eklendi. Daha sonra termal cycler
cihazinda 55°C’de 45 dk inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon reaksiyonunu
sonlandirmak i¢in 85°C’de 5 dk bekletildi ve son olarak 1 pul RNase H enzimi eklenerek
20 dk bekletildi ve 20 pl olarak sentez edilen cDNA orneklerinde real-time PCR ile
duyarlilik kayb1 olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Miktar
5X cDNA sentez tamponu 4 ul
0,1 MDTT 1l
RNazOUT (RNaz Inhibitorii) 1 ul
DEPC’li su 1wl
ThermoScript RT enzimi 1 ul

Toplam: 8 ul
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3.2.5.4. Real Time QRT- PCR Calismalari

Fare karaciger dokularinda indiiklenmis DNA hasarinin belirteci olan Gadd45 ve
Gadd153 genlerinin ekspresyonu Stratagene MX3005p Real Time PCR cihazinda
gergeklestirildi. RT-PCR deneylerinde, primerler 6zgiil olmayan iiriinlerin baglanmasini
engelleyecek sekilde secildi. Primerler her bir transkripsiyon analizi i¢in spesifik olup
Gadd45 (Kaufmann et al. 2011) ve Gadd153 (Moriya et al. 2011) baz dizilerinin sentezi
yaptirild1 (Cizelge 3.1). Housekeeping gen (kontrol gen) olarak GAPDH (Moriya et al.
2011) kullanildi. MX3005p RT-PCR cihazinda, erime egrisi analizi yapilarak primer
dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon iiriinlerinin olup olmadig: da kontrol

edilmistir.

Denatiirasyon, primer yapigmasi ve zincir uzatma olmak tizere li¢ basamaktan olusan
amplifikasyon igleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi
(Ct) degerlerinden hareketle, hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi
degisimleri 2"*““' metodu ile hesapland: (Pfaffl, 2001). Bu hesaplamada;

AACt = (Cthedef gen — c:tGAPDH)denek grubu — (Cthedef gen — CtGAPDH)kontroI grubu

formiilii uygulanarak hesaplanan deger, her bir gen i¢in 274C formiiliinde yerine
konularak mRNA ekspresyon diizeyi, misli olarak azalma ya da artis seklinde belirlendi.
Endojen kontrol olarak GAPDH (glukoz 6-fosfat dehidrogenaz) geni kullanildi ve her
bir ornege ait GAPDH gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde

diizeltme (normalizasyon) uygulandi.
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RT-PCR Karisimi:
SYBR Green karisimi

Forward primer (10 pmol/pl)

Reverse primer (10 pmol/pl)

Distile su
cDNA

Toplam:

Miktari
10 pl
1wl
1wl

7 ul
1wl

20 ul

RT-PCR reaksiyonu Stratagene MX3005p Real Time PCR cihazinda, asagidaki

kosullarda gergeklestirildi.

95°C’de 10 dk
94°C’de 1 dk
X°C’de 1 dk
72°C’de 1 dk

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan primerlerin dizileri, Tm dereceleri ve uzunluklari

Gen No* Oligoniikleotid Dizisi E" | Tm | be

Gadd45 | NM_007836.1 | F | GCTGCCAAGCTGCTCAA 2 |576|71
R | TGCTGACGAAGACGA 3 56,2

Gadd153 | NM_007837.3 | F | AATAACAGCCGGAACCTGAGGA |1 |58,2 | 200
R | CCCAATTTCATCTGAGGACAGGA |3 | 56,6

GAPDH | NM_008084.2 | F | TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 58,1 | 150
R | TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG 1 |578

*NCBI Gene veritabam erisim numaralari, E*: Primerin yer aldig1 ekzon
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3.2.6. Plazmada TAK ile TOK’un Hesaplanmasi

Farelerin kuyruk veninden alinan kanlardan ayrilan plazma 6rneklerinde OSI degerinin
belirlenmesi icin TAK degerleri Total Antioxidant Status (TAS) Kiti (Rel Assay
Diagnostics), TOK degerleri ise Total Oxidant Status (TOS) Kiti (Rel Assay
Diagnostics) ile ELISA cihazi tarafindan spektrofotometrik olarak belirlendi.

Daha sonra, OSI degeri TOK seviyesinin, TAK seviyesine oraninin yiizdesi olarak
kabul edildi. Hesaplama i¢in TAK’1n iinite sonuglart mmol/L’ye degistirildi. OS] kit

(Rel Assay Diagnostics) katologunda belirtilen asagidaki formiile gére hesaplanmustir.

OSI = [(TOK, pmol/L)/ (TAK, (mmolTroloxEquiv/L) x 100]

3.2.7. istatistiksel Analizler

Veri analizleri PASW Statistics 18.0 paket programi yardimi ile yapilmistir. Her bir
parametre icin gruplar arasi farklarin belirlenmesinde Tek yonlii varyans analizi
kullanilmistir. Levene testi ile varyanslarin homojenitesi belirlenmistir. Fark belirlenen
gruplarda farkliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin belirlenmesi adina; homojen
varyansa sahip parametreler igin post hoc Tukey Testi, homojen varyansa sahip
olmayanlarda ise post hoc Tamhane testi kullanilmistir. Ayrica DNA hasar derecesinin
zamana bagli degisiminin anlamli diizeyde olup olmadigmmin belirlenmesinde
eslestirilmis orneklem T testi kullanilmistir. Onemlilik diizeyi p<0,05 olarak

belirlenmistir. Tablolarda gosterimler Ort+=SH seklinde yapilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, deneysel olarak alkilleyici ajanlardan MMS ve SP’e maruz birakilmis
farelerde DNA hasari, total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite (TOK)
ile genotoksisite belirteci mikronukleus indeksi ve hiicre biiylimesini durduran ve
indiiklenmis DNA hasarinin belirteci olan genlerden Gadd45 ve Gadd153’iin

ifadelerindeki degisiklikler ile bunlara curcumin’in etkileri belirlendi.

