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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

INDUKLENMIS DNA HASARINA KARSI

Momordica charantia EKSTRESININ ETKILERI

Emre OZGUL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Damsman: Dog. Dr. Ibrahim Hakki1 CIGERCI

Bu ¢alismada, in vivo sartlarda Okaryotik hiicrelerden Saccharomyces cerevisiae’de
hidrojen peroksit (H,O;) ile indiikklenmis DNA hasarina kars1 Fitoterapide yaygin olarak
kullanilan Momordica charantia (kudret nar1) ekstreleri (MCE)’ nin koruyucu ve
onarict etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla haploid Saccharomyces
cerevisiae BY4741 (MATa his 341 leu2 A0 metl5A0 ura340) susu kullanildi
Kullanilan etken maddenin koruyucu ve hasar tamir indiiksiyon etkileri alkali tek hiicre
jel elektroforezi (comet assay) yontemi kullanilarak belirlenirken antioksidatif
ozellikleri, total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) seviyelerinin
Olciimii ile analiz edildi. Momordica charantia ekstresi S. cerevisiae hiicrelerine 1/16,
1/32 ve 1/64 ‘lik diliisyonlarinda uygulandi. Sonug¢larimiz hidrojen peroksit (H20,) ile
S. cerevisiae de olusturulan DNA hasarina karst MCE’nin bu hiicreleri korudugunu
gostermistir. Uygulama sonucunda, etken maddenin 1/16 lik diliisyonunda, hiicrede
koruyucu etki gosterdigi belirlendi. MCE’nin 1/16, 1/32 ve 1/64 diliisyonlarinin DNA

hasar1 tamirinde yetersiz kaldig1 sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Oksidatif DNA hasar1, comet assay, Saccharomyces cerevisiae

Momordica charantia (Kudret nari)

2014, viii + 72 sayfa



ABSTRACT
M.Sc Thesis
EFFECTS OF Momordica charantia EXTRACT AGAINST
INDUCED DNA DAMAGE
Emre OZGUL

University of Afyon Kocatepe
Institute of Science
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ibrahim Hakki CIGERCI

In this study, it is aimed to define protective and restorative effects of Momordica
charantia (bitter melon) extracts (MCE), which are commonly used in pythotherapy
aganist DNA damage inducted with hydrogenperoxide, in Saccharomyces
cerevisiae, from eucaryotic cells, in vivo contitions. In this purpose, haploid
Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his 341 leu2 A0 met1540 ura3A0) strains
were used. While protective and restorative induction effects of the active substance
utilized were defined by using alkaline single cell gel electrophosis (comet assay)
method, antioxidative effects were analyzed by measuring total antioxidant status
(TAS) and total oxidant status (TOS). MCE was appliedto S. cerevisiaecells in of
1/16, 1/32 and 1/64 dilusions. Our results showed that MCE protectsth esecells
aganist DNA damage formed with hydrogenperoxide (H,O;) in S. cerevisiae. It is
found as a result of the application that the active substance has a protective effect
on the cell in 1/16 dilusion. MCE in dilusions of 1/16, 1/32 and 1/64 was found to be

insufficient in restoring DNA damage.

Key words: Oxidative DNA damage, comet assay, Saccharomyces cerevisiae,

Momordica charantia (bitter melon)

2014, viii + 72 pages
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1. GIRIS

Bir canliya ait tim genetik bilgiyi tastyan DNA molekiilii dogal olarak veya ¢evresel
faktorlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. Hasar kaynaklari eksojen
veya endojen olabilir. Eksojen kaynaklar icerisinde, X-1sinlar1, ultraviole radyasyon,
radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, kimyasal bilesikler, yanmis
tiitlin ve birgok kemoterapiyi sayabiliriz. Endojen kaynaklara 6rnek olarak, oksidatif
metabolizma, metabolik yan iirlin olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller, DNA’nin
spontan degisimleri, immiinolojik ¢esitliligi olusturan V(D)J rekombinasyon

mekanizmasini verebiliriz (Biitiiner ve Kantarci 2006).

Bu etkenler, DNA'nin yapisin1 ve dahasi diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi
degistirebilirler. DNA {izerinde meydana gelen tiim bu degisikliklere “DNA hasar1”

ad1 verilir (de Boer and Hoeijmakers 2000).

Bu degisimler 6liimciil sonuglara neden olabilecek kadar zararli olabilir. Bu nedenle,
biitlin canli hiicreleri, yasam siirecleri boyunca nesillere degismeden aktarilmasi

gereken DNA molekiiliinii koruma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Hoeijmakers et
al. 1993).

DNA tamir mekanizmasi, canli hiicrelerde tek bir mutasyonla baslayip, hasarli DNA
olusumu ve kanserle sonuglanabilen bir siiregte, hiicreyi muhafaza eden 6nemli bir
sistemdir. Degisik biyokimyasal imkanlar1 kullanan birgok DNA tamir
mekanizmalar1 DNA hasarinin birgok ¢esidini tamir eder. Kiiciik hasarlar genellikle
DNA tamir sistemleri tarafindan onarilir. Bu sayede organizma kendini korumus
olur. Orta derecedeki hasarlarin birikimi ise mutasyonlara neden olur. Yiksek
diizeydeki hasarlar apoptozisi uyararak "hiicre 6liimiine" yol agar. Hiicre tiim bu
DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir. ileri seviyedeki DNA
hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi 6liime gotiiriir. Hiicre,
DNA hasarlarim1 "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA hasari
ikilesme  sirasinda  onarilmaz  ise  mutasyona ve  sonu¢  olarak

genomik kararsizliga, erken yaglanmalara ve kansere neden olur (Miiftiioglu 2003).


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mutasyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Apoptozis
http://tr.wikipedia.org/wiki/Genom

Canli organizmalarda serbest radikallerin meydana gelme hizi ve bunlarin ortadan
kaldirilma hizi denge halindedir. Bu duruma da “oksidatif denge” ad1 verilir. Serbest
radikallerin olusum hizindaki herhangi bir artis ya da serbest radikallerin ortadan
kaldirilma hizindaki bir azalis oksidatif dengenin bozulmasina neden olur. Bu

dengenin bozulmasina “ oksidatif stres* ad1 verilir (Zhou et al. 2004).

Oksidatif stres, birgok hastalik, yaslanma ve hiicre 6limii ile yakindan ilgilidir.
DNA’da oksidatif hasar sonucunda meydana gelen modifiye bazlar, mutajenik
ozelliklerinden dolay1 hiicreyi tehdit edici bir etkiye gosterir. Organizma, kendini bu
oksidatif hasarin etkilerini minimuma indirerek ya da meydana gelmis olan
lezyonlar1 tamir ederek korur. Farkli nedenlerle organizmanin maruz kaldigi ROS
(reaktif oksijen triinleri), antioksidanlar ve antioksidan enzimler ile notralize edilir.
Oksidatif DNA hasarina kars1 diger bir savunma yolu, DNA tamir mekanizmasidir.
Hasara ugramis biyomolekiiller tamir edilir ya da yerlerine yenileri konulur. Tamir,
DNA’da kodlanan genetik bilginin dogru bir bi¢imde devam edebilmesi igin ¢ok
onemli bir faktordiir (Fraga 1990).

Serbest radikallerin genetik materyali tahrip edici etkilerini 6nlemek igin,
organizmalarda antioksidanlar olarak adlandirilan g¢esitli antioksidan savunma
sistemleri geligsmistir. Antioksidanlar, serbest radikaller i¢in kolay bir elektron
hedefi durumundadirlar. Antioksidanlar kendisine baglanan iki serbest radikali
birlestirip, notralize edebilme yetenegine sahip bir enzime tasiyana kadar radikalle

stabil bir yap1 olustururlar (Halliwell and Guitteridge 2005).

Gilinlimiizde tibbi bitkiler bir¢ok hastaliga karsi kullanilabilen bilesimlerin dogal
kaynagidir (Vital et al. 2010). Bir¢ok bitki, insanlar {izerinde biyolojik etkisi
azimsanamayacak kadar 6nemli gesitlilige sahip kimyasal madde icerir (Njume et al.
2009). Bitkilerin sentezlemis oldugu flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler, taninler,
berberinler, kininler ve emetinler gibi kimyasallar enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Hussain 2011). Dogal olarak yetisen
bitkilerin govde, yaprak, tohum ve koklerinden bir¢ok mikroorganizmanin ¢ogal-
masint inhibe eden maddeler izole edilmistir (Ertiirk ve Demirbag 2003). Bitkilerin,
antioksidan, Patrakar vd. (2010), antihipertansif, Patrakar vd. (2010),



antimikrobiyal, Patrakar vd. (2010) ve antitiimor, Patrakar vd. (2010) aktivitelerine
sahip olduklar1 belirtilmektedir.

Diinya saglik orgiitii tibbi amagh kullanilan yaklasik 20.000 bitki tiirii oldugunu
bildirmektedir (Maregesi et al. 2008). Tiirkiye floras1 igerdigi tiir sayis1 ve endemik
bitkiler acisindan diinyada 6dnemli bir gen merkezi konumundadir. Biitiin Avrupa 12
bin bitki tiiri igermesine karsin, {ilkemiz tek basina 9 bin civarinda tiire sahip olup
bunlar1 3 bin kadar1 endemiktir (Nalbantbasi ve Golcii 2009). Ulkemizde tibbi
amacl kullanilan bitkilerin sayis1 kesin olarak bilinmemekle beraber bu saymin

tahmini 500-1.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Tarak¢1 2006).

Momordica charantia, kabakgiller familyasindan olup birden fazla isimle
anilmasina karsin genellikle kudret nar1 ya da aci kavun olarak bilinir. Tibbi alanda
kullanilan tropik bir meyvedir ve genellikle Dogu Afrika, Asya ve Giiney
Amerika’da iiretimi yaygindir. Uretimi i¢in en uygun alanlar sicak bdlgeler olmasina
ragmen iklimin genis bir varyasyon gosterdigi yerlere de adapte olabilir (Asubaie
and Garawany 2004).

Bitki anatomik olarak incelendiginde tek yillik ince hatli, uzun saplari olan tirmanici
bir bitkidir. Meyveleri ilk olusumda yesil olgunlasinca kirmizi renkli 10-20 cm
uzunlugunda genis bir mekik seklinde olup iizerleri girinti, ¢ikintili ve purtiikliidiir.
Bitkinin tamami aci tattadir. Cesitli kullanim alanlar1 olup gida maddesi ve tedavi

edici olarak da kullanilmaktadir (Jalaluddin and Islam 2004).

Momordica charantia’nin kimyasal bilesiminde; antioksidantlar, askorbik amino
asitler — aspartik asit, serin, glutamik asit, treonin, alanin, g-amino biitirik asit ve
luteolin igerdigi bildirilmistir. Ayrica demir, Vitamin A ve yiiksek antioksidan etki

gosteren vitamin C igermektedir (Horax et al. 2005).

Momordica charantia bitkisi tibbi alanda tiimorlerde, deri hastaliklarinda,
ekzamada, uyuzda, romatizmada, sitmada, adet problemlerinde, seker hastaliginda,
kolikde ve bagirsak kurtlarina karst kullanildiginda olumlu sonuglar vermistir

(Taylor 2005, Beloin and Devanand 2011, Ullah et al. 2011).



Klinik ¢aligmalardaki deneyler sonucundabitkinin, hipoglisemik (Jayasooriya 2000,
Panagariya 2004), anti-hiperglisemik (Ahmed 2001, Grover 2002), antiiilser
(Giirbiiz 2000), antioksidan (Horax 2005, Kubola 2008, Liu 2010, Wua 2008 ),
antidiabetik (Krawinkel 2006, Reyes 2006), hipolipidemik, antikanserojen,
hipokolestrolemik, antiviriis (Ahmed 2001, Nerurkar 2006 ), antibakteriyel (Braca
2008, Roopashree 2008), bocek oldiiriicii (Cheng 2004), trigliserit disiirticii
(Senanayake 2004), antimutajenik (Sumanth 2010 ), immiinostimiilan, antitimor,
antibiyotik, antiinflamatuar (Taylor 2002), antimikrobiyal, abortisit, antifertility ve

antihelmintik (Paul 2010) etki gosterdigi belirlenmistir.

DNA hasar1 belirleme yontemlerinden biri olan comet yontemi, maya hiicrelerinde
de basartyla kullanilmaktadir. Bu yontemin Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde
kullanilmasi ¢ogu avantaji beraberinde getirir. S. cerevisiae’ nin gerek hizli tireyip
gelismesi, gerekse kolay kiiltiire edilebilmesi, bu organizmanin tercih edilme
sebeplerindendir. Yiiksek Okaryotlar ile mayalar arasinda transkripsiyon,
translasyon, replikasyon ve DNA onarim mekanizmalar1 bakimindan benzerlikler

mevcuttur (Silva et al. 2005).

Bu ¢alismada fitoterapide yaygin olarak kullanilan Momordica charania bitki
ekstrelerine ait farkli konsantrasyonlarin, hidrojen peroksit ile indiiklenmis
Saccharomyces cerevisiae’ de, oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu ve tamir edici

ozelliginin belirlenmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR BIiLGILERi
2.1. DNA

1868 yilinda Isvigreli bilim adami Friedrich MIESHER, balik spermleri iizerinde
yaptig1 calismalarda, balik sperplerinnin ¢ekirdeklerini ve akyuvar g¢ekirdeklerini
izole ederek bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin asit 6zelligi gosterdigini fark etmistir ve
bu molekiillere ¢ekirdekte bulunan asit anlamina gelen “niikleik asit” adin1 vermistir.
Glinimiiz kaynaklarina gore, niikleik asitler biitiin canlilarda bulunan organik
molekiillerdir. Cilinkii organik molekiiller canlilar tarafindan sentezlenebilen ve
canlinin yapisini olusturan molekiillerdir. Tiim canli organizmalarda veya hiicrelerde
iki c¢esit niikleik asit vardir: Riboniikleik asit (RNA) ve deoksiriboniikleik asit
(DNA). istisna olarak sadece viriisler ya DNA ya da RNA igerirler.