4.1. Curcumin’in 24. ve 48. Saatte Mononiikleer Lokositlerde MMS ve SP ile
Uyarilan DNA Hasarina Etkileri

4.1.1. Curcumin’in 24. Saatte Mononiikleer Lokositlerde MMS ve SP ile Uyarilan
DNA Hasarma Etkileri

Calismamizda, 24. saatte kontrol (10,67+1,12) , curcumin (9,67+0,80) ve DMSO
(12,33+0,95) gruplarindaki DNA hasar dereceleri pozitif kontrol gruplari olan MMS
(73,00+10,54) ve SP (84,33+15,57) gruplarina gore diistiktiir (p< 0.05) (Cizelge 4.1).

24. saatte Once curcumin, sonra MMS ve SP uygulanmis 4. (15,67+1,23) ve 5.
(42,67+6,61) gruplardaki DNA hasar derecesinin, sadece curcumin uygulanmis 2. gruba
(9,67+0,80) gore istatistiksel olarak farkli olmadig1 ve curcuminin MMS ve SP’e karsi
koruyucu ozellik gosterdigi bulundu. Once MMS, sonra curcumin uygulanmis 6.
gruptaki (71,83+6,74) DNA hasar derecesinin, sadece MMS uygulanmis 8. gruba
(73,00+£10,54) gore istatistiksel olarak farkli olmadigi ve curcuminin, MMS’in
olusturdugu hasar1 tamir etmede yetersiz kaldigi bulundu. Once SP, sonra curcumin
uygulanmis 7. grupta (75,3346,34) DNA hasar derecesinin, sadece SP uygulanmis 9.
gruba (84,33+15,57) gore istatistiksel olarak farkli olmadigr ve curcuminin, SP’nin
olusturdugu hasar1 tamir etmede yetersiz kaldigi bulundu. (Cizelge 4.1). Curcumin’in
24. ve 48. saatte mononiikleer 16koitlerde MMS ve SP ile uyarilan DNA hasarina ait jel

gorintiileri resim 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Curcuminin 24. saatte mononiikleer 16kositlerde MMS ve SP ile uyarilan DNA

hasarina etkileri

Uygulama gruplar: N DNA Hasar
Skoru
(AU)
Ort=SH
1)Kontrol 6 10,67+1,12a
2)Curcumin 6 9,67+0,80a
3)DMSO 6 12,33+0,95a
4)Curcumin+MMS 6 15,67+1,23a
5)Curcumin+SP 6 42,67+6,61a
6)MMS+Curcumin 6 71,83+6,74bc
7)SP+Curcumin 6 75,33+6,34bc
8)MMS 6 73,00+10,54bc

9)SP 6 84,33+15,57¢

* Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey ¢oklu karsilastirma testi)
Ort; Ortalama, SEM; Standart Hata, AU; Arbitrary Unit
MMS; Metil metansiilfonat, SP; Siklofosfamid, DMSO; Dimetilsiilfoksit

4.1.2. Curcumin’in 48. Saatte Mononiikleer Lokositlerde MMS ve SP ile Uyarilan
DNA Hasarmna Etkileri

Calismamizda, 48.saatte de kontrol (6,67+0,61), curcumin (9,33+1,26) ve DMSO
(10,33+1,89) gruplarindaki DNA hasar derecelerinin pozitif kontrol gruplari olan MMS
(38,33+5,6) ve SP (64,67+19,67) gruplarina gore diisiiktiir (p[10,05). (Cizelge 4.2.).

48. saatte Once curcumin, sonra MMS ve SP uygulanmis 4. (32,33+£6,25) ve 5.
(18,17+2,63) gruplardaki DNA hasar derecesinin, sadece curcumin uygulanmis 2. gruba
(9,33+1,26) gore istatistiksel olarak farkli olmadigi ve curcumin2in MMS ve SP’e karsi
koruyucu ozellik gosterdigi bulundu. Once MMS, sonra curcumin uygulanmis 6.
gruptaki (30,00+2,38) DNA hasar derecesinin, sadece MMS uygulanmis 8. gruba
(38,33+5,6) gore istatistiksel olarak farkli olmadigi ve curcumin’in MMS’in

olusturdugu hasar1 tamir etmede yetersiz kaldigi bulundu.
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Once SP, sonra curcumin uygulanmis 7. gruptaki (69,67+6,64) DNA hasar derecesinin,
sadece SP uygulanmis 9. gruba (64,67+19,67) gore istatistiksel olarak farkli olmadigi ve
curcumin’in SP’nin olusturdugu hasari tamir etmede yetersiz kaldigi bulundu (Cizelge
4.2).

Cizelge 4.2. Curcuminin 48. saatte mononiikleer 16kositlerde MMS ve SP ile uyarilan DNA

hasarina etkileri

Uygulama gruplari N DNA Hasar Skoru
(AU)
Ort+SH
1)Kontrol 6 6,67+0,61a
2)Curcumin 6 9,33£1,26a
3)DMSO 6 10,33+1,89a
4)Curcumin+MMS 6 32,33+6,25ab
5)Curcumin+SP 6 18,17+2,63a
6)MMS+Curcumin 6 30,00+2,38ab
7)SP+Curcumin 6 69,67+6,64c
8)MMS 6 38,33+5,6abc
9)SP 6 64,67+19,67bc

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey ¢oklu karsilastirma testi)
Ort; Ortalama, SEM; Standart Hata, AU; Arbitrary Unit
MMS; Metil metansiilfonat, SP; Siklofosfamid, DMSQO; Dimetilsiilfoksit

Resim 4.1. Curcumin’in 24. ve 48. saatte mononiikleer 16kositlerde MMS ve SP ile uyarilan
DNA hasaria ait comet assay goriintiileri

a Kontrol, curcumin ve DMSO gruplarina ait Comet goriintiileri
b MMS ve SP ile uyarilan Comet goriintiileri
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4.2. Curcumin’in Fare Kemik iligi Hiicrelerinde MMS ve SP ile Uyarilan

Genotoksisite Uzerine Etkileri

Fare kemik iligi hiicrelerinin MMS ve SP ile uyarilmasi sonucu farelerde,
genotoksisiteyi belirlemede kriter olarak kullanilan total MN’lu PCE yiizdesi ve
PCE/NCE oran1 verilmistir (Cizelge 4.3).

Fare kemik iligi hiicrelerinde, kontrol (4,17+0,60), curcumin (4,33+0,67) ve DMSO
(3,50+0,43) gruplarindaki MN’Iu PCE degerleri pozitif kontrol gruplart olan MMS

(14,33+0,72) ve SP (16,33+0,62) gruplarina gore disiiktiir (p<0,05).