DNA ve RNA fosforca zengin organik molekiiller olup, organizmanin genetik bilgi
deposudur. Niikleik asitlerin kimyasal yapisinda C (karbon), H (hidrojen), O
(oksijen), N (azot) ve P (fosfor) elementleri bulunur. Niikleik asitlerin biyolojik
fonksiyonu genetik informasyonun saklanmasi, g¢ogaltilmasi, ¢esitlendirilmesi ve
nesilden nesile aktarilmasi seklinde siralanabilir. Tiim niikleik asitler polimerik
yapilar olup bir¢ok farkli biiyiikliiklerde bulunabilirler (1 milyondan 1milyara kadar
degisik molekiiler biiyiikliikte). Transfer RNA’lar (tRNA) en kii¢iik molekiillerdir
(25,000 dalton kadar) (Lodish 2003).

Kimyasal olarak DNA, niikleotit olarak adlandirilan basit birimlerden olusan iki
uzun polimerden olusur. Bu polimerlerin omurgalari,ester baglari ile birbirine
baglanmis seker ve fosfat gruplarindan meydana gelir. Bu iki iplik birbirlerine ters
yonde uzanirlar. Her bir seker grubuna baz olarak adlandirilan doért tip molekiilden

biri baglidir(Alberts 2002).

DNA'nin omurgast boyunca bu bazlarin olusturdugu dizi, genetik bilgiyi kodlar.
Protein  sentezi sirasinda bu  bilgi, genetik  kod araciligiyla  okununca
proteinlerin amino asit dizisini belirler. Bu siire¢ sirasinda DNA'daki bilgi, DNA'ya
benzer yapiya sahip baska bir niikleik asit olan RNA'ya kopyalanir. Bu
isleme transkripsiyon denir (Ghosh 2003).
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Hiicrelerde DNA, kromozom olarak adlandirilan yapilarin i¢inde yer alir. Hiicre
boliinmesinden evvel kromozomlar eslenir, bu sirada DNA ikilesmesi gerceklesir.
Okaryot canlilar DNA'larmi hiicre ¢ekirdegi icinde bulundururken prokaryot
canlilarda DNA, hiicre sitoplazmasinda yer alir. Kromozomlarda bulunan
kromatin proteinleri (histonlar gibi) DNA'y1 sikistirip organize ederler. Bu sikisik
yapilar DNA ile diger proteinler arasindaki etkilesimleri diizenleyerek DNA'nin

hangi kisimlarinin okunacagini kontrol eder.

Canlilarda DNA genelde tek bir molekiil degil, birbirine sikica sarili bir gift
molekiilden olusur. (Watson, Crick 1953, Berg and Bansal 2002). Bu iki uzun iplik
sarmagsik gibi birbirine sarilarak bir ¢ift sarmalolusturur. Niikleotit birimler bir seker,
bir fosfat ve bir bazdan olusurlar. Seker ve fosfat DNA molekiiliiniin omurgasini
olusturur, baz ise ¢ifte sarmaldaki 6biir DNA ipligi ile etkilesir. Genel olarak bir
sekere bagl baza niikleozit, bir seker ve bir veya daha ¢ok fosfata bagli baza
ise niikleotit denir. Birden ¢ok niikleotidin birbirine bagli haline poliniikleotit denir
(Ghosh 2003).

DNA ipliginin omurgasi almasikli seker ve fosfat artiklarindan olusur (Ghosh 2003).
DNA'da bulunan seker 2-deoksiribozdur, bu bir pentozdur (bes karbonlu sekerdir).
Bitisik iki sekerden birinin 3 numarali karbonu ile Obiirlinlin 5 numarali
karbon atomu arasindaki fosfat grubu, bir fosfodiester bagi olusturarak sekerleri
birbirine baglar. Fosfodiester bagin asimetrik olmasi nedeniyle DNA ipliginin bir
yonii vardir. Cifte sarmalda bir iplikteki niikleotitlerin birbirine baglanma yonii, 6biir
ipliktekilerin yoniiniin tersidir. DNA ipliklerinin bu diizenine antiparalel denir. DNA
ipliklerin asimetrik olan uglar1 5' (bes {iissii) ve 3' (ii¢ iissii) olarak adlandirilir, 5' ug
bir fosfat grubu, 3' ug ise bir hidroksil grubu tasir. DNA ve RNA arasindaki baslica
farklardan biri, igerdikleri sekerdir, RNA'da 2-deoksiriboz yerine baska bir pentoz
seker olan riboz bulunur (Berg and Bansal 2002).

DNA, okaryotlarda dogrusal kromozomlar, prokaryotlarda ise dairesel kromozomlar
icinde bulunur. Kromozomlarda bulunan genler DNA yapisindadir. Her canli bireyin
ve neslinin hayat plan1 hiicre hafizasin1t meydana getirir. DNA molekiilleri sifrelerle
kodlanmistir. DNA’nin yapisina giren bazlarin (A, T,G,C) her biri sifre sembolii

olarak kullanilir. Cift sarmali iki iplige bagli bazlar arasindaki hidrojen
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baglart DNA'y1 stabilize eder. DNA'a bulunan dort baz, adenin (A olarak
kisaltilir), sitozin (C), guanin (G) ve timin(T) , seker-fosfata baglanarak bir niikleotit
olusturur. Bazlar iki tip olarak siiflandirilirlar: adenin ve guanin, piirin tiirevleridir,
bunlar bes ve altt iyeli halkalarin kaynasmasindan olusmus heterosiklik
bilesiklerdir; sitozin ve timin ise pirimidin tiirevleridir, bunlar alt1 {iyeli bir halkadan
olusur. Bir diger baz olan urasil (U), sitozinin yikimi sonucu seyrek olarak DNA'da
bulunabilir. Kimyasal olarak DNA'ya benzeyen RNA'da timin yerine urasil bulunur.
Iki sarmal iplik DNA omurgasimi olusturur. Bu iplikler araindaki bosluklar takip
edilerek iki tane hayali bosluk veya oyuk daha bulunabilir. Bu oyuklar baz giftlerine
bitisiktir ve onlara baglanmak i¢in bir yer olsuturabilirler. Bu oyuklar birbirlerinin
tam karsisinda olmadiklar1 i¢in biiyiikliikleri ayni1 degildir. Bunlardan biiyiik oyuk
(major oyuk) olarak adlandirilan1 22 A genisliginde, kiiciik (mindr) oyuk ise 12 A
genisligindedir. Kii¢iik oyugun darlig1 nedeniyle bazlarin kenarlaria erismek biiyiik
oluktan daha kolaydir. Bu nedenle, DNA'daki belli baz dizilerine
baglanan, transkripsiyon faktorii gibi proteinler biiyiik oyuktan bazlarin kenarlarina

temas ederler (Pabo and Sauer 1984 ).

DNA'nin bir ipligindeki bir baz tipi, 6biir iplikten tek bir baz tipi ile bag kurar. Buna
timleyici (komplemanter) baz eslesmesi denir: piirinler pirimidinler ile hidrojen
bagi kurar, A yalnizca T'ye baglanir, C'de yalmizca G'ye baglanir. Cift sarmalda
karsidan karsiya birine bagh iki baza bir baz ¢ifti denir. Cift sarmali kararli kilan
ayrica hidrofobik etki ve pi istiflenmesi vardir, bunlar DNA dizisisinden bagimsizdir

(Ponnuswamy and Gromiha 1994).

Hidrojen baglari kovalent baglara gore daha zayif olduklarindan kolayca kopup
yeniden olusabilir. Bu nedenle DNA’daki iki iplik ya mekanik gii¢ ile ya da yiiksek
sicaklikta bir fermuar gibi kolayca birbirinden ayrilabilir. Komplementerligin bir
sonucu olarak DNA sarmalindaki iki iplikli dizideki tim bilgiler ipliklerin her
birinde kopyalanmis durumdadir, bu da DNA kopyalanmasi igin gerekli bir
ozelliktir (Clausen 2000). Aslinda komplementer baz ciftleri arasindaki spesifik ve
tersinir etkilesimler DNA'nin islevlerini yerine getirebilmesi i¢in olmazsa olmaz bir

ozeliktir (Alberts et al. 2002).
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Protein ve diger islevsel RNA molekiilleri kodlayan bilgi, gen adi verilen DNA
parcalarinin dizisinde yer alir. Genlerdeki genetik bilginin aktarilmasi baz eslesmesi
ile gerceklesir. Ornegin, transkripsiyon sirasinda bir DNA dizisinin ona
komplementer bir RNA dizisi olarak kopyalanmasi, DNA ile dogru RNA
niikleotitler arasindaki ¢ekim ile miimkiin olur. Protein ¢evrimi (translasyon) denen
stire¢ sirasinda bu RNA dizisine kasilik gelen bir protein sentezlenirken, RNA
niikleotitleri arasinda gen ile baz eslesmesi olur. DNA hiicre boliinmesinin
hazirliklar1 sirasinda kendi kopyasimni yapar. Kromozomlarin ikiye boliinmesi
sirasinda DNA molekiilii kendisinin bir kopyasini yapar, buna replikasyon veya
duplikasyon denir. Bu olay yavru kromozomda ayni kisimlarin bulunabilmesi igin
gereklidir. DNA’nin kendini eslemesi esnasinda, iki sarmal ipligi bir arada tutan

hidrojen baglar1 adeta bir fermuar gibi acilir.

Acikta kalan piirin ve pirimidin niikleotitlerin uglari, hiicrede 6nceden sentezlenmis
niikleotitlerle tamamlanir. Boylece birbirinin ayni olan iki DNA meydana gelmis
olur. Hiicre boliinmesinde her biri bir hiicreye gider. Hiicre mekanizmast DNA’ nin
ikili zincirini ayirip her iki DNA ipligini de yeni birer iplik sentezlemek i¢in sablon
olarak kullanma yetenegindedir. Yeni iiretilen iplikler oncekilerle neredeyse aynidir,
ancak mutasyon adi verilen hatalar olusabilir. Hiicrenin bu 6zelligini laboratuvar
ortaminda gerceklestiren isleme de polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) ad1 verilir
(Steenken et al. 1989).

2.2 DNA Hasar

DNA genetik yapimizi olusturmaktadir. Yasayan organizmanin hiicrelerinde DNA
hasar1 siirekli olugmakta ve bir yandan da tamir edilmektedir. DNA’da yillar
boyunca siiren bu hasar etkisi sonunda hiicreyi, dokuyu, organi bozmakta;
yaglanmaya ya da hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Bunun nedeni olarak da en ¢ok

kabul goren teori serbest radikal/oksidasyon teorisidir (Gegkil 2012).

Serbest radikaller en dis elektron yoriingesinden bir elektron kaybeden ve
dolayisiyla bu elektronihtiyacin1  karsilayabilmek amaciylabagka atomlarin
elektronlarimi ele gegirmeye meyilli atomlardir. Serbest radikaller insanlarda ve
oksijen kullanan biitiin hayvanlarda dogal olarak meydana gelir. Viicut hiicresinde

meydana gelip, hiicre zarini, hayati proteinleri, yaglart ve DNA’y1 hasara ugratirlar.



Oksijenli solunum yapan organizmlalarda oksijen kullaniminin bir neticesi olarak
reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelir. Basta mitokondriyal elektron
transportu olmak {izere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, cesitli
sentez ve degradasyon reaksiyonlarinda ROM olugsmakta ve prooksidan/antioksidan
dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli
mekanizmalar ile biomolekiillere hasar vermektedir. Stabil bir molekiil olan DNA da
lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi kendiliginden kimyasal oksidatif hasara
ugrayabilir. Oksidatif hasar neticesi DNA’da, tek ve ¢ift zincir kiriklari, piirin kaybi,
baz modifikasyonlari, riboz hasari meydana gelebilir. DNA’da oksidatif hasarin
olusumunu agiklayan iki énemli hipotezden biri “Fenton Kimyas1” reksiyonlaridir.
Buna gore, hidroksil radikalleri DNA’da hasar olusturur. Reaktivitesi ¢ok fazla olan
radikali hiicre icinde ¢ekirdege gecebilir. Olast mekanizma membrani kolayca
gegebilen H,0;’in niikleusta Fe-Cu iyonlar1 ile reaksiyona girerek hidroksil
radikallerini olusturmasi ile sonuglanir. Digeri de Haber-Weiss reaksiyonudur:
Hidroksil radkilleri en reaktif serbest radikallerdir ve viicuttaki serbest radikal

hasarinin en 6nemli sorumlularidir (Gegkil 2012).

Hiicreler UV  1smina maruz kaldiginda DNA hasar1t iki sekilde ortaya
¢ikabilmektedir. UV 1s1m H,0,’e etki ederek ‘OH radikalini meydana getirebilir ya
da dogrudan dogruya pirimidinlerin kovalent ¢apraz baglanmasina ve pirimidin
dimerlerinin olusumuna sebep olabilir. Serbest radikaller DNA’ya etki eder. Ayrica
iyonize radyasyonun suyun hemolizine neden olarak, ‘OH radikallerini olusturdugu
ve bu yolla mutajenik ve Kkarsinojenik etki gosterdigi bilinmektedir. Iyonize
radrasyonun suyun hemolizine neden olarak , ‘OH radikallerini meydana getirdigi ve
bu yolla mutajenik ve karsinojenik etki gosterdigi bilinmektedir (Dizdaroglu 1991).

DNA iizerinde meydana gelen olumsuz degisiklikler kendisinden sonra gelen
nesillere aktarilan genetik bilgi lizerinde de degisiklik gdsterebilir. Canlilarin i¢inde
bulundugu ortamda meydana gelen olumsuz durumlar, canliya ait olan DNA
molekiillerinde tahribata, meydana gelen tahribatlar onarilamadigi durumlarda ise
kontrollii hiicre 6liimlerine veya kansere kadar gidebilen c¢esitli hastaliklara neden

olabilmektedir (Couladis et al. 2003).