Once curcumin, sonra MMS uygulanmis 4. grubun (10,00+0,58), sadece MMS’in
uygulandigr 8. gruba (14,33+0,72) gére MN PCE olusumunu azaltmada istatistiksel
olarak anlamli oldugu ve curcumin’in MMS’a kars1 koruyucu etki gosterdigi bulundu.
Once curcumin, sonra SP uygulanmis 5. grubun (10,50+0,67), sadece SP uygulanmis
9.gruba (16,33+0,62) gére MN PCE olusumunu azaltmada istatistiksel olarak anlamli
oldugu ve curcumin’in SP’e kars1 koruyucu etki gosterdigi bulundu. Once MMS, sonra
curcumin uygulanmig 6. grubun (10,17+0,60), sadece MMS uygulanmis 8. gruba
(14,33+0,72) gore MN PCE olusumunu azaltmada istatistiksel olarak farkli olmadigi ve
curcumin’in, MMS’n olusturdugu MN PCE olusumunu tamir etmede yetersiz kaldigini
gosterdi. Once SP, sonra curcumin uygulanmis 7. grubun (12,83+0,48), sadece SP
uygulanmis 9.gruba (16,33+0,62)gére MN PCE olusumunu azaltmada istatistiksel
olarak farkli oldugu ve curcumin’in, SP’in olusturdugu MN PCE olusumunu tamir etme

ozelligine sahip oldugunu gosterdi.

Ayrica MMS ile SP’nin fare kemik iligi hiicrelerinde toksik etki gosterip gdstermedigini
anlamak icin, PCE ile NCE arasindaki oran da degerlendirildi (Cizelge 4.3). MMS
(1,08+0,03) ve SP (0,98+0,03) uygulanmis farelerde, PCE/NCE oraninin kontrol
(1,8040,04), curcumin (1,72+0,02) ve DMSO (1,75+0,02) gruplarina gore az oldugu ve
dolayisityla MMS ile SP’nin toksik etki gosterdigi bulundu.
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Once curcumin, sonra MMS uygulanan 4. grubun (1,25+0,01), sadece MMS
uygulanmis 8. gruba (1,08+0,03) gore PCE/NCE orani agisindan istatistiksel olarak
farkli oldugu ve curcumin’in MMS’a kars1 koruyucu etki gdsterdigi bulundu. Once
curcumin, sonra SP uygulanan 5. grubun (1,39+0,02), sadece SP uygulanmis 9. gruba
(0,98+0,03) gore istatistiksel olarak farkli oldugu ve curcumin’in SP’a kars1 koruyucu

etki gosterdigi bulundu.

Once MMS, sonra curcumin uygulanmis 6. grubun (1,18+0,03), sadece MMS
uygulanmis 8. gruba (1,08+0,03) gore PCE/NCE orani agisindan istatistiksel olarak
farklt olmadig1 ve curcumin’in, MMS’in olusturdugu toksik etkiyi tamir etmede yetersiz
oldugu bulundu. Once SP, sonra curcumin uygulanmis 7. grubun (1,06+0,06), sadece
SP uygulanmis 9.gruba (0,98+0,03) gére MN PCE olusumunu azaltmada istatistiksel
olarak farkli oldugu ve curcumin’in, SP’in olusturdugu toksik etkiyi tamir etme
ozelligine sahip oldugu bulundu. Resim 4.2°de fare kemik iligi hiicrelerinin MMS ve SP

ile uyarilmasi sonucu gozlenen PCE, NCE veMN PCE goriintiileri gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. MMS ve SP ile uyarilan fare kemik iligi hiicrelerinde gozlenen total MN PCE
degerleri ile PCE/NCE orani

Uygulama gruplari MN PCE degerleri (%) PCE/NCE orani
Ort+SH Ort+SH

1) Kontrol 4,17+£0,60a 1,80+0,04a
2) Curcumin 4,33+0,67a 1,724+0,02a
3) DMSO 3,50+0,43a 1,75+0,02a
4) Curcumin+MMS 10,00+0,58b 1,25+0,01ab
5) Curcumin+SP 10,50+0,67bc 1,39+0,02ab
6) MMS+Curcumin 10,17+0,60bc 1,18+0,03bc
7) SP+Curcumin 12,83+0,48¢c 1,06+£0,06b
8) MMS 14,33+0,72cd 1,08+0,03bc
9) SP 16,33+0,62de 0,98+0,03¢

* Siitunlardaki farkl harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey ¢oklu kargilagtirma testi)
MN PCE; Mikronukleuslu Polikromatik Eritrosit, Ort; Ortalama, SH; Standart Hata
MMS; Metil metansiilfonat, SP; Siklofosfamid, DMSO; Dimetilsiilfoksit
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MN-LCE

Resim 4.2. MMS ve SP ile uyarilan fare kemik iligi hiicrelerinde gozlenen PCE, NCE ve MN

PCE goriintiileri

4.3. Curcumin’in MMS ve SP ile Uyarilan Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Farelerde, curcumin’in MMS ve SP ile uyarilan genotoksisitede, oksidatif stres indeksi
(OSI), total antioksidan kapasitenin (TAK) total oksidan kapasiteye (TOK) béliinmesi
ile hesaplandi. OSI diizeyleri, kontrol (9,88+0,26), curcumin (8,55+0,24) ve DMSO
(9,40+0,18) gruplarinda, pozitif kontrol gruplari olan MMS (22,17+1,09) ve SP
(25,45+0,80) uygulanmis 8. ve 9. gruplara gore istatistiksel a¢idan diisiitk bulundu

(p<0,05). (Cizelge 4.4.).

Once curcumin, sonra MMS uygulanan 4. grubun (10,58+0,63), sadece MMS
uygulanmis olan 8. gruba (22,17+1,09) gére OSI diizeyinin istatistiksel olarak farkli
oldugu ve curcumin’in, MMS’a kars1 koruyucu ozellik gosterdigi bulundu. Once
curcumin, sonra SP uygulanan 5. grubun (9,18+0,52), sadece SP uygulanmis 9. gruba
(25,45+0,80) gore OSI diizeyinin istatistiksel olarak farkli oldugu ve curcumin’in SP’a
kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi bulundu. Once MMS, sonra curcumin uygulanmis 6.
gruptaki (21,50+1,23) OSI diizeyinin, sadece MMS uygulanmis 8. gruba (22,17+1,09)
gore istatistiksel olarak farkli olmadigi ve curcumin’in, MMS’1n olusturdugu oksidatif
hasar1 tamir etmede yetersiz kaldig1 bulundu. Once SP, sonra curcumin uygulanmis 7.
gruptaki (19,55+1,31) OSI diizeyinin, sadece SP uygulanmis 9. gruba (25,45+0,80) gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu ve curcumin’in, SP’in olusturdugu oksidatif hasari

tamir etme 6zelligine sahip oldugu bulundu.
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Cizelge 4.4. Curcumin’in MMS ve SP ile uyarilan oksidatif stres iizerine etkisi

Uygulama gruplar:

OSI diizeyi (%)

Ort+SH
1)Kontrol 9,88+0,26a
2)Curcumin 8,55+0,24a
3)DMSO 9,40+0,18a
4)Curcumin+MMS 10,58+0,63a
5)Curcumin+SP 9,18+0,52a
6)MMS+Curcumin 21,50+1,23b
7)SP+Curcumin 19,55+1,31b
8)MMS 22,17+1,09bc
9)SP 25,45+0,80c

* Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey ¢oklu karsilastirma testi)
OSI; Oksidatif Stres Indeksi, Ort; Ortalama, SH; Standart Hata
MMS; Metil metansiilfonat, SP; Siklofosfamid, DMSO; Dimetilsiilfoksit

4.4. Gadd Genlerine Ait Bulgular

Curcumin’in, alkilleyici ajanlardan MMS ve SP’in olusturdugu hasara karsi etkisini
belirlemek amaciyla, karaciger dokusunda hiicre biiylimesini durduran ve indiiklenmis

DNA hasar genleri olan Gadd45 ve Gadd153’iin mRNA ekspresyon diizeyleri incelendi.

RT-PCR’da 3 basamakli amplifikasyon isleminden sonra, analizi yapilan genlerin
(Gadd45 ve Gadd153) ve kontrol GAPDH geninin elde edilen amplifikasyon egrilerine
ait dongi esigi (Ct) degerleri belirlendi. mRNA ekspresyon diizeylerini hesaplamak i¢in

formiilde kullanilan ortalama Ct degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.

59



Cizelge 4.5. Molekiiler analizi yapilan genlerin Real-time Quantitative PCR (RT-QPCR) Ct
sonuclari

Gadd45 Gadd153 GAPDH
Kontrol 26,71 25,89 18,61
Curcumin 26,38 26,11 19,17
MMS 26,58 26,23 17,52
SP 28,08 29,36 20,37
Curcumin+MMS 26,70 26,67 17,87
Curcumin+SP 25,04 24,22 17,91
MMS+Curcumin 28,31 27,01 18,65
SP+Curcumin 27,30 26,50 17,87

MMS: metil metansiilfonat, SP: siklofosfamid, Gadd45: hiicre biiylimesini durduran ve
indiiklenmis DNA hasar geni 45, Gadd153: hiicre biiylimesini durduran ve indiiklenmis DNA
hasar geni 153, GAPDH: glukoz-6- fosfat dehidrogenaz

“AACt metodu

Analizi yapilan genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2
ile genlere ait Ct degerleri kullanilarak hesaplandi (Pfaffl, 2001) ve mRNA ekspresyon
diizeyleri, misli olarak azalma (-) ya da artig (+) seklinde belirlendi. MMS ve SP
gruplarina ait mRNA diizeyleri misli olarak artis veya azalig seklinde hesaplanirken
kontrol grubu baz alinmig olup, Curcumin+MMS ve Curcumin+SP gruplarina ait
mRNA seviyelerindeki degisimler curcumin grubu ile, MMS+Curcumin grubu mRNA
diizeyleri MMS grubu, SP+Curcumin grubu mRNA diizeyleri ise SP grubu ile kiyas
yapilarak hesaplanmistir. Misli olarak bulunan ve Cizelge 4.6’de verilen sonuglarda eksi
(-) degerler hedef genin baskilandigini, art1 (+) degerler ise hedef genin uyarildigini

ifade etmektedir.
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Cizelge 4.6. Molekiiler analizi yapilan genlerin mRNA ekspresyonlarina gore uyarilma (+)
veya baskilanma (-) durumlari

mRNA ekspresyonlarindaki degisimler (misli olarak)

Gadd45 Gadd153
MMS @ +1,9 +2,6
SP @ +13 +1,0
Curcumin+MMS ® + 3 +3,4
Curcumin+SP ° +1,0 +1,5
MMS+Curcumin © +15 -1,3
SP+Curcumin @ +3,3 -1,3

mRNA ekspresyon diizyleri, misli olarak azalma (-) ya da artis (+) seklinde belirlendi. Endojen
kontrol olarak GAPDH (glukoz 6-fosfat dehidrogenaz) geni kullanildi ve her bir 6rnege ait
GAPDH gen diizeyine gore diger genlerin ekspresyon diizeylerinde diizeltme (normalizasyon)
uygulandi. MMS: metil metansiilfonat, SP: siklofosfamid, Gadd45: hiicre biiyiimesini durduran
ve indiiklenmis DNA hasar geni 45, Gadd153: hiicre biiylimesini durduran ve indiiklenmis DNA
hasar geni 153.

#: Kontrol grubuyla karsilagtirildi.
®: Curcumin grubu ile karsilastirilda.
“MMS grubu ile karsilastirildi.

“SP grubu ile karsilastirildi.