DNA iizerinde olusan hasarlar her zaman kanserle sonuglanmaz. Diisiik diizeylerde
meydana gelen hasarlar etkili bir sekilde tamir mekanizmalari ile onarilirken, yliksek
diizeyde olusan oksidatif hasarlar ise hiicre oliimiine neden olurlar. Orta diizeyde
meydana gelen hasarlarin ise maligniteye yol agma ihtimali oldukea yiiksektir (Floy
et al.1990).

DNA hasart gesitli etmenler tarafindan ortaya c¢ikmaktadir. Bunlari genel olarak
asagidaki gibi siralanabilir.

1. Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlari

2. Cevresel faktorler

Ultraviyole Isik

Iyonize radyasyon
Elektromanyetik dalgalar

Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar,

vinil klorid, v.b
Sigara alkol kullanimi
Hava kirliligi
Kot beslenme aliskanligi
3. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler
Mitokondriden enerji iiretim esnasinda olusan Serbest Radikaller
Enflamasyon
Etoksifikasyon islemleri

Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile yanit verir. Yiiksek DNA
hasari hiicrenin apoptozis yolunu harekete gegirerek hiicreyi 6liimle sonuglandirir.
Hiicre, DNA hasarmi "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA hasari
ikilesme sirasinda tamir edilemezse mutasyonla ve sonu¢ olarak genomik
kararsizlikla daha ileri seviyede ise kanser ve yaslanmayla sonuglanir (Bektes et al.
2010).
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2.2.1 DNA Hasarma Neden Olan Etmenler

Mutajen, DNA yapisint veya dizisini degistirebilen, dogal veya insan yapimi
(fiziksel ya da kimyasal) bir etkendir. DNA onarimindaki hatalar da DNA’ya hasar

veren etkenlere kars1 duyarlilig artirir.
2.2.1.1. Kimyasal Mutajenler
a. Baz Analoglan

Yapisal olarak piirin veya pirimidinlere benzeyen ve replikasyon esnasinda normal
bazlarin yerine gecerek DNA yapisina katilan kimyasallardir. (Bromourasil,
aminopiirin) Transisyonel mutasyona ve spontan tautomerizasyona neden olurlar.

b. Bazlarin Yapisim Ve Eslesme Ozelliklerini Degistiren Kimyasallar:

Nitroz asit, deaminasyonile C-U, C-T, A- hipoksantin doniisiimiine ve transisyonel
mutasyona neden olur. Nitrozoguanidin, metil metansiilfonat, etil metansiilfonat,
bazlarla reaksiyona girerek, bazlara metil ya da etil gruplar eklerler. Alkillenen baz,
degradasyona ugrayarak DNA’da baz igermeyen bir bolge olusturur, DNA
replikasyonu esnasinda rekombinasyona ya da hatalieslesmeye neden olur (Delebeg

et al. 2006).
c. Interkalasyon Etkenleri:

DNA bazlarinin arasina girerek sarmalin gerilmesine ve DNA polimerazin hata
yaparak fazladan niikleotid eklemesine neden olan molekiillerdir. Ornegin; akridin
oranj, proflavin, etidyum bromiir. Sonucta gerceve kaymasi (frameshift) mutasyonu

olur.
d. DNA Yapisini Degistiren Etkenler

Bunlar, bazlara baglanan biiyilk molekiiller (NAAAF), DNA zincirleri arasinda
capraz baglar olusturan etkenler (psoralenler), DNA ¢ift zincir kiriklarina neden olan
kimyasallar (peroksitler) dir. Bu etkenler dogrudan mutasyona neden olmazlar,

mutajenik onarim iglemlerini indiiklerler.
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2.2.1.2. Radyasyon
a) Iyonize Radyasyon

Gamma 1sinlar1 ve X 1sinlari, biyolojik molekiillerle reaksiyona girdiklerinde reaktif
iyonlar olustururlar. Baz hasarina ve kaybina, tek veya cift zincir kiriklarma
(rekombinasyonu uyarir, baz delesyonu, kromozom kayiplar1 goriiliir), DNA’n

kendisiyle ya da proteinlerle ¢apraz baglar olusturmasina neden olurlar.
b) Uv Isinlar::

DNA tarafindan kuvvetlice absorblanan UV-C (~260 nm.) ve UV-B 1sinlari, DNA
ve diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girer ve pirimidin dimerleri (T-T, T-C)
olustururlar, bu dimerler de replikasyonu ve transkripsiyonu bloke eder (Beranek
DT. 1990, Christmann 2003, Evans 1994).

2.2.1.1. Baz Modifikasyonu
a) Deaminasyon

Niikleik asitlerin primer amino gruplart stabil degildir. Bir memeli hiicresinde,

giinde, haploid genom basina 100 urasil olusur. Diger deaminasyon reaksiyonlari:
adenin - hipoksantin, guanin - ksantin, 5-metil sitozin = timin
b) Kimyasal Modifikasyon

Niikleik asitler kimyasal etkenler tarafindan meydana getirilen bircok modifikasyona
karst duyarlidir. Ornegin, normal oksidatif metabolizma sirasinda olusan hiper-
reaktif oksijen sonucunda, timin oksidasyonu ile olusan timin glikol tipik bir

ornektir. Kimyasallar alkilasyon ile de DNA bazlarin1 modifiye edebilirler.
c) Uv Hasan

Niikleik asit bazlariin UV 15181 absorblamasi sonucu kimyasal degisikler meydana
gelebilir. Siklikla yakin primidin bazlarinin birer zincirleri arasindaki bag olusumu

sonucu dimerler olusur (siklobiitan pirimidin dimerleri). Dimerler ayn1 zamanda
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yakin iki primidinin 6 ve 4 pozisyonlar1 arasinda kovalent bag olusumu sonucu da

meydana gelebilir.
2.2.1.3. Replikasyon Hatalar

DNA replikasyonu esnasinda, hatali eslesme, kiiciik baz girisleri veya ¢ikislar
olabilir. DNA polimerazin dogru calisma oraninin yiiksek olmasina ragmen, ayrica
olusan hatalar1 diizelten bir hata okuma (proofreading) mekanizmasi varligina
karsin, replikasyon islemi miikkemmel degildir. Replikasyon isleminde olusan

hatalar1 tamir mekanizmalari diizeltir (Delebeg et al. 2006).
2.2.1.4. Zincirler Arasi1 Capraz Baglar

Iyonize radyasyon, UV, psoralen gibi alkilleyici etkenler ve kansere karsi kullanilan
kemoterapotikler, her iki zincirdeki bazlara baglanarak, zincirler arasinda capraz

baglar olustururlar.
2.2.1.5. DNA-Protein Aras1 Capraz Baglar

DNA topoizomerazlar, enzimatik aktiviteleri esnasinda, kendileri ve substratlar1 olan
DNA arasinda gecici kovalent baglar olustururlar. Bu baglar bazen alkilleyici

etkenler ve radyasyon gibi etkenler sonucu stabil hale gelir.
2.2.1.6. Zincir Kiriklari

Tek veya ¢ift zincir kiriklari, topoizomerazlar, niikleazlar, replikasyon ¢atali, onarim
islemleri gibi normal DNA metabolizmas1 esnasinda diisiik siklikta olusurlar.

Iyonize radyasyon ve bazi kimyasallarin etkisiyle normal durumun diginda da zincir

kiriklari olusur (Christmann 2003, Friedberg 2003).
2.3. DNA Tamir Mekanizmalari

Hiicre, DNA hasarlarina kars1 farkli metabolik yollar ile cevap verir. DNA hasar1 ve
onarim mekanizmalarindaki bozukluklar ile kanser, yaslanma ve birgok genetik
hastalik arasinda nedensel bir iligkinin varlig1 bir¢ok deneysel ve epidemiyolojik

veri ile gosterilmistir. DNA onarim mekanizmasi, genomik kararliligin korunmasi
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ve hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi igin gerekli olan molekiiler biyolojik

mekanizmalardan birisidir (Onur et al. 2009).

Prokaryotik ve 6karyotik organizmalar DNA’larin1 korumak igin ¢esitli DNA tamir
mekanizmalarina sahiptir. Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli DNA
tamir yollar1 ile tamir edilmektedir. DNA tamir sisteminde 100’ den fazla gen rol
oynamaktadir. Bu genlerin kodladig1 proteinler DNA tamir mekanizmalarinda gérev

alirlar (Zhang et al. 2009).
2.3.1.Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi
2.3.1.2. Fotoreaktivasyon

DNA hasariin geri dondiiriilmesi onarim igin en kolay yol gibi gériinmesine karsin
cogu durumda termodinamik ve kinetik nedenlerden dolay1 pek miimkiin degildir.
Bazi durumlarda enzim aracilig1 (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) ile
gerceklesen tek adimli reaksiyonlar ile hasar onarilir. Siklobiitan pirimidin dimerleri
(CPDs), footliyaz enzimi tarfindan ayrilarak hasar giderilir. Reaksiyona
fotoreaktivasyon denir (Debeleg et al. 2006).

UV ile olusan pirimidin dimerlerine sipesifiktir. Sadece pirimidin dimerlerini

kirdiklarindan hata olasilig1 yoktur (Geoffrey 2006).
2.3.1.3. O6-Metilguanin Tamiri

O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiiksek oranda mutajeniktir.
06 Metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) normal dokularda bulunan hiicresel
DNA tamir proteinidir. Bu protein, DNA’daki yanlis metillenen bazlarin CHj
gruplarim1 kendi sistein rezidiielerine transfer ederek normal guanin olusumunu
saglar. MGMT proteini, Guanin’in O6 pozisyonundaki alkilasyonunu (metilasyonu)
hizla geri c¢evirerek alkilleyici ajanlarin sitotoksik etkisini azaltir. TUmor
hiicrelerinde  MGMT ekspresyonu alkilleyici ajanlarla tedaviye rezistans ile
iliskilidir (Sciuscio et al. 2011).
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2.3.1.2. Basit Tek Zincir Kiriklarinin Ligasyonu

Peroksidler ya da X 1sinlart gibi ¢esitli ajanlar DNA zincirleri iizerinde basit
kiriklara neden olabilmektedir. Olusan bu basit kiriklar DNA ligaz enzimi sayesinde
hemen onarilmaktadir. Enzim, enerji gerektiren bir reaksiyon ile 3'OH grubu ile
S'fosfat grubu arasindaki bagini olusturarak onarimi gergeklestirirler (William and
Michael 2002).

2.3.2 Eksizyon (Kesip-Cikarma) Tamiri

Bu onarim tiim prokaryot ve dkaryot organizmalarda bulunan ¢ok énemli bir onarim
sistemi olup 3 temel basamak icerir. Eksizyon onarim mekanizmasinda DNA’daki
hasarli bazin oligoniikleotid parcalari c¢ikartilip bu bolgenin dogru bazlarla

doldurulmas1 ve olusan centigin ligasyonla kapatilmasi ana prensiptir (Kulaksiz ve

Sancar 2007).

Eksizyon tamiri sirasinda kimyasal olarak degismis, yanlis eslesmis veya uygun
olmayan (DNA’daki urasil gibi) bazlar genomdan kesilerek yerlerine dogru dizideki

bazlar konur. Eksizyon tamiri, BER ve NER olmak iizere ikiye ayrilir.

2.3.2.1. Baz Eksizyon Tamiri (Ber) (Base Excision Repair) ve Niikleotid

Eksizyon Tamiri (Ner) (Nucleotide Excision Repair)

BER sirasinda hasarli bazlar serbest baz olarak kesilir ve cikartilir, NER de ise
hasarli bazlar oligoniikleotid fragmanlar1 olarak kesilir. BER ile iyonize edici
radyasyon, reaktif oksijen tiirleri ve mono fonksiyonel alkilleyici ajanlar ile olusan
baz hasarlar1 tamir edilir. NER ise siklobiitan pirimidin dimerleri gibi biiyiik DNA
adiiktlerininin tamirinde gorev alir (De Boer 2000, Balajee 2000).

NER mekanizmast en az 20 proteinin gorev aldigi bir kesme ve yapistirma
mekanizmasidir. NER’in ilk asamasi, DNA’daki hasarin taninmasi ve hasarl
zincirin 24 - 32 bazlik kisminin oligoniikleotid olarak ¢ikartilmasidir. Bu agamay,
DNA zincirinin DNA polimeraz I ile uzatilarak boslugun doldurulmasi ve ligasyon
basamagi izler. NER iki kisimdan meydana gelir. Birincisi genel genom tamir

(GGR) yolu; transkribe olan ve olmayan DNA zincirindeki DNA hasarini tamir
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eder. Aktif olarak transkribe olan genlerin transkribe edilmis zincirindeki hasarlar,
diger bir yol olan transkripsiyona kenetlenmis tamir (TCR) yolu ile tamir edilir

(Bohr 1985, Sancar 1996).
2.3.2.2. Yanhs eslesme (mismatch ) eksizyon onarimi (MER)

Yanlis eslesme onarimi normal sekilde eslesmesi gereken bazlarin hatal
eslesmesinden kaynaklanan, DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen ve gift
zincirde anormal boyutlara sebep olan hatalar1 diizeltir. E. coli” yi Ornek
aldigimizda, 7 proteinden meydana gelen bir sistem tarafindan hatali eslesmenin
belirlendigini goriiriiz. Bu proteinler mutL, mutS, mutH, uvrD, ekzoniikleaz I, SSB
ve DNA polimeraz III’ tiir. E. coli DNA’sina bakilirsa, (5') GATC dizisindeki
adeninlerin 6zel bir metilaz olan “Dam Metilaz” tarafindan metillendigi belirlenir.
Replikasyon sirasinda kalip zincir metilenmis olmasina ragmen yeni sentezlenen
zircir birkag dakikalik gecikme ile metillenir. Bu zaman zarfinda mutS, yeni zincirde
hatal1 eslesen bazlari belirler. Sirasiyla mutL, ve mutH bir kompleks olusturmak igin
sisteme katilirlar, DNA boyunca ¢ift yonlii olarak metillenmemis bir GATC
bulununcaya kadar hareket ederler. MutH’ deki endoniikleaz fonksiyonu metil
grubunun karsisindaki metillenmemis zincire bir ¢entik atmak igin aktive olur.
Metillenmemis zincir, SSB, endoniikleaz I ve uvrD helikaz’in birlikte hareketi
sayesinde uzaklastirilir. DNA polimeraz III dogru DNA zincirini yeniden olusturur
ve ligasyon ile tamir sona erer. GATC bdlgesi ile hatali olan eslesmenin arasindaki
uzaklik en fazla 1000 baz c¢ifti olabilir. Bu yiizden yanlis eslesme tamiri etkili bir

tamir mekanizmas1 degildir.