Cizelge 4.6’de verilen MMS ve SP gruplarina ait Gadd45 mRNA ekspresyon
diizeylerindeki artis miktarlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MMS grubunun 1,9
misli, SP grubunun ise 1,3 misli uyarildig1 goriilmektedir. Once curcumin, sonra MMS
uygulanmis  grup, curcumin  grubuyla kiyaslandiginda, farelerin mMRNA
ekspresyonlarinin 3 misli uyarildigi, 6nce SP, sonra curcumin uygulanan grupta ise
mRNA diizeyinin 1 misli uyarildigi belirlenmistir. Once MMS, sonra curcumin
uygulanmis grup, MMS grubuyla karsilastirildiginda, bu grubun mRNA ekspresyon
diizeylerinin 1,5 misli uyarildig1 gériilmektedir. Once SP, sonra curcumin uygulanan
grup, SP grubuyla kiyaslandiginda, bu grubun mRNA ekspresyon diizeylerinin 3,3 misli

uyarildig: gosterilmistir.
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MMS ve SP gruplarina ait Gadd153 mRNA ekspresyon diizeylerindeki artig miktarlar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, MMS grubunun 2,6 misli, SP grubunun ise 1 misli
uyarildig1 goriilmektedir. Once curcumin, sonra MMS uygulanmis grup, curcumin
grubuyla kiyaslandiginda, farelerin mRNA ekspresyonlarinin 3,4 misli uyarildigi, dnce
SP, sonra curcumin uygulanan grupta ise mRNA diizeyinin 1,5 misli uyarildigi
belirlenmistir. Once MMS, sonra curcumin uygulanmis grup, MMS grubuyla
karsilastirildiginda, bu grubun mRNA ekspresyon diizeylerinin 1,3 misli baskilandigi
goriilmektedir. Once SP, sonra curcumin uygulanan grup, SP grubuyla kiyaslandiginda,

bu grubun mRNA ekspresyon diizeylerinin 1,3 misli baskilandigi gosterilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, dogrudan etkili alkilleyici ajanlardan olan MMS ve dolayli yoldan etkili
ajan olan SP verilmis farelerde, mononiikleer 16kositlerde DNA hasari, plazmada TAK,
TOK ile kemik iligi hiicrelerinde genotoksisite belirteci mikronukleus indeksi ve
karaciger dokusunda hiicre biiyiimesini durduran ve indiiklenmis DNA hasarinin
belirteci olan genlerden Gadd45 ve Gadd153’iin ifadelerindeki degisiklikler ile bunlara

curcumin’in etkileri ¢alisildi.

Ekzojen etkenlerden olan alkilleyici ajanlar, DNA ve RNA gibi organik
makromolekiillere, proteinlerin amino grup, karboksil, siilfiidril, fosfat gruplar1 yerine
alkil gruplarini transfer ederek hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina yol acan ajanlardir
(Klug ve Cummings 2003). Guaninin N 7 pozisyonu en sik alkillenen bolgedir ve
alkillenme sonucunda mRNA yanlis kodlanmasi sonucunda DNA’da ¢ift zincir
kiriklarina ve zincir igi ¢apraz baglarin olusumuna neden olmaktadir (Arlett et al. 2006).
Alkilleyici ajanlardan olan MMS; DNA ve aminoasitlerin 6zellikle nitrojen atomlarinin
niikleofilik bolgelerini metilleme 6zelliginde olan, zayif mutajenik ve karsinojenik etki
gosteren bir molekiildiir (Franke et al. 2005, Horvathova et al. 1998). MMS’in
genotoksik etkisi, baz modifikasyonlarina baglidir. MMS’1n bazlarla reaksiyona girmesi
sonucunda  bazlarin  N-glikozidik  baglarn1  zayiflar ve DNA  zincirinde
depiirinasyon/depirimidinasyona yol acarak abazik bolgelerin (AP bolgeleri) olusumuna
neden olur (Loeb et al. 1986). MMS, yapisinda reaktif grup olarak silfiir igeren,
dogrudan etkili monofonksiyonel bir ajandir ve tek reaktif grubuna sahip oldugu icin
DNA’daki tek niikleofilik merkezle kovalent bag yaparak DNA’da hasar olusturur
(Vrzoc and Petras 1997). Kanser tedavisinde ¢ok kullanilan ve bagisiklik sistemini
baskilayici bir ilag olan SP ise bifonksiyonel alkilleyici ajandir. 2 tane reaktif grup tasir
ve DNA ile 2 ayr1 bolgede reaksiyona girer (Sekil 2.2) (Ayhanci 1997, Franke et al.
2005). SP’nin genotoksik etkisi aktif olan metabolitleri araciligi ile olur, c¢iinki
normalde SP inaktif formdadir. Aktif metabolitlerden olan FAM’1n DNA’ya baglanarak
hiicre boliinmesini baskiladigi, dolayisiyla SP’nin bagisiklik baskilayic1 ve antitimor

etkilerine araci oldugu diistiniilmektedir (Ayhanci 1997, Hengstler et al. 1997).
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SP’nin toksik etki gostermesinde etkili olan metaboliti akrolein’dir. Akrolein, dokularda
antioksidan savunma mekanizmasina miidahele ederek yiiksek oranda serbest radikal
olusumuna sebep olur ve olusan serbest radikaller, enzim, reseptor, iyon pompalar1 gibi
molekiillerle etkilesime girerek onlarin fonksiyonlarinin bozulmasina yol agar

(Senthilkumar et al. 2006).

Curcumin’in 24. ve 48. saatlerde mononiikleer 16kositlerde MMS ve SP ile uyarilan
DNA hasarina etkileri Comet assay ile belirlendi. Hem 24. hem de 48. saatte MMS ve
SP’in yiiksek seviyede hasar olusturdugu, fakat SP’in MMS’a gore daha yiiksek
seviyede hasar olusturdugu bulundu. MMS ve SP ile uyarilan genotoksisite {izerine
portakal suyunun etkileri ile yapilan bir ¢alismada ise, mononiikleer l6kositlerde
MMS’in hem 24. saatte hem de 48. saatte SP’ye gore daha yiiksek seviyede hasar
olusturdugu gosterilmistir (Franke et al. 2005). Franke ve ark.’nin C vitamininin tamir
etme Ozelligi ile ilgili yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada da mononiikleer lokositlerde,
MMS’in SP’ye gore daha yiiksek seviyede hasar olusturdugu gosterilmistir (Franke et
al. 2005). Calismamizda, SP’in MMS’a gore daha yiiksek seviyede DNA hasari
olusturmasi, MMS’in tek reaktif grup, SP’in ise iki tane reaktif grup tasimasi ve DNA
ile etkilestikleri niikleofilik bolgelerin farkli olmasindan veya SP’in toksik etkiye sebep