Okaryotlar, E. coli’ de bulunan mut proteinlerine homolog olan proteinlere
sahiptirler. Fakat yeni sentezlenen zinciri ayirmak i¢in E. coli’ye 6zgii metilasyon
islemi yerine kullanilan mekanizma heniiz tam olarak anlasilmamistir. Yanlis
eslesme tamir mekanizmast genlerinde mutasyon olan bireylerin kalitsal
nonpolipozal kolon kanserine (HNPCC) yatkin olduklar tespit edilmistir (Schofield
and Hsieh 2003, Stojic et al. 2004).
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2.3.3 Rekombinasyonal Tamir

DNA’nin zarar goren parcasinin degistirilmesinde kalip olarak kullanilacak
tamamlayici ipligin bulunmadigi durumda kullanilan ve replikasyondan sonra aktif
olan bir tamir mekanizmasidir. Timin dimeri gibi bir lezyonu igeren DNA replike
olurken DNA polimeraz 6nce lezyonda duraklar ve yeni sentezlenen zincir boyunca
bir bosluk birakarak lezyonun lizerinden atlar. Bu bosluga bir yanit olarak RecA
proteini rekombinasyonel bir degis-tokus islemi ile baglangigta hasarsiz
komplementer dizide bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu tamamlar. Bu

islem "verici" zincirde bir bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra doldurulur.
2.3.4. SOS Tamiri

DNA hasarinin ileri seviyede oldugu ve diger tamir mekanizmalarinin yeterli
olamadigi durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. Hiicrelerde onemli
derecedeki DNA zararlarina karst acil yanit olarak DNA tamir enzimlerindeki
saymin artmasidir. DNA sentezi esnasinda, bir lezyonun iizerinden atlamak yerine,
sistem, DNA polimerazin lezyon karsisindanda replikasyonu devam ettirmesini
saglar. Fakat replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edilir. Bu nedenle bu onarim
sisteminehataya meyilli sistem de denir (William and Michael 2002, Geoffrey et al.
2006).

2.3.5 DNA Cift Zincir Kiriklarimin Tamiri

DNA’daki ¢ift zincir kiriklarinin kaynaklari arasinda topoizomeraz inhibitorleri
(etoposid, adriamisin) deiyonize radyasyon ve V(D)J rekombinasyonu sayilabilir.
DNA ¢ift zincir kiriklari, DNA hasarlarinin en yikici seklidir. Bu kiriklar tamir
edilmezse kromozomlarin kirilmasina ve hatta hiicre 6liimiine neden olabilir. Yanlis
tamir edilmesi durumunda ise kromozom translokasyonuna ve kansere sebep olur.
DNA cift zincir kiriklar iki sekilde tamir edilir (Haber 2000).

1. Serbest uglarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog and Joining)
(NHEJ)

2. Homolog rekombinasyon (HR)
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2.3.6. Serbest Uclarin Homolog Olmayan Sekilde Baglanmasi (Non-Homolog
And Joining) (NHEJ)

Homolog bir kromozomdan faydalanilmadan DNA uglarinin baglanmasinin
biyokimyasal bir yoludur. Ciinkii kirikk DNA uglar1 baglanabilir durumda
olmayabilir ve bu yol bazen genetik bilgide kayiba da neden olur. Homolog olmayan
uc baglanmasindaki hatalar iyonize radyasyon duyarliligina ve immiin yetersizlige
neden olur. X 1sinlar1 ve peroksitler gibi bazi kimyasallar DNA omurgasinda
kiriklara neden olurlar. Tek zincirdeki basit kiriklar DNA ligaz tarafindan onarilir.
Ancak, DNA ligaz, sadece, 5’-fosfat ve 3’-hidroksil gruplarina sahip uclari
birlestirebilir (Christmann et al 2003).

2.3.7. Homolog Rekombinasyon ( HR )

DNA’daki ¢ift zincir kiriklari, homolog DNA ile rekombinasyon araciligr ile ve
ayricagenetik bilgi korunarak, tamir edilir. Mayada bu metod ¢ift zincir
kirikliklarmin onariminda baskin olarak kullamilir. insanlarda homolog olmayan ug

baglanmasi ile de esit oneme sahiptir (Haber 1999, 2000).
2.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller insan viicudunun hem normal metabolik faaliyetleri sirasinda
olusabilen, hem de pestisitler, gida katki maddeleri, ilaglar, endiistriyel kimyasallar,
radyasyon, alkol, sigara, stres, viriisler, agir metaller gibi pek ¢ok dis kaynakli

etkenlerle olusabilen reaktif molekiillerdir (Sarag¢ 2005).

Serbest radikaller, kisa Omiirlli, kararsiz, molekiil agirligr diisiik ve cok etkin
molekiiller olarak tanimlanirlar (Mercan 2004). Serbest radikallerin yiiksek diizeyde
reaktif bilesikler olmalari, en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron tasimalarindan
ve bu nedenle kolayca diger organik ve anorganik molekiillerle reaksiyona
girmelerinden kaynaklanmaktadir (Sara¢ 2005). Yani serbest radikaller, atomik ya
da molekiiler yapilarinda ¢iftlesmemis bir veya daha fazla elektron tasiyan ve baska
molekiiller ile kolayca elektron aligverisine giren molekiillerdir (Halliwell 1991a
Cavdar et al. 1997, Anderson 1996, Akkus 1995). Bu molekiillere “oksidan
molekiiller” veya “Reaktif Oksijen Partikiilleri” (ROP) ad1 da verilmektedir.
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Canli hiicrelerdeki serbest radikallerin kaynagi ve radikal reaksiyonlarmnin asil
baslaticilari, diinya atmosferindeki oksijen molekiilleridir. Atmosferde %20
civarinda bulunan oksijen, biitiin aerobik organizmalarda solunum ve diger oksidatif
reaksiyonlar i¢in gerekli hayat kaynagidir. Ancak aerobik organizmalarda oksijen
kullaniminin dogal sonucu olarak, molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda
reaktif oksijen tiirleri olusur (Anderson 1996, Burgak ve Andican 2004). Bu nedenle
biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir

(Mercan 2004).

Oksijenin elektronlari dyle bir sekilde dagilmislardir ki bu elektronlardan iki tanesi
eslesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen bir diradikal olarak da degerlendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi, onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini
saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son
suya indirgenir. Bu arada, kismi rediiksiyonla ¢ok sayida yiiksek derecede reaktif
tiriinler de olugabilir (Akkus 1995).

Organizmada ¢esitli reaksiyonlarla pek ¢ok tiirde reaktif oksijen partikiilleri

olusabilir.

Reaktif Oksijen Partikiilleri
1 - Radikaller:

Stiperoksit radikal (O2:-)
Hidroksil radikal (OH-)
Alkoksil radikal (RO-)
Peroksil radikal (ROO-)

2 - Radikal olmayanlar:
Hidrojen peroksit (H,0,)
Lipid hidroperoksit (LOOH )
Hipoklorik asit (HOCI)

3 - Singlet (tek) oksijen

Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral
olabilirler, ayrica organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu®, Fe**,

Mn?* ve Mo gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu halde
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serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar: katalize
etmelerinden dolayr serbest radikal olusumunda Onemli rol oynarlar.
Membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi fizyolojik etkilere sahip
olabilen hidrojen peroksit ise ¢iftlesmemis elektrona sahip olmadigindan bir serbest
radikal degildir. Bu nedenle reaktif oksijen partikiilleri (ROP) terimi, siiperoksit gibi
radikaller, ayrica hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar i¢in ortak olarak
kullanilan bir terimdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii
oynayan maddeler oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerinin
iyonlart ve hidroksil radikalidir. Bunlardan ilk doérdiiniin ¢esitli reaksiyonlar ile

hidroksil radikali meydana gelir (Akkus 1995).

Bir proton ve bir elektron iceren hidrojen radikali (H-) 5 en basit serbest radikaldir.
Diger molekiillerden hidrojen radikalinin taginmasi ile genellikle zincir reaksiyonu
baslatilir, 6rnegin lipid peroksidasyonu sirasinda (Anderson 1996). Boylece serbest
radikaller en sik olarak lipit yapilarda olusur. Doymamis yag asitlerinin alil
grubundan bir hidrojen c¢ikarsa lipit radikali meydana gelir. Olusan lipit radikali
oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksi radikalini olusturur. Lipit peroksi radikali
lipitlerle zincir reaksiyonu baglatir ve lipit hidroperoksitler olusur. Ortamda bulunan
demir ve bakir iyonlar1 bu rekasiyonlart hizlandirir ve lipit peroksidasyonu olarak
bilinen bu reaksiyonlar zincir reaksiyonu seklinde siirekli devam eder. Lipit
radikaller yliksek derecede sitotoksik liriinlere de doniigebilir. Bunlar arasinda en

¢ok bilinen iiriin aldehit grubundan malondialdehittir (MDA) (Cavdar et al. 1997).

Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek, membrandaki
bilesiklerin c¢apraz baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA, DNA’nin azotlu
bazlar ile de reaksiyona girebilir. Bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in

genotoksik ve kanserojendir (Mercan 2004).

Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlesmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali
olarak adlandirilir. Nétrofilleri, monositleri, makrofajlar1 ve eozinofilleri igeren aktif
fagositler, yabanc1 maddeleri yok ederken, biiylik miktarda siiperoksit olustururlar.
Boylece organizmadaki normal koruyucu mekanizmanin kendisi de hasar verici

olabilir. Diger bir reaktif oksijen tiirii ise, normal oksijenden ¢ok daha hizli bir
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biyolojik molekiil olan ve yapisinda iki adet ¢iftlesmemis elektron tasiyan singlet
oksijendir. Singlet oksijen hiicre membranindaki poliansatiire yag asitleri ile

reaksiyona girerek lipit peroksitlerin olusumuna yol agar (Cavdar ve ark. 1997).

Bir baska fizyolojik serbest radikal nitrik oksittir (NO-). Nitrik oksit asir1
miktarlarda olustugunda toksik olabilir. Siiperoksit, hidroksil radikalleri olusturmak
iizere bakir ve demir iyonlar: ile reaksiyona girebilir veya nitrik oksit ile kombine
olabilir. NO,, OH- veya CCl30, - gibi reaktif radikaller, membranlarda veya
lipoproteinlerde doymamis yag asidi zincirlerinden bir hidrojen atomu ¢ikarirlar. Bu
islem, karbon iizerinde eslesmemis elektron birakir. Karbon radikali oksijen ile
reaksiyona girer ve olusan peroksil radikali bitisigindeki yag asidi zincirlerine
saldirir ve yeni karbon radikalleri olusturur; boylece zincirleme bir reaksiyon devam
eder. Tek bir reaktif 6 serbest radikal atag: biitiin yag asidi zincirini okside edebilir
ve membran proteinlerine zarar verebilir. Bu durum membrani hasarli hale getirir ve

membran parg¢alanmalarina yol acar (Cavdar et al. 1997).
2.4.1. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikaller, iyonize radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar disinda,
hiicrelerde genellikle elektron aktarimi reaksiyonlariyla olusurlar. Bu reaksiyonlar,
ya enzimlerin etkisiyle ya da non-enzimatik olarak gegis metalleri iyonlarinin redoks

kimyas1 araciligi ile gergeklesir (Akkus 1995).

Hiicrelerde en biiylik serbest radikal kaynagi, mitokondrilerdeki elektron tagima
zincirinden elektron sizmasidir. Mitokondri i¢ zarinda yer etmis olan oksidatif
fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik oranda indirgendigi zaman, mitokondriyal
stiperoksit radikali iiretimi de artmis olur. Serbest radikal iiretiminin kaynagi,
endoplazmik retikulum ve c¢ekirdek zarinda, zara bagl sitokromlarin
oksidasyonudur. Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi, bir¢ok
anabolik ve katabolik islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde
elektron ¢ikislar1 olur ve bu esnada ROP'lar olusur. Hiicrelerde serbest radikal
iretimi, bazi yabanci toksik maddeler tarafindan biiyliik oranda arttirilabilir. Bu
maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler veya antioksidan aktiviteyi

digtirtirler. Bu tip maddeler 4 grupta toplanabilir. Birincisi toksinin kendisi bir
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serbestradikal olabilir. Kirli havanin koyu rengini veren azot dioksit (NOy-) gazi
boyle bir maddedir. Ikinci olarak, toksin bir serbest radikale metabolize olabilir.
Ucgiincii olarak, toksinin metabolizmas1 sonucu serbest oksijen radikali olusabilir. Bu
duruma &rnek olarak paraquat verilebilir. Ozellikle karacigerde biriken paraquat, bir
serbest radikale indirgendikten sonra, tekrar ylikseltgenerek rejenere edilirken
beraberinde oksijen indirgenir. Boylece bol miktarda siiperoksit meydana g¢ikmis
olur. Dérdiinii durumda ise toksin, antioksidan aktiviteyi diisiirebilir. Ornegin,
parasetamoliin karacigerde sitokrom P-450 tarafindan metabolize edilmesiyle,

glutatyonla reaksiyona giren ve miktarini azaltan bir iirlin meydana gelmektedir
(Akkus et al. 1995).

Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari
| - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
Il - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c-) Ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksigenaz
c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara
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Il - Yaglanma siireci

(Carroll 1987, Cavdar et al. 1997).

2.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini ve indiikledikleri hasari sinirlandirmak igin
viicutta antioksidan savunma sistemleri goérev yapmaktadir. Canli hiicrelerde
bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu Onleyen veya azaltan maddelere antioksidanlar ve bu olaya
antioksidan savunma denilmektedir (Cavdar ve ark. 1997). Antioksidanlar, hem
direkt hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin, kanserojenlerin ve toksik
radikal reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri korurlar (Mercan

2004).

Serbest radikallerin DNA’da meydana getirdigi hasar olduk¢a onemlidir. DNA’y1
etkileyip mutasyona ve hatta 6liime neden olurlar. Hidroksil radikali (OH¢) bazlar ve
deoksiribozla kolaylikla reaksiyona girer ve degisikliklere sebep olur. Aktiflesmis
notrofillerden kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca gegerek hiicre ¢ekirdegine
ulagsarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre Sliimiine neden

olabilir (Mathers et al. 2004).

Antioksidanlar serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olustururlar. Eger
serbest radikaller, istedikleri elektronu antioksidanlardan saglarlarsa baska bir
yapiya zarar vermezler. Boylece antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini
notralize ederek onlarin neden olduklart dejeneratif hastaliklar ve erken yaslanma
stireclerini baglatan zincirleme reaksiyonlarini engellerler. Antioksidan savunma
sistemleri, reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iirlinlere doniistiiren enzim
sistemleri (katalaz, sliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi) veya radikalleri
yakalayip notralize eden antioksidan maddeler (melatonin, lipoik asit, vitamin A, E
ve C gibi) olarak ayrilmaktadir. Antioksidanlar, dogal (endojen) kaynakli ve dis
(eksojen) kaynakli antioksidanlar olmak tizere baslica iki ana gruba ayrilabildigi
gibi, serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale
getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olan ve enzim olmayanlar

seklinde de siiflandirilirlar (Akkus 1995).
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Antioksidanlar, oksidan molekiillere karst etkilerini, ¢esitli mekanizmalar ile
gosterirler. Bunlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya daha
zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemi seklinde “toplayic1” veya “siipiiriicii”
(scavenging) bir etki, serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen katarak
aktivitelerini azaltan veya inaktif hale getiren “bastiric1”, “giderici” (quencher) bir
etki, serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirleme olarak devam eden
reaksiyonlar1 belli yerlerinde kirarak “zincir kiric1” (chain breaking) bir etki ya da
“onarict”, “tamir edici” (repair) bir etki seklinde gerceklesebilmektedir. Antioksidan
enzimler ve kiiglik molekiiller toplayic1 etki gosterirken; vitaminler, flavanoidler,
trimetazidin ve antosiyanoidler bastiric etki gosterirler. Hemoglobin, seruloplazmin

ve mineraller ise zincir kirici etki gostermektedirler (Halliwell and Guitteridge 1989,
Akkus 1995).

Antioksidanlar, mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar olmak iizere
iki kisma ayrilirlar. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek
bunlarin daha da zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikallerin
olusumunu engelleyen bilesiklerdir. Insanda belli bash hiicre ici antioksidanlar
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleridir. SOD’un yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; GPx’de ise selenyum
iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilir. Hiicre ici
ortamin aksine, hiicre digi ortamda ikincil antioksidanlar olan oksijen radikalini
yakalayan ve radikal zincir reaksiyonlarmi kiran C vitamini, E vitamini, tirik asit,
bilirubin ve polifenoller ve benzeri gibi olan bilesiklerdir (Ou et al. 2002, Halliwell,
1991b, Cavdar et al. 1997).

Antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidir. Bazi
antioksidanlar yalmz hiicre iginde gorev yapar. Ornegin, tamir enzimleri serbest
radikal hasarint DNA’da okside bazlari ¢ikararak yapar (Breimer1991, Ames 1989)
ve membranlardan okside yag asitlerini uzaklagtirr (Maiorino et al, 1991). Bu
reaksiyonlar intraselliilerdir (Anderson 1996). Bazi antioksidan savunmalar ise
ekstraselliilerdir, 6rnegin plazma tagima proteini transferrin ve demir baglayici
protein laktoferrin. Demir bu protein ile baglandiginda serbest radikal hasarini

katalizleyemez (Halliwell and Gutteridge 1989). Bu proteinler gbézyasi gibi viicut
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salgilarinda bulunur (Anderson 1996). Albumin de bakir iyonlarim1 baglar ve bu
sekilde gesitli radikal reaksiyonlarini engelleyebilir (Halliwell andGutteridge 1989).

Antioksidan savunma sistemlerinden bazilar1 da hem intraselliler hem de
ckstraselliiler olarak bulunur. a-Tocoferol membranlarda ve lipoproteinlerde
meydana gelir. a-Tocoferol, ara peroksil radikalini yok ederek lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu engeller. C vitamini, komsu yag asidi
zincirlerine saldirmada daha az reaktif olan tokoferol radikalini, a-tocoferole ¢evirir.
a-Tokoferol kardiovaskiiler hastaliklara ve norodejenerasyona karsi korumada
onemlidir (Muller and Goss 1990). Indirgenmis glutatyon, ozon ve sigara
dumanindaki serbest radikaller gibi oksidatif toksinleri ve nitrik oksidi yok ettigi
solunum yolu haricinde viicutta ¢ok az miktarlarda bulunur (Slade et al. 1993). Urat,
piirin metabolizmasinin son triiniidiir ve serbest radikalleri yok eder (Kaur and

Halliwell 1990).

Askorbat, a-tokoferol, GSH ve su, serbest radikaller ile nonkatalitik olarak dogrudan
reaksiyona girerek onlari uzaklastirirlar  (Anderson 1996). Bitkiler lipit
peroksidasyonunu ve lipooksijenazlar1 inhibe eden flavonoidler gibi bir¢ok fenolik
bilesikleri igerirler (Laughton 1991). Yag alimimnin azaltildii, sebze, meyve,
yemisler ve tohumlarca zengin bir diyet kardiovaskiiler hastaliklar ve kanseri de
kapsayan bir¢ok hastalia kars1 koruyucu olarak goriilmektedir (Ames 1983, Coglan
1991, Caragay 1992).

E vitamininin diyette artan alim1 miyokardial enfarktiisten 6liimleri azaltmaktadir
(Byers 1993). Serum antioksidanlar1 ve diyet tizerine epidemiyolojik ¢alismalar, E
vitamini ve B-karoten seviyesinin artmasinin akciger ve kolon kanserinden oliimleri
azalttigin1 gostermektedir (Menkes et al. 1986). Viicutta daima belirli bir diizeyde
bulunan dogal antioksidan molekiiller, yine belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan
molekiil artisin1 etkisiz hale getirebilmektedir. Boylece saglikli bir organizmada,
oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar etkisizlestirme giicii bir denge iginde
kalmaktadir. Ancak oksidanlar belirli diizeyin iistlinde olusur veya antioksidanlar
yetersiz olursa, yani denge bozulursa, oksidatif stres denilen durum ortaya ¢ikar ve

s0z konusu oksidan molekiiller organizmanin yapi1 elemanlar1 olan proteinleri,
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lipitleri, karbonhidratlari, niikleik asitleri ve yararli enzimleri bozarak zararl etkilere

yol agarlar (Halliwell 1991b, Cavdar et al. 1997).
2.6. Oksidatif Stres ve DNA Hasarim Onlemede Fitokimyasallar

Toksisitenin olas1 bir mekanizmasi olarak 6zellikle son yillarda pek ¢ok aragtirmanin
odagi haline gelen “oksidatif stres” kisaca, serbest radikallerin hiicrede asir1
miktarda olusmalar1 seklinde tanimlanmaktadir (Mercan 2004). Oksidatif stres,
temelde, normal biyolojik reaksiyonlarda dahi siirekli olusum icinde olan serbest
radikaller ile bu molekiillerin etkilerini ortadan kaldirmaya calisan antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikar (Boyunaga ve Celik
1996). Oksidatif stres, tiim hiicre bilesenleri (karbonhidratlar, proteinler, yaglar,
niikleik asitler) iizerinde tahrip edici etkiye sahiptir ve ¢esitli mekanizmalar ile bu
biyomolekiillere hasar vermektedir (Cooke et al. 2003, Evans ve Cooke 2004,
Burgak ve Andican 2004). Oksidatif stres sonucu olusan hidroksil radikali basta
olmak iizere bir¢ok serbest radikal, genetik materyalimiz olan DNA’daki bazlarin
degisimine ve DNA zincirinde kirilmalara sebep olarak kanser olusumu, hiicresel
yaslanma ve hiicre oOliimiine kadar giden siiregleri baslatip, ilerletebilmektedir

(Boyunaga ve Celik 1996).

Son zamanlarda insanlarin bitkisel ilaglara ve dogal bilesiklere olan ilgisi, giderek
artmaktadir. Tamamlayici ya da alternatif tibbin kullanimi, bu bitkilerin faydalarina
inanan ¢ok sayida insanla birlikte son derece biiyiik oranda bir artis gdstermistir.
Sifali bitkiler diinya ¢apindaki receteli ilaglarin %40’ mnin temelini olusturmaktadir

(Zheng and Wang 2001).

Epidemiyolojik calismalar meyvelerin, sebzelerin ve tiim tahillarin diizenli olarak
tilketilmesinin boylece fitokimyasallarin kanser, koroner kalp hastaligi, diyabet,
yiilksek kan basinci, enflamatuar, viral ve parazitik hastaliklar, psikotik
bozukluklardaki yararli etkileri ortaya konmustur (Pada 1995, Dillar and German
2000, Silva et al. 2005, Tosetti et al. 2009).

Oksidatif hasarlar degisik mekanizmalarla birlikte tlimdr olusumunda rol oynarlar.

DNA hasar goriirse ve onarilmazsa mutasyonlar, tek veya c¢ift zincir kiriklari,
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kromozom kiriklart ve kopan pargalarin farkli yerlere yapismasi gibi durumlar
gozlenebilir. Serbest radikallerin ortaya cikardigi oksidatif stresin engellenmesi ve
etkisinin en aza indirilmesi amaciyla yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir (Liu
2003).

Tibbi bitkilerde bulunan etken maddeler insan sagligi acisindan énem tasidigindan
bu maddelerin sentetik yolla elde edilmesine eskiden beri ¢alisilmaktadir. Yapilan
arastirmalar sonucu bunlardan bazilarinin sentetik olarak elde edilmesi zamanla tibbi
bitkilerin kullanim alanlarin1 geriletmistir. Ancak bu bitkilerdeki etken maddelerin
yeni kullanim alanlarinin bulunmasi bu bitkilerin degerini arttirmistir. Bugiin,
yasama standartlarina gore kullanilma ve iiretim amaclar1 degisiklik gostermektedir

(Y1ilmaz et al. 1998).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) diinya niifusunun %60‘mnm sentetik ilaglar1 hig
kullanmadigin1 dortte {igiiniin ise kendi geleneksel kiiltlirlerindeki bitkisel kaynakli
olan ilaglara giivendigini ve bunlari kullanmaya devam ettiklerini gostermistir
(Cubukgu et al. 2002). Bu tedavilerin birgogu bitki ekstrelerinin ya da onlarin aktif
bilesenlerini kullanmaya dayanir (Craig 1999).

2.7. Momordica charantia Bitkisi

Cucurbitaceae (kabakgiller) familyasina ait otsu ve sarilici bir bitki olan Momordica
charantia c¢ok eski caglardan beri tim diinyada ampirik ilaglarin yapiminda
kullanilan bir bitkidir. Bitkinin orjini Afrika olup tropik iklim bdlgelerinde, Amazon
havzasi, Dogu Afrika, Giiney Asya, Giliney Amerika, Hindistan ve Karayip yerli
niifusu arasinda diyabete bagli durumlarin tedavisi i¢in kullanilan popiiler bir
bitkidir. Peru, Nikaragua, Cin, Kiiba, Malezya, Haiti, Galapagos adalar1 ve Yeni
Ginede ampirik tipta yaygin olarak kullanilmaktadir (Cefalu 2008, Cousens 2008).

Tek yillik, tirmanici, sarmasik formunda bir bitki olan, yaz aylarinda ¢igek agar.
Yapraklari, yelpaze seklinde, loplu, kenarlar1 dislidir. Sar1 renkli kiigiik ¢igekleri,
erkek veya disi olarak, ayr1 saplar lizerindedir. Meyveleri 6nce yesil, olgunlasinca
turuncu-kirmizi renkte, 10-20 cm uzunlugunda, genis bir mekik seklinde olup,

tstleri girintili ¢ikintili ve piirtiikliidiir. Meyve olgunlasinca, kabugu 3 ayr parga
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halinde, geriye biikiilerek ¢ok sayida, kirmizi-kahverengi veya beyaz renkli
cekirdekleri ortaya cikar. Cekirdekleri 7-10 mm boyunda, yassi ve piitirliidiir.
Latince’de Momordica isirmak anlamina gelir, yapraklariin adeta yenik gibi

durmasindan dolay1r bu isim verilmistir. Bitkinin biitiin kisimlar1 ve 6z suyu ¢ok

acidir (Sakono et al. 2000).

Ozellikle Filipinlerde sifali olduguna inanilarak, ¢ok yetistirilen bir bitkidir. Acims1
tadina karsin, bir¢cok Filipin yemeginde kullanilmaktadir. Filipinlerde yerel adi
Ampalaya’dir. Bat1 iilkelerinde, ac1 kavun (bitter melon), ac1 kabak (bitter gourd),
Afrika hiyar1 (African cucumber), balsam elmasi (balsam apple) veya balsam
armudu (balsam pear) olarak adlandirilir. Filipinlerde’nin faydali oldugu birgok
hastalik olduguna inanilmaktadir (Chao 2003).