olan metabolitlerinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Once curcumin, sonra MMS ve SP uygulanmis olan gruplarda, curcumin’in MMS ve
SP’in olusturdugu DNA hasarina kars1 koruyucu etki gosterdigi bulundu. Portakal suyu
ile yapilan calismada, portakal suyunun 6nce, MMS ve SP’in sonra uygulandigi
gruplarda, portakal suyunun MMS ve SP’e karsi koruyucu ozellik gosterdigi
bulunmustur (Franke et al. 2005). C vitamininin farkli dozlar1 (Img/kg ve 30 mg/kg) ile
yapilan calismada ise, C vitamininin farkli dozlarinin (1mg/kg ve 30 mg/kg) once,
MMS ve SP’in sonra uygulandigi gruplarda, C vitamininin MMS ve SP’e Karsi
koruyucu 6zellik gosterdigi bulunmustur (Franke et al. 2005). Ayrica Swiss farelerde,
inorganik arsenik cesitlerinden biri olan sodyum arsenit (As III) ile yapilan bagka bir
calismada ise, curcumin’in farkli dozlarda (5, 10 ve 15 mg/kg) uygulanmasi sonucunda
da, curcumin’in mononiikleer 16kositlerde DNA hasar derecesini azaltarak koruyucu

ozellige sahip oldugu gosterilmistir (Biswas et al. 2010).
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Baska bir caligmada ise, metal iyonlarindan olan bakir ile farelerde genotoksisite
olusturuldugunda, curcumin’in DNA hasarinm1 azalttigi gosterilmistir (Corona et al.
2007). Curcumin yapisinda benzen halkalari tizerinde fenolik ve metoksi gruplari ile 3
pozisyonunda baglanmis 2 keton grubu igermektedir. Curcumin’in B pozisyonunda
baglanmis 2 keton grubu igermesi antioksidan 6zellik gdstermesinde rol oynamaktadir

(Sreejayan and Rao 1996).

Calismamizda 6dnce MMS ve SP, sonra curcumin uygulanan gruplarda ise, curcumin’in,
MMS ve SP’nin olusturdugu hasar1 tamir etmede yetersiz kaldigi bulundu. Portakal
suyu ve C vitamininin farkli dozlar1 ile yapilan ¢aligmalarda ise, portakal suyu ve C
vitamininin MMS ve SP’nin olusturdugu hasari tamir etme 0&zelliginin oldugu
gosterilmistir (Franke et al. 2005). Franke ve ark.’nin (2005) yaptiklari ¢alismalarda,
portakal suyu ve C vitamininin fenolik bilesikler olmasindan dolayi, MMS ile SP’in
olusturduklart hasar1 tamir etme yetenegini arttirdigini belirtmislerdir (Franke et al.

2005).

Calismamizda, curcumin’in oksidatif stres (hasar) iizerine de olumlu etkileri bulundu.
Once curcumin, sonra MMS ve SP uygulanmis gruplarda, curcumin’in oksidatif stresi
azalttig1 bulundu. Farelerde yapilan bagka bir ¢calismada, inorganik arsenik ¢esitlerinden
biri olan sodyum arsenit (As III) ile uyarilan oksidatif stresi, curcumin’in azalttig
gosterilmistir (Biswas et al. 2010). Farelerde streptozosinle olusturulmus diyabette,
curcumin’in serbest oksijen tiirlerinin olusumunu azalttig1 bilinmektedir (Sajithlal et al.
1998, Majithiya et al. 2005). Curcumin’in oksidatif strese karsi koruyucu ozellik
gostermesi hem fenolik bilesik olmasi hem de elektron dondrii gibi hareket ederek
serbest radikalleri siipiiriicii 6zellik gostermekte ve buna bagl olarak antioksidan
savunmay1 arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica curcumin’in, serbest radikal
olusumuna sebep olan lipid peroksidasyonunu inhibe etmesinden dolayr da antioksidan

ozellik gosterdigi belirtilmistir (Reddy and Lokesh 1994, Sreejayan and Rao 1994).
Sonug¢ olarak oksidatif strese bagli olarak olusan birgok hastaligin tedavisinde

curcumin’in koruyucu bir etki gosterdigi gozlenmistir ve bu koruyucu etkisinin

antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigi bilinmektedir.
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Daha o6nceden yapilmig olan epidemiyolojik, Klinik ve hayvan caligmalari ile de
curcumin’in;  antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar, yara lyilestirici,
antimutajenik, antikarsinojenik, antimetaztatik, néro koruyucu, angiogenezisi
diizenleyici gibi bir¢ok olumlu 6zellige sahip oldugu ve dolasimda toksik Ozellik
gostermeyen dogal bir madde oldugu gosterilmistir (Priyadarsini 1997, Limtrakul et al.
1997, Pandya et al. 2000, Hatcher et al. 2008).

Kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerinin anlasilmasindaki en 6nemli kriterlerden biri
de MN olusturabilme yetenegidir. In vivo MN testi ile genellikle, kemik iligi ve/veya
periferal kan hiicrelerindeki PCE ile NCE’lerdeki MN olusumunun analizi yapilmakta
ve test edilen bilesigin genetik bir hasar olusturup olusturmadigi belirlenmektedir
(Sekeroglu 2011). PCE; tam olarak gelismemis, olgunlasmamis, gelisimin ara
sathasinda ve ribozomlar1 olan eritrosittir. NCE ise, olgun, ribozom icermeyen ve
periferal dongiide yaklasik 1 ay kalabilen eritrosittir (Mavournin et al. 1990).
Hematopoietik doku olan kemik iligi hiicrelerinin ¢ogalmasi sirasinda ¢esitli kimyasal
maddelerin uygulanmasi, kromozom hasarina veya mitoz bdliinmenin engellenmesine
yol agmaktadir. Eritropoezis sirasinda son mitoz boliinmeden sonra, kemik iligindeki
eritroblastlar PCE’lere doniistirken cekirdeklerini kaybederler ve bu sirada meydana
gelen kromozomal hasar sitoplazmada MN olusumuna neden olur. Uygulanan kimyasal
ajanin toksik etki gosterip gostermedigi, PCE ile NCE arasindaki orana gore
degerlendirilmektedir. Kimyasal ajan uygulanan hayvanlarda, PCE/NCE oraninin
kontrol grubuna gore dnemli derecede azalmasi, uygulanan kimyasal ajanin kemik iligi
hiicrelerine ulastigini, niikleuslu hiicrelerin bdliinmesini ve olgunlasmasini engelleyerek
eritrosit olusumunu azalttiginin ve dolayisiyla toksik etki olusturdugunun gostergesidir

(Cicchetti et al. 1999, Yener ve Dikmenli 2009).