Bitki ¢esitli biyolojik olarak etkin olan bilesikler igerir. Bunlar momordicin 1 ve
momordicin Il ve cucurbitacin B dir. MC’nin Yaprak, meyve ve tohum igin kalori
degerleri sirastyla 213,26, 241,66 ve 176,61 Kcal/100 g olup kalorisi ¢ok diisiik bir
bitkidir. Bununla birlikte igeriginde aktif olan kimyasal maddeler: diyet Iif,
mineraller, vitaminler ve antioksidanlardir. Meyve yiiksek miktarda vitamin C,
vitamin A, vitamin E, vitamin B1, B2 ve B3 ve vitamin B9 (folat) igerir (Bakare
2010). Vitamin-C, gii¢lii dogal antioksidanlardan biridir ve viicuttaki zararli serbest
radikallerin kanser olusturmasini 6nler. Bitki ayricaB-karoten, a-karoten, lutein ve

zea-ksantin gibi saglikli flavonoidler igerir (Singhet al.1998).

Buna ek olarak, bitkisel niasin (vitamin B-3), pantotenik asit (vitamin B-5),
piridoksin (vitamin B-6), alkaloidler, charantin, charine, kriptoksantin, cucurbitin,
cucurbitacin, cucurbitanlar, sikloartenol, diosgenin, elaeostearik asit, eritrodiol,
galakturonik asit, gentisik asit, goyaglikositler, goyasaponinler guanilatsiklaz
inhibitorleri, gypsogenin, hidroksitriptamin, karounidiol, lanosterol, laurik asit,
linoleik asit, linolenik asit, momorcharasid, momorcharin, momordenol,
momordisilin, momordisin, momordicinin, momordicosides, momordin, momodolo,
multiflorenol, miristik asit, nerolidol, oleanolik asit, oleik asit, oksalik asit,
pentadecan, peptidler, petroselinik asit, polipeptitler, proteinler, ribozomu inaktive
edici proteinler, rosmarinik asit, rubixanthin, spinasterol, steroidal glikozit,

stigmasta-diol, stigmasterol, taraxerol, tregaloz, tripsin inhibitorleri, urasil, vacine,
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v-insulin, verbascoside, vicine, zeatin, zeatin riboside, zeaxantin amino asit, aspartik
asit, serin, glutamik asit, alanin, g-amino biitirik asit ve pipekolik asit, ascorbigen, b-
sitosterol-d-glucozit, citrulline, elasterol, flavocrome, lutein, likopen, pipekolik asit,
peptin demir, ¢inko, potasyum, manganez ve magnezyum gibi mineral i¢inde 6énemli

bir kaynaktir (Kumar et al. 2010).

Brezilya’da, tiimorlerde, yaralarda, romatizmada, sitmada, adet problemlerinde,
seker hastaliginda, kolikde, atesli durumlarda ve barsak kurtlarina karsi
kullanilmaktadir. Ayrica ¢ocuk diisiirmek ve afrodizyak (cinsel istah1 arttirici), deri

hastaliklari, ekzama, uyuzda da kullanilmaktadir (Li et al. 2009).

Kanser tedavisinde etkili oldugu yoniinde bulgular vardir. MAP-30 ismiyle patent
alan prostat tiimorii tedavisinde kullanilan bir proteini bulunmaktdir. Brezilya halk
tibbinda  tiimorler, yaralar, romatizma, malarya, vajinal rahatsizliklar,
inflamasyonlar, diabet, kolik, menstural problemler ve barsak parazitleri tedavisinde
kullanilmakta ve bitkin biitiin kisimlarindan faydalanilmaktadir (Nerurkar et al.
2008)

Meksika’da bitkinin biitiin kisimlar1 seker hastaliginda, dizanteride kullanilmakta,
koklerinin ise afrodizyak olduguna inanilmaktadir. Peru’da bitkinin yapraklar ve
biitlin toprak iistii kismi, kizamik, sitma ve her tiirlii iltihabi olayda kullanilmaktadir.
Nikaragua’da yapraklar, mide agrisi, ateslenme durumunda, seker hastaliginda,
soguk alginligi, oksiiriik, bas agrisi, sitma, deri hastaliklari, adet bozukluklarinda,
agri, hipertansiyon iltihabi olaylarda ve dogum sirasinda yardimci olmak iizere
kullanilir. Geleneksel Cin tababetinde, bu sebze istah agici, mide-barsak
iltihaplarinda ve meme kanserine engel olmak i¢in kullanilmaktadir (Grover et al.

2004).
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2.8. DNA Hasarimi Belirlemede Kullanilan Yontemler
2.8.1 Mutajenite ve Genotoksisite Testleri

Bir maddenin mutajenik veya genotoksik etkili olup olmadigin1 saptamak amaciyla
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler; Salmonella thyhimurium mutant
suslarinin kullanildig1, bakteriyel Ames testi, CA, SCE ve MN frekanslarinin
arastirildig: sitogenetik yontemler ve alkali ortamda DNA elektroforezinin yapildigi
Komet yontemidir (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE). Bu yontemler
laboratuar ¢alismalarinda oldugu kadar populasyon taramalarinda ve ¢evre kirliligi
arastirmalarinda da kullanilmaktadir. Ayrica bu yontemler ile dogal {iriinlerin anti-

karsinojenik ve anti-mutajenik 6zellikleri de incelenebilmektedir.
2.8.1.1 Ames Testi

Ilk defa 1973 yilinda Dr. Bruce N. Ames tarafindan gelistirilmis bir yontemdir.
Ames testi olarak da adlandirilan Salmonella/mikrozom test sistemi, kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda en yaygin olarak kullanilan,
mutajen-karsinojen etkisi en iyi bilinen kimyasallar ile gegerliligi en fazla kabul
edilmis kisa siireli bakteriyel test sistemlerinden birisidir. Tanimlandig1 yildan bu
yana 5000°den fazla kimyasal maddenin mutajenik ve karsinojenik etkileri bu test
ile aragtirllmistir. Ayrica bu test sisteminde karaciger mikrozom enzimleri (S9)
kullanilarak, kimyasal maddenin metabolitlerinin de mutajenik olup olmadigt
aragtirillabilmektedir. S9 kullanildiginda pozitif sonu¢ alinmasi, bu kimyasal
maddenin kendisinin zararsiz oldugunu, fakat canli viicuduna alindiginda ortaya
cikacak metabolitlerin zararli etkiye sahip oldugunu gosterir. Ames yonteminde
genellikle  Salmonella typhimurium mutant suslar1 (TA98 ve TA100)
kullanilmaktadir. Her test susu histidin operonunun degisik bdlgelerinde ¢esitli
mutasyonlar i¢cermektedir. Bunlar ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile ortaya
cikan baz degisimleri ya da bir bazin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile kendini gosteren

cergeve kaymasi mutasyonlaridir (Ames et al. 1973, Mortelmans and Zeiger 2000).
2.8.1.2 CA Yontemi (Kromozomlarin Homojen Boyanmasi)

Bu yontemle kromozomlarin sayisal ve yapisal anormallikleri incelenmektedir.

Mutajen ve karsinojenlerin kromozom aberasyonlarini indiikledigi saptanmis ve
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aberasyon frekansinin kanser riski tagiyan gruplarin tanimlanmasinda 6nemli oldugu
goriilmiistiir. Yontemde genellikle kolsemid ve kolsisin gibi tubilin polimerizasyon
inhibitéri kullanilmakta boylece hiicre boliinmesinde metafaz sathasinda kalmis
kromozomlar say1 ve aberasyon yoniinden degerlendirilmektedir. Bu yontemle
incelenebilen yapisal aberasyonlar; kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatidlerin birlesmesi,
traslokasyon, izokromozom ve endoreduplikasyondur (Hagmar et al.1994, Bonassi
et al. 1995).

2.8.1.3 SCE Yontemi

Perry ve Evans tarafindan 1975 yilinda tanimlanan SCE analizi, giiniimiizde
genotoksisite analizlerinde kullanilan geleneksel yontemlerden birisi haline
gelmigtir. SCE, bir kromozomun kardes kromatidleri arasinda meydana gelen
resiprokal parga degisimi olayidir. Karsinojenik ve mutajenik maddelerin, SCE
diizeyini artirdig1r gézlenmistir. Bu nedenle, bu yontemde kardes kromatidler farkli
boyanmakta ve aralarindaki SCE frekansi saptanmaktadir Cok sayida farkli SCE
yontemi  gelistirilmis  olmakla birlikte, yontemin temel prensibi DNA
replikasyonunun iki hiicre siklusu boyunca BrdUrd’li (5’-Bromo-2’-deoxyuridine)
ortamda gerceklestirilmesidir. Uygun bir boyama yoOntemiyle hazirlanan
preperatlarda degerlendirme ikinci boliinmedeki metafaz hiicrelerinde yapilmaktadir

(Perry and Evans 1975, Tice and Hollaender 1984, Albertini et al. 2000).
2.8.1.4 Mikronukleus (MN) Yontemi

Geleneksel sitogenetik yontemlerden birisi de Fenech ve Marleyn tarafindan 1985

yilinda tanimlanan MN yo6ntemidir (Kirsch-Volders 1997, Albertini et al. 2000).

Mikronukleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom, sentrik veya asentrik kromozom
fragmanlarindan koken alan olusumlardir (Zijno et al. 1994; Vanparys et al.1990).
Fenech ve arkadagslar1 (1985), tarafindan gelistirilen bloklanmis MN metodu, klasik
MN testlerinde karsilasilan baz1 kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin
uygulanmasindaki giivenirligin artmasimi saglamistir. Bu metod, kiif mantarlarinin
metabolitlerinden biri olan Cytochalasin B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde

sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun
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konsantrasyonda Cytochalasin B ilavesiyle, ilk niikleus boliinmesini tamamlamis
ancak sitoplazmik boliinmesini gerceklestirememis biniikleuslu hiicreler kolaylikla
taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir
(Fenech et al. 1985). MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu
sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve
1g iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise kromozom
kiriklarini olusturarak MN olusumuna katkida bulunurlar (Zijno et al. 1994;
Vanparys et al. 1990).

Klastojenik etki sonucu olusan ve asentrik kromozom fragmentleri iceren MN’larin,
aneujenik etki sonucu olusan tambir kromozom iceren MN’lardan daha kiigiik

oldugu kabul edilmektedir (Sato and Tomita 2001).

2.8.1.5 Comet (Single Cell Gel Electrophoresis) Yontemi

Bu yontem daha ucuz olmasi ve kisa siirede giivenilir sonucglar alinabilmesi
nedeniyle sitogenetik analizlere alternatif bir yontem olarak degerlendirilmektedir.
[k olarak 1978’de Rydberg ve Johanson tarafindan tanimlanan ydntemi, Singh ve
arkadaslar1 1988’de modifiye ederek alkali komet yontemini gelistirmiglerdir.
Yontem temel olarak calisilacak dokudan izole edilen DNA’nin elektroforezi
prensibine dayanmaktadir. DNA’nin pozitif kutba hareketi kuyruklu yildiza
benzeyen bir seklin ortaya ¢ikmasimma neden olmaktadir. Etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra DNA’daki hasar floresan mikroskobu ile incelenmektedir.
Kuyruk uzunlugu, DNA hasari ile dogru orantili olarak artmaktadir (Singh et al.
1988, Sasaki et al. 2000).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan Arac ve Gerecler

. Hassas Terazi (AND)
. Sogutmali santrifiij (Hettich)
. Floresan mikroskop (Olympus)
.44 °C Buzdolabi (Altus)
. -20°C Derin dondurucu ( Argelik)
. Vorteks (Niive NM 110)
. Pipetler (0,5-2 uL, 0,5-100 pL, 50-200 pL, 200-1000 pL, 1-5 mL) (Gilson)
. Otoklav (Niive ot 032)

. Distile su cihaz1 (Niive)

O o0 N N O B~ W N

—_
=)

. Elektroforez diizenegi (Biolab)

—
—

. Elektroforez gii¢ kaynagi (Power Pack P 25)

=
N

. Hotplate (Thermolyne)

=
w

. pH metre (Hanna Instruments)

—_
B

. Inkiibator (Heraeus)

—_
W

. Manyetik karistirici (Hangping, Variomag)

. Etiiv (Dedeoglu)

. Lam(26x76mm) ve Lamel (24x60mm) (Iso Lab)
18. Spektrofotometre (Jenway 6305)

_
N O

3.1.2. Kullanilan Test Mikroorganizmasi

Bu ¢alisma ayn1 zamanda Yeast Comet Assay olarak da adlandirilmaktadir. Portekiz
Minho Universitesi, Biyoloji Boliimiinden elde edilen haploid Saccharomyces
cerevisiae BY4741 susu (MATa his341 leu240 met1540 ura340) ilgili tim
deneylerde kullanild:.

3.1.3.Test I¢in Kullanilan Bitki Materyali

Bu ¢alismada Momordica charantia bitkisinin meyve ekstreleri kullanildi.
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3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

3.1.4.1. Kullanilan Besi Yerleri

a. Kati ve Siv1 Yeast Peptone Dextrose (YPD) Besi Yeri

Kat1 YPD Besi Yeri S1vi1 YPD Besi Yeri

Maya ekstresi (Fluka, 92144) 0,2590,25¢g

Pepton (Fluka, 70173) 0,50 g0,50 g

Dekstroz (Sigma, D 9434) 0,50 g0,50 g

Agar (Sigma, A 1296) 0,50 g -

Miktarlar1 verilen maddeler tartilarak distile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Hiicrelerin

iiretilmesi islemi icin kullanildi.

3.1.4.2. Kullanilan Cozeltiler

a. Sorbitol Tamponu

1 M sorbitol (Sigma, S 0900) 18,20 g
25 mM KH2PO,4 (Merck, 1.04871) 0,349

Verilen miktarlarda alinan maddeler distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. pH
derecesi 6,5 olarak ayarlandi ve Comet yontemi esnasinda hiicrelerin yikanmasi

islemi i¢in kullanildi.
b. Normal Kaynama Dereceli Agar (NMA) (%1)
NMA (Sigma, A 4718) 0,02 ¢

Sorbitol tamponu 2,00 mL
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Belirtilen miktarlarda alinan maddeler kaynayana kadar ateste bekletildi ve homojen
bir ¢ozelti elde edildi. Sicak bir sekilde 1sitict tabla {izerinde 1sitilan lamlarin iizerine

yayildi.

c. Diisiik kaynama dereceli agar (LMA) (%01)
LMA 0,029
Sorbitol tamponu 2,00 mL

Miktarlar1 verilen maddeler ateste kaynatilarak homojen bir ¢ozelti elde edildi.

Hiicrelerin agaroz jele tutunmasini saglamak amaciyla NMA ile kapli olan lamellere

ilik bir sekilde yayildi.

d. Lizis Tamponu

30 mM NaOH (Sigma, 06203) 0,24 g
1 M NaCl (Sigma, 13423) 11,72 g
% 0.05 Lauril sarkozin (Sigma, L 9150) 0,10g
50 mM EDTA (Sigma, E 5134) 0,729
10 mM Tris-HCI (Sigma, T 3253) 0,315¢

Verilen maddeler tartild1 ve distile su ile 200 mL’ye tamamlandi. Cozeltinin pH
derecesi 10 olarak ayarlandi. Hazirlanan ¢ozelti hiicreleri lizis etmek amaciyla

kullanildi.

e. Elektroforez Tamponu

30 mM NaOH 0,609
10 mM EDTA 1,80 g
10 mM Tris-HCI 0,789
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Miktarlar1 verilen maddeler distile su ile 500 mL’ ye tamamlandi. Cozeltinin pH

degeri 10 olarak ayarlandi.
f. HzOzCﬁZeltiSi

% 30’lik H»O, ¢ozeltisinden 106 pL alindi. +4°C ’de 9894 uL distile su ile 10
mL’ye tamamlandi. Boylece 0,1 M H,0; ¢ozeltisi hazirlanmis oldu (stok). Deney
giiniinde 0,1 M H;0, ¢6zeltisinden 0,5 mL alinip +4°C ’de 9,5 mL eklenip 10 ye
tamamlanarak 5 mM H,0; ¢ozeltisi hazirlandi. Yine 0,1 M H,0; ¢ozeltisinden 0,1

ml alinip tizeri 9,9 ml ile 10 ml tamamlanarak 1 mM lik H,O; ¢ozeltisi hazirlandi.

g. Litikaz Tamponu

Litikaz ( Sigma, L 2425) 0,01 gr
Sorbitol Tamponu 2x 2500,00 puL
Deiyonize H20 1500,00 puL
B-merkaptoetanol (Sigma, M 7522) 20,00 uL

Belirtilen miktarlardan elde edilen karisim 5 mL’dir. Comet yontemi esnasinda,
maya hiicre duvarinin pargalanmast ve sferoplastlarin elde edilmesi igin

kullanilmustir.
h. Etidyum Bromiir Cozeltisi

10 mg etidyum bromiir 50 mL ¢6zdiriildi ve 200 pg/mL stok etidyum bromiir
cozeltisi elde edildi. Hazirlanan stok ¢6zelti oda sicakliginda muhafaza edildi. Stok
etidyum bromiir ¢ozeltisinden 1 mL alindi ve distile su ile 10 mL’ye tamamlandi. 20

pg/mL’lik etidyum bromiir ¢ozeltisi hazirlandi.
1. Momordica charantia

MC 'nin meyve kismi etiivde kurutuldu, kurutulan meyve blender ile toz haline

getirildi. 20 g ekstre 400 ml dH,O ile bir cam kap igerisine konarak 15 dk
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kaynatildi. Oda sicakliginda sogutulmasi beklendi ve filitre kagdindan gegirilerek

stok sulu ekstre hazirlanmis oldu. Saklamak i¢in -20 °C kullanildi.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlamak i¢in ise su asamalar yapilmistir: (bu islem
metot kisminda belirtilen doz belirleme isleminden sonra yapildi). 35 ml lik Sivi
YPD besi yeri hazirlandi.7 farkli cam tiipe 5’er ml bu besiyerinden konuldu. Ik
tiipte bulunan 5 ml lik besiyerinin tizerine 5 mIMCE’den 5 ml ilave edilerek pipetaj
yapildi.). Bu ilk tiipten 5 ml alinarak ikinci tiipe ilave edildi ve pipetaj yapilarak
homojen hale getirildi (konsantrasyon orani 1/2). Aym islem 7 tiip i¢in ayr1 ayri
uyguland1 ve sirasiyla 4., 5. ve 6. tiipler (1/16, 1/32, 1/64 diliisyonlari) segilerek
uygulanacak olan dozlar olarak saklandi. (diliisyon asamasinin hemen ardindan tim
tiipler agizlar1 pamukla tikanarak 30dk steril edildi.) ¢alisma giiniine kadar + 4°C de

saklandi.

3.2. Metot
3.2.1. Saccharomyces cerevisiae Susunun Saklanmasi ve Uretilmesi

S. cerevisiae susu hazirlanan YPD kati besiyerine ekildi. Katt YPD besiyerinde
gelisen hiicreler Sivi YPD besiyerine aktarildi. Calkalayici etiivde 200 rpm’de
30°C’de gelistirildi. Spektrofotometrede Optik densite (OD) degeri 600 nm oluncaya
kadar beklendi.

Doz belirlemek i¢in: MIK (minimal inhibitdr konsantrasyonunu) belirlendi.

S1v1 YPD besiyeri kaynatilmadan ¢ozdiiriilecek sekilde ¢ozeltisi hazirlandi. 10 farkh
temiz cam tiipe 5 er ml bu besiyerinden pay edildi. Ik besiyeri olan tiipe 6nceden
hazirlanan stok sulu bitki ekstresinden 5 ml eklendi. Toplam hacim 10 ml oldu. Ik
tiipten (10 ml olan) 5 ml ¢ekilip ikinci tiipe eklendi. Bu sekilde % 50 diliie edilerek
10 tiip tamamland1 ve agizlar1 pamukla tikanarak diidiikliide steril edildi. Ardindan
Oda sicakliginda sogumasi beklendi. Bir giin 6nceden sallamali etiive koyulan sivi
YPD besiyerinden (maya hiicrelerinin iiremesinin gergeklestigi besiyerinden)
Mcfarland islemi i¢in 200 pl -300 pl kadar alinarak 25 ml lik hazirlanan sivi YPD
besiyerinin {izerine steril ortamda ilave edildi ve bu besiyerinden 100’er ul alinarak

10 tiipe ekim yapildi. Ekim isleminin ardindan tiim tiipler agizlar1 pamukla tikanarak
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30°C lik etiivde 1 giin inkiibasyona birakldi ve spektrofotometede OD degerlerine
bakildu.

3 farkli doz belirlendi ve islem su sekilde yapildi:

Uremenin olmadig tiipteki konsantrasyon sidal konsantrasyondur (dldiiren
konsantrasyon). Uremenin olmadig1 konsantrasyonun bir alt konsantrasyonu ise
iiremeyi  durduran  konsantrasyondur  (Statik etki). Uremeyi durduran
konsantrasyondan itibaren alt diliisyonlardaki besiyerlerinden nitriient agarli kati
besiyerine 5 er pl ekim yapildi 24 saatin sonunda iiremelere bakilarak hangi dozlarin
kullanilmast gerektigine karar verildi. Ayni giin igerisinde sivi YPD besiyeri
hazirlandi. Sivi YPD besiyeri hazirlamak i¢in tekrar kat1 besiyerinden bir koloni
aliarak sivi YPD besiyerine ekim yapildi ve sallamali etiivde 30 °C 200 rpm de 1
giin siire ile inkiibe edildi ve spektrofotometrede OD degerlerine bakilarak uygun

degerler OD 400-800 oldugunda ¢alismaya baglandi.

3.2.2. Maya Hiicrelerinde Comet Yontemi ile Momordica charantia’mm DNA

Hasan1 Uzerine Koruyucu Etkisi

Maya hiicreleri sivi YPD besi yerinde gelistirildi. OD 600 degeri uygun yogunluga
geldiginde 1000 pl alinip ependorflara aktarildi. 5000 rpm +4 °C, 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant dokiildii. Pelet tizerine 1 ml dH,0 eklenerek 5000 rpm +4 °C, 2
dk de santrifiij edilip yikandi ve siipernatant dokiildii. Yine pelet lizerine 1 ml
sorbitolile siispanse edildikten sonra 1 ml alinarak 15.000 rpm de +4 °C, 2 dk
santrifiij edilerek siipernatant atildi. Pelet tizerine 250 pl litikaz tamponunda 200
rpm de 30°C de 60 dk bekletildi. 5000 rpm +4 °C, 2 dk santrifiij edilerek siipernatant
atildi.1ml dH,O ile 5000 rpm +4 °C, 2 dk yikandi. Siipernatant dipte biraz kalacak
sekilde dokiildii. Slayt sayimiz kadar ependorf tiiplerine 80 er ul paylastirildi. 20 ser
ul istedigimiz dozlarda her bir tiipe etken maddeden eklenerek 60 dk 200 rpm 30°C
de inkiibe edildi. 0,5 ml veya 1 ml dH,O ekleyip 5000 rpm +4 °C, 2 dk yikandi.
Siipernatant biraz kalacak sekilde dokiildii. 30 pl hiicre, 100 pl Ima ile karistirilarak
lamlara yayildi ve {izerleri lamel ile kapatilarak +4 °C de donmasi beklendi.Lamel
kaydirilarak ¢ikarildi ImM ik ve 5 mM lik H,O, 300 ul olacak sekilde her lam
iizerine yayilarak 5 dk. +4 °C de inkiibe edildi ve dH,O ile yikandi. 1 saat lizis

edildi. Bu asamada lizat ayirma islemi i¢in ependorflarda da kalan 6rnekler tlizerine
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200 er pl Sorbitol Tampon eklenerek 5000 rpm de 2 dk +4°C de santrifiij edildi ve
siipernatantlar almarak — 20 °C de TAS, TOS icin saklandi. Ornekler elektroforez
tankinda 20 dk. ortam konsantrasyonu i¢in bekletildi ve 300 mA, 25 V’da 20 dk
minimal 151k altinda yiiriitme islemine gecildi. Slaytlar son olarak 65 uL Etidyum
bromiir ile boyandi. DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle
degerlendirildi. Her bir okumada 100 hiicre DNA’s1 incelenerek DNA da olusan
hasarin derecesi kuyruk olusumuna gore bes kategoride siniflandirildi. Hi¢ hasar
bulunmayan DNA’lar ‘0> maksimum hasar olan DNA’lar ‘4’ olarak
degerlendirildi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kullanild1 (Marques
2009).

3.2.3. Maya Hiicrelerinde Comet Yontemi ile Momordica charantia ‘nin DNA

Hasar1 Uzerine Tamir Edici Etkisi

Maya hiicreleri sivi YPD besi yerinde gelistirildi. OD 600 degeri uygun yogunluga
geldiginde 1000 pl alinip 5 ependorflara aktarildi. 5000 rpm +4 °C, 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant dokiildii. Pelet iizerine 1 ml dH,O eklenerek 5000 rpm +4 °C, 2
dk santrifiij edilip yikand: ve siipernatant dokiildii. Yine pelet {izerine 1 ml sorbitol
ile siispanse edildikten sonra 1 ml almarak 15.000 rpm de +4 °C, 2 dk santrifiij
edilerek siipernatant atildi. Pelet iizerine 250 pl litikaz tamponunda siispanse
edildikten sonra, sferoplastlar1 elde etmek amaci ile 200 rpm de 30 °C 60 dk
bekletildi. 5000 rpm +4 °C, 2 dk santrifiij edilerek siipernatant atildi. 1ml dH,0O ile
5000 rpm +4 C, 2 dk santrifiij edildi. Stipernatant dipte yaklasik 80 er ul kalacak
sekilde dokiilerek slayt saymmiz kadar ependorf tiiplerine paylastirildi. 4
ependorfdaki pelet tizerine 1 mL 1 mM H,0, konuldu. Kalan 1 ependorfa 1 mL
dH-0 eklendi. H,0, konulan ependorflar 5 dakika bekletildikten sonra 5000 rpm’ de
4°C’ de 2 dakika santrifiij edildi ve slipernatant dokiildii. Stipernatant kismu atilarak
pelet tizerine 500 uL. dH,O konularak H,O, ortamdan uzaklastirildi. 20 ser ul ilgili
tiiplere 1/16, 1/32, 1/64’ liik dilisyonlardan sirasiyla eklendi ve kontrol grubu ve
pozitif kontrol grubu icin ayrilan tiipe 20° ser pl sivi YPD besiyeri (bos besiyeri)
eklendi. 1 saat 200 rpm de 30 °C de sallamali etiivde inkiibe edildi. Her tiipe 1 ml
dH,O eklendi ve 5000 rpm + 4 °C de 2 dk cevrilerek biraz kalacak sekilde
stipernatant dokiildi. 30 ul hiicre, 100 pul LMA ile karistirilarak lamlara yayildi ve
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iizerleri lamel ile kapatilarak +4 °C de donmas:1 beklendi.1 saat lizis edildi. Bu
asamada lizat ayirma islemi i¢in ependorflarda da kalan ornekler {izerine 200 er pl
Sorbitol Tampon eklenerek 5000 rpm de 2 dk +4 °C de santrifiij edildi ve
siipernatantlar alinarak — 20 °C de TAS TOS i¢in saklandi. Ornekler elektroforez
tankinda 20 dk. ortam konsantrasyonu i¢in bekletildi ve 300 mA’de 25 V’da 20dk
minimal 151k altinda yiiriitme islemine gecildi. Slaytlar son olarak 65 pL Etidyum
bromiir ile boyandi. DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle
degerlendirildi. Her bir okumada 100 hiicre DNA’s1 incelenerek DNA da olusan
hasarin derecesi kuyruk olusumuna gore bes kategoride siniflandirildi. Hi¢ hasar
bulunmayan DNA’lar °‘0”’ maksimum hasar olan DNA’lar ‘4’ olarak
degerlendirildi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kullanildi (Marques
2009).