Calismamizda, fare kemik iligi hiicrelerinin MMS ve SP ile uyarilmasi sonucu,
mononiikleer 16kositlerdeki DNA hasarina benzer sekilde, SP’in MMS’a gore daha
fazla MN PCE olusturdugu bulundu. SP ile uyarilan genotoksisite iizerine safran,
sartmsak ve curcumin’in birlikte etkilerinin bakildig1 bir calismada da SP’nin yiiksek
oranda MN PCE olusturdugu ifade edilmistir (Premkumar et al. 2004). Calismada,
curcumin’in, MMS ve SP den once uygulandigi gruplarda MN PCE olusumunu
azaltarak koruyucu ozellik gosterdigi bulundu.
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Fakat curcumin’in MMS ve SP’den sonra uygulandigi gruplarda ise curcumin’in sadece
SP’in olusturdugu MN PCE olusumunu azaltarak tamir etme Ozelliginin oldugu
bulundu. Premkumar ve ark. (2004)’nin yaptigi calismada da SP’den once safran
bitkisinin verildigi gruplarin, sarimsak ve curcumin verilen gruplara oranla daha az
koruyucu ozellik gosterdigi, fakat ii¢ bitkisel ajanin birlikte verildigi grupta 6nemli

6l¢iide MN PCE olusumunda azalis oldugu gosterildi.

Bagka bir ¢alismada ise farelerde, metal iyonlarindan olan bakirin 390 ppm dozunda
verildigi grupta, bakirin kontrole gore yiikksek oranda MN PCE olusturdugu ve
curcumin’in de bu orani azalttigi gosterilmistir (Corona et al. 2007). Ayrica Swiss
farelerde, inorganik arsenik ¢esitlerinden biri olan sodyum arsenit (As III) ile yapilan
baska bir ¢alismada ise, curcumin’in farkli dozlarda (5, 10 ve 15 mg/kg) uygulanmasi
sonucunda da, curcumin’in MN PCE olusumunu azaltarak koruyucu o6zellige sahip

oldugu gosterilmistir (Biswas et al. 2010).

Ayrica MMS ile SP’in fare kemik iligi hiicrelerinde toksik etki gosterip gdstermedigini
anlamak i¢in, PCE ile NCE arasindaki oran da degerlendirildi. MMS ve SP uygulanmis
gruplarda, PCE/NCE oraninin kontrol grubuna gore Onemli derecede azaldigi,
uygulanan MMS ve SP’in fare kemik iligi hiicrelerine ulasarak, niikleuslu hiicrelerin
boliinmesini ve olgunlagsmasini engelleyerek eritrosit olusumunu azalttigin1 ve
dolayisiyla toksik etki olusturdugu bulundu. MMS ve SP ile uyarilmis genotoksisite de,
curcumin’in MMS ve SP’a gore hem MN PCE olusumunu azaltmasi hem PCE/NCE
oraninin kontrol gruplari ile benzer olmasindan dolayi, curcumin’in antigenotoksik
ozellik gosterdigi bulundu. Curcumin’in, MMS ve SP’ karsi antigenotoksik 6zellik
gostermesi, fenolik bilesik olmasina veya toksik bilesikleri uzaklastirmada rol oynayan
faz 1 ve faz II reaksiyonlarinda rol oynayan enzimlerin ¢aligmasini baskilamasindan

kaynaklanabilir.

Hiicre biliylimesini durduran ve indiiklenmis DNA hasarmin belirteci olan genlerden
Gadd45 ve Gadd153 genleri ilk defa UV radyasyon ve dogrudan etkili alkilleyici ajan

olan MMS’a maruz kalmis Cin hamsterlarin yumurtalik hiicrelerinden izole edilmistir.
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Daha sonralar1 ise, ROS’nin olusturdugu stres, ER stresi, besin azligi, kemoterapotik
ilaglar gibi DNA’ya zarar veren ajanlarla da uyarildigi gosterilmistir (Fornace et al.
1988, Fornace 1992, Zinszner et al. 1998). Stres faktorii, bu proteinlerin uyarilmasina
ve cekirdekte birikmesine yol agmaktadir (Ron and Habener 1992). Daha sonralari,
DNA’ya zarar veren niikleozid analoglarinin veya UV 1s18min tek basina DNA
hasarinin belirteci olan genlerden Gadd153’# indiikleyemedigi belirtilmistir (Wang et
al. 1996). Glukoz yoklugunun, ER’da N-bagli protein glikozilasyonu araciligiyla ER
stresine yol agtig1 bilinmektedir. Bu genin diger indiikleyicileri; tunikamisin, tapsigargin
ve ditiotreitol ‘dur. Bunlardan tunikamisin protein glikozilasyonunu inhibe etmektedir.
Tapsigargin, ER kalsiyum stoklarinin bosalmasiyla ER stresine sebep olurken,
ditiotreitol ise disiilfit bag1 olusumunu engelleyerek ER’un fonksiyonunun bozulmasina

sebep olur.

Alkilleyici ajanlardan olan MMS ise, DNA’ya zarar vermesinden ziyade, ER
proteinlerindeki sistein rezidiilerini alkilleyerek, ER proteinlerinin katlanmasini
etkilemektedir. Bu sonuglardan dolayi, Gadd153 geninin indiiksiyonu, DNA hasarina
nazaran ER stresine daha duyarlidir. Gadd153 proteininin farelere mikroenjeksiyonu
sonucunda, hiicre dongiisiiniin G1/S fazinda durdugu veya apoptozise yol actig
gorilmiistiir ve bundan dolay1 bu proteinin ER stresi ile indiiklenmis apoptoziste 6nemli
bir rol oynadigi belirtilmistir (Matsumoto et al. 1996, Ron and Habener 1992,
Oyadomari and Mori 2004). Bu gen ER stresi indiiklenen apoptozise aracilik eden ilk

gen olarak belirlenmistir.