3.2.4. Total Oksidan ve Antioksidan Seviyelerin Ol¢iilmesi
3.2.4.1. Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Calismada kullanilan etken maddelerin total oksidan seviyelerinin Olgiilmesi
amaciyla hazir kit kullanilmistir (Rel Assay Diagnostic, RL0024). Kullanilan Kitin
caligma prensibi su sekildedir:

Ferroz iyon-o-dianisidine kompleksini, ornekte bulunan oksidanlar, ferik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu yaklasik ii¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda kromojen ile renkli bir kompleks
meydana getirirler. Ornekte bulunan oksidanlarin miktarryla iliskili olan renk siddeti
spektrofotometrik olarak Olgiilmektedir. H;O, standart olarak kullanilir. Sonuglar

umol H,O; equivalent/L olarak ifade edilir (Erel 2005).
Hazir kitte bulunan bilesikler:

Reagent 1 (Assay Buffer): 50 mLx1

Reagent 2 (Prokoromojen Cozeltisi): 10 mLx1

Standart 1 (Kor ¢ozelti)
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Standart 2 ( Stabil stok standart ¢ozelti (SSSS)) (800 Mm H,0, Equiv./L)

Ik olarak standart ¢alisma soliisyonu hazirlanir. SSSS 40.000 kar deiyonize su
kullanilarak seyreltilir. 50 pLL SSS 10 mL deiyonize suya ilave edilerek vortekslenir.
Hazirlanan bu soliisyondan 50 pL alinip tekrar 10 mL deiyonize suya eklenir. Son

konsantrasyon olarak ise elimizde 20 uM H,0, bulunur.

Ornekler bu asamadan sonra sulandirilir. 500 uL Reagent 1 bos tiiplere konularak
iizerlerine 75 pL ornek ilave edilir. Standart 1 olarak kullanilacak tiipe 500 pL
Reagent 1 ve 75 pL deiyonize su ilave edilir. Standart 2 tiipiine ise 75 pL seyreltilen
H,0, ‘dan eklenir. 530 nm’de ilk absorbanslarina bakildiktan sonra tim Orneklerin
iizerlerine 25 pL Reagent 2 ilave edilir. Sonra 5 dakika, 37 °C ‘de bekletilerek ikinci

absorbans degerleri dlgiiliir. Sonug verilen formiil yardimiyla hesaplanir:
Total Oksidan Seviyesi (TOS): ( AAbs.ornek / AAbs.standart2) x 20

A: AAbs.2- AAbs.1

4.2.4.2.Total Antioksidan Seviye (TAS)

Calismada kullanilan etken maddelerin total antioksidan seviyelerinin dl¢iilmesinde
hazir kit kullamlmistir (Rel Assay Diagnostic, RL0017). Kullanilan kitin ¢alisma

prensibi ise su sekildedir:

ABTS radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak koyu mavi-yesil renk
olusumu artmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarin1 bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon
otomatik analizérde 660 nm’de spektrofotometrik olarak dlgiilerek sonug gosterir ve
total antioksidan seviye hakkinda bilgi verir. Kalibrator olarak E vitamininin suda
¢ozinilir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox equivalent/L

olarak ifade edilir (Erel 2004).
Hazir kitte bulunan bilesikler:

Reagent 1 (Assay Buffer): 50 mLx1
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Reagent 2 (Renkli ABTS radikal soliisyonu): 10 mLx1
Standart 1 (Kor ¢ozelti)
Standart 2 (1.0 mmol Trolox equivalent/L soliisyon): 10 mLx1

[lk olarak &rnek tiiplerine 500 uL Reagent 1 ve 30 uL drnek eklendi. Daha sonra bos
bir tiipe 500 pL Reagent 1 ve 30 uL deiyonize su eklenerek standart 1 tiipii
hazirlandi. Ayni1 sekilde 500 pL Reagent 1’in iizerine 30 pL deiyonize su eklenerek
standart 2 tlipli elde edildi. 660 nm’de ilk spektrofotometrik okumalar yapildiktan
sonra tiim orneklerin lizerine 75 pL Reagent 2 ilave edildi. 5 dakika, 37 °C ‘de
bekletildikten sonra ikinci absorbans degerleri 6l¢iildii. Sonug¢ asagidaki folmiil ile

hesaplandi:

[(AAbs.standartl) — (AAbs. drnek)]
(AAbs.standart1) — (AAbs.standart2 ]

Total Antioksidan Seviye = [

A: Abs.2-Abs.1
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4. BULGULAR
4.1. Total Oksidan Ve Antioksidan Seviye (TOS ve TAS)

Bu ¢alisma sonucunda MC’den elde edilmis ekstrelerin total oksidan ve total

antioksidan seviyeleri bulunmustur.

Yapilan deneyde hasar onleme amagli 1ImM H,0sin olusturdugu oksitadif strese
karst MCE’nin 1/16’lik diliisyonu %65 oraninda oksdatif stresi azaltarak maksimum
diizeyde antioksidan ozellik gosteriken, 1/64’liik diliisyonu %36 oraninda oksidatif

stresi azaltarak minimum diizeyde antioksidan 6zellik gostermistir.

5mM H,0;‘nin olusturdugu oksitadif strese karst MCE’nin 1/32’lik diliisyonu %44
oraninda oksdatif stresi azaltarak maksimum diizeyde antioksidan 6zellik gosteriken,
1/64°1ik dilisyonu %25 oraninda oksidatif stresi azaltarak minimum diizeyde

antioksidan 6zellik géstermistir.

Tedavi edici amacl yapilan ¢alismada ise 1mM H;0; in olusturdugu oksitadif strese
kars1t MCE’nin 1/16’lik diliisyonu %66 oraninda oksdatif stresi azaltarak 1/32 lik
diliisyona goére daha az diizeyde antioksidan oOzellik gosteriken, yine 1/64°lik
dilisyonu %52 oraninda oksidatif stresi azaltarak 1/16°lik diliisyona gore yiiksek

diizeyde antioksidan 6zellik gosterrmistir.

5mM H,0sin olusturdugu oksitadif strese karst MCE’nin 1/32’lik diliisyonu %28
oraninda oksdatif stresi azaltarak maksimum diizeyde antioksidan 6zellik gosteriken,
1/64’likk dilisyonu %8 oraninda oksidatif stresi azaltarak minimum diizeyde

antioksidan o6zellik gostermistir.

Elde edilen bulgular OSI (oksidatif stres indeksi) degeri diisiik olan etken maddenin
antioksidan 6zelliginin yiiksek oldugunu gostermistir. Calismamizda antioksidan
ozelligi en yiiksek olan deger 0,29 mmol Trolox Equiv./L olarak 1/16 olan
diliisyonunda bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Momordica charantia ekstrelerinin total antioksidan, oksidan seviyeleri ve
oksidatif stres indeksi degerleri

TOS pmol TAS mmol %
Uygulama H,0; Trolox oSl ?;Ig;ilgl
Equiv./L Equiv./L gore)
1/16 MCE+1mM H;0, 37,14 0,29 128 65,73
1/32 MCE+1mM H;0, 38,57 0,19 203 45,66
1/64 MCE+1mM H;0; 50 0,21 238 36,29
1/16 MCE+5mM H;0; 34,29 0,12 285 33,41
1/32 MCE+5mM H;0; 35,72 0,17 238,13 44,36
1/64 MCE+5mM H,0, 25,71 0,08 321,37 2431
1mM H,0, 48,57 0,13 373,61 -
SmM H;0; 25,71 0,06 428 -
Kontrol 22,86 0,19 120,31 -
1mM H,0,+1/16 MCE 21,43 0,15 142,86 66,66
1mM H,0,+1/32 MCE 31,43 0,21 149,66 ~ 65,07
1mM H;0,+1/64 MCE 38,57 0,19 203 52,62
5mM H,0,+1/16 MCE 25,71 0,08 321,37 28,02
5mM H,0,+1/32 MCE 24,29 0,06 404,83 9,33
5mM H,0,+1/64 MCE 32,86 0,04 410 8,17
1mM H;0, 25,71 0,06 428,5 -
5mM H0; 35,72 0,08 446,5 -
Kontrol 24,57 0,19 129,31 -

MCE: Momordica charantia(kudret nar1) ekstresi, TAS: Total antioksidan seviye, TOS: Total
oksidan seviye, OSI: Oksidatif stres indeksi.
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4.2. Farkli Konsantrasyonlardaki Momordica charantia ekstresi’nin H,O, ile

Olusturulan DNA Hasarna Karsi Koruyucu Ozelligine liskin Bulgular

Deneylerimizde hidrojen peroksitin DNA’daki hasarinin olusmasini 6nlemek igin iki
farkl1 yol kullanildi. Bunlarin ilkinde ekstreler, hasarin olusumunu 6nleme amaciyla
verilirken, diger yontemde hasar1 tedavi amacghi olarak verildi. DNA hasar
olusumunu Onleme amacl yapilan tim deneylerde, MCE’ nin tim farkl
diliisyonuygulamalarinda DNA hasar1 pozitif kontroliin ¢ok altinda ve negatif
kontrole daha yakin bulundu ve MCE’ nin DNA hasarina kars1 koruyucu oldugu

bulundu.

MCE’ nin 1/16, 1/32 ve 1/64’lik diliisyonlarininl mM H,O; ile maya hiicrelerinde
olusturulan DNA hasarina karst koruyucu etkileri arastirilmistir. S. cerevisiae
sferoplastlart MCE’nin 1/16, 1/32, 1/64 ’liik diliisyonlar: ile 60 dk 6n inkiibasyona
birakildi. Ardindan 1 mM H;0; ile olusturulan hasarda en yiiksek DNA hasar1 skor
ortalamast PK grubunda 124+4,00 olarak bulunmustur. Bu deger denenen diger
uygulamalarda farkli bulunmustur (p<0,05). En diisiik DNA hasar skoru ortalamasi
K 38,6443 olarak elde edilmistir. Ekstre ile inkiibasyona birakilan gruplarda 1/16
MCE + 1 mM H;0,, 1/32 MCE + 1 mM H,0,, 1/64 MCE + 1 mM H,0, ’lik
diliisyonlar iginsirasiyla DNA hasar skoru ortalamalar1 7044, 764,72 ve 11243
olarak elde edilmistir. Pozitif kontroldeki hasar yaklasik 124+4,00 olarak elde
edilmilgtir. DNA hasar skoru 124+4,00olarak bulunan PK grubu ile
karsilastirildiginda 1/16°lik ekstre uygulamasinda meydana gelen DNA hasarindaki
azalis istatistiksel agidan Onemlidir (p< 0,05) ve 1/16’lik ekstre uygulamasinin
ardindan DNA hasarinda meydana gelen diislis de istatistiksel agidan onemlidir
(p<0,05) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4. 2 Farkl diliisyonlardaki MCE’ nin, 1 mM H,0; ile olusturulan DNA hasarina
kars1 koruyucu 6zelliginin degerlendirilmesi

DNA Hasar Skoru (AU)

UYGULAMA Xa 557

K 38,64+3°
PK (1 mM H,0,) 124+4,00°
1/16 MCE + 1 mM H,0, 70+4°
1/32 MCE + 1 mM H,0, 76+4,72°
1/64 MCE + 1 mM H,0, 112+3°

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey testi)

X; Ortalama, SS; Standart Sapma, K; Kontrol, PK; Pozitif Kontrol

MCE’ nin 1/16, 1/32 ve 1/64 diliisyonlariin 5 mM H,O; ile maya hiicrelerinde
olusturulan DNA hasarina karst koruyucu etkileri arastirilmistir. S. cerevisiae
sferoplastlart MCE’nin 1/16, 1/32, 1/64 ’liik diliisyonlar1 ile 60 dk 6n inkiibasyona
birakildi. Ardindan 5 mM H,0O; ile olusturulan hasarda en yiiksek DNA hasar
skoruortalamas1 PK grubunda 152+4,00 olarak bulunmustur. Bu deger denenen
diger uygulamalarda farkli bulunmustur (p<0,05). En diisik DNA hasar skoru
ortalamast K 38,64+3 olarak elde edilmistir. Ekstre ile inkiibasyona birakilan
gruplarda 1/16 MCE + 5 mM H;0,, 1/32 MCE + 5mM H,0,, 1/64 MCE + 5 mM
H,0,’lik diliisyonlart iginsirasiyla DNA hasar skoru ortalamalar1 84+6, 90+4 ve
132+4,2 olarak elde edilmistir. Pozitif kontroldeki hasar yaklasik 152+4,00 olarak
elde edilmisti. DNA hasar skoru 124+4,00 olarak bulunan PK grubu ile
karsilastirildiginda 1/16 © lik ekstre uygulamasinda meydana gelen DNA hasarindaki
azalig istatistiksel agidan Onemlidir (p<0,05) ve 1/16’lik ekstre uygulamasinin
ardindan DNA hasarinda meydana gelen diislis de istatistiksel acidan onemlidir

(p<0,05) (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Farkli diliisyonlardaki MCE’ nin, 5 mM H;0; ile olusturulan DNA hasarina
kars1 koruyucu 6zelliginin degerlendirilmesi

DNA Hasar Skoru (AU)

UYGULAMA Xae 857

K 38,64+3°
PK (5 mM H,0,) 152+4,00°
1/16 MCE + 5 mM H,0; 84+6°
1/32 MCE + 5 mM H,0, 90+4°
1/64 MCE + 5 mM H,0, 132+4,2°

* Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey testi)
X; Ortalama, SS; Standart Sapma, K; Kontrol, PK; Pozitif Kontrol
4.3. Farkh Konsantrasyonlardaki Momordica charantia’mm H,0, Tle

Olusturulan DNA Hasarina Karsi Tamir indiiksiyonuna iliskin Bulgular

DNA hasarin1 tedavi amacgli yapilan tiim