Calisgmamizda, Gadd45 ve Gadd153 genlerinin mRNA ekspresyon diizeylerinin,
alkilleyici ajanlar araciligiyla uyarildigi gosterilmistir. Ayrica 6nce curcumin, sonra
alkilleyici ajanlarin uygulandig1 gruplarda da, Gadd45 ve Gadd153 mRNA ekspresyon
diizeylerinin curcuminle uyarildigi bulunmustur. Saha ve ark.’nin (2010), insan akciger
kanser hiicreleriyle yaptiklari ¢caligmada, curcumin’in, Gadd45 ve Gadd153’tin mRNA
ekspresyon diizeylerinin tiimor baskilayict gen olan p53’e bagli olmadan uyarildigr ve
apoptozise sebep oldugu bulunmustur. Ayrica curcumin’in kanser hiicrelerinin
bliylimesini inhibe ettigi ve hiicre dongiisiiniin G1/S fazinda durmasma yol agtigi

belirtilmistir (Saha et al. 2010).
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Bagka hiicre hatlar1 ile ilgili yapilan c¢aligmalarda da, curcumin’in Gadd45 ve
Gadd153’iin mRNA diizeylerinin p53°den bagimsiz bir sekilde uyarildigi gosterilmistir
(Scott et al. 2005). Akciger kanser hiicre hattt olan PC-9°da yapilan bir ¢alismada,
Gadd45 ve Gadd153 mRNA ekspresyon seviyeleri RNA interferens yontemi ile inhibe
edildigi zaman, apoptozisin uyarilmasinda curcumin’in roliiniin azaldigi belirtilmistir.
Dolayisiyla kanserin curcumin ile 6nlenmesinde, Gadd genlerinin 6nemli bir role sahip

oldugu gosterilmistir (Saha et al. 2010).

Meme kanser hiicre hattt olan MCF-7"de yapilan bir ¢alismada, curcumin’in Gadd45
mRNA ekspresyon diizeyini 3 misli uyardigi bulunmus ve bunun sonucunda
curcumin’in apoptozisi uyardigi ve kanser tedavisinde koruyucu bir role sahip oldugunu
vurgulamislardir (Ramachandran et al. 2005). Calismamizda, dogrudan etkili alkilleyici
ajan olan MMS’in olusturdugu genotoksisitede, curcumin’in Gadd45 mMRNA
ekspresyon diizeyini 3 kat, Gadd153 mRNA ekspresyon diizeyini ise 3,4 kat uyardigi
bulundu. Dolayli yoldan etkili alkilleyici ajanlardan olan SP ise Gadd45 mRNA
ekspresyon diizeyini 1 kat, Gadd153 mRNA ekspresyon diizeyini ise 3 kat uyardigi
bulundu. Calismamizda curcumin’in MMS ve SP tarafindan olusturulan hasara karsilik
bu genlerin ekspresyon diizeylerini arttirmasi, DNA tamir mekanizmalarinin devreye

girdigini ve buna bagli olarak curcumin’in koruyucu rol oynadigini gostermektedir.

DNA’ya zarar veren bir kimyasal olan benzopren (BaP) ile yapilan bir ¢alismada,
curcumin’in ve E vitamininin, BaP’nin olusturdugu sitotoksisiteyi, ROS olusumu ve
DNA hasarimi azaltarak, p53/PARP-1/survivin/Bax/Bcl-2 genlerinin mMRNA ekspresyon
diizeylerini degistirerek koruyucu etki gosterdigi belirtilmistir (Zhu et al. 2014).
Diyabetik ratlarla ilgili yapilan bir ¢alismada curcumin, B hiicre CLL/lemfoma 2 (Bcl-
2), insiillin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1) ve antioksidan enzimlerden olan
stiperoksit dismutaz (SOD) ile glutatyon-S-transferaz mRNA ekspresyon diizeylerini
arttirarak antidiyabetik etki gostermistir (EI-Bahr 2013).

69



Calismamizda, deneysel olarak MMS ve SP uygulanan farelerde DNA hasari, total
antioksidan kapasite, total oksidan kapasite (oksidatif stres indeksi) ile genotoksisite
belirteci mikronukleus indeksi ve hiicre biiyiimesini durduran ve indiiklenmis DNA
hasarmin belirteci olan genlerden Gadd45 ve Gadd153’iin ifadelerindeki degisiklikler

ve ile bunlara curcumin’in etkileri arastirildi.

Once curcumin, sonra MMS ve SP’in uygulandig1 gruplarda, curcumin’in DNA hasar
derecesini mononiikleer l6kositlerde azalttigi, kemik iliginde olusan mikronukleus
sayisini azalttigi, plazmada oksidatif stresi azalttigi ve indiiklenmis DNA hasarinin
belirteci olan Gadd45 ve Gadd153’iin mRNA ekspresyon diizeylerinin uyarilmasini
sagladigi bulundu. Sonug olarak, dogrudan etkili alkilleyici ajanlardan olan MMS ve
dolayli yoldan etkili ajan olan SP uygulanan farelerde olusan DNA hasarina veya
genotoksisiteye yanit olarak, fenolik bir bilesik olan curcumin’in, toksik etki olustuktan
sonra degil de, olusmadan 6nce koruyucu 6zellige sahip oldugu gosterildi. Buna bagh
olarak curcumin’in, giinliik hayatta diyetle alinan bitkisel kaynaklardan biri olmasi,
kolay uygulanabilir olmasi, ucuz olmasi, giivenilir olmasi, etki mekanizmasinin tam
olarak bilinmesine katki saglayarak, alternatif ve tamamlayici tipta basta kanser olmak
tizere bircok 6nemli genetik hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanilmasina olanak
saglayabilir. Fitokimyasallarla yapilacak olan ¢alismalara ve farmakoloji gibi alanlara
katki saglayabilir. Bu sekilde ilag ve diyet olarak kullaniminda giinliik, haftalik ya da
aylik dozlarina gore insanlarin daha bilingli kullanmalar1 saglanabilir. Bununla birlikte
genetik diizeyde olusacak degisikliklere bagli olarak DNA hasarinin indiiklenmesi ile
iligkili olan gen ve proteinlere yonelik yapilacak yeni ¢alismalara yon vererek genetik
hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin agiga c¢ikarilmasina 151k tutup literatiire

onemli katk: saglayabilir.
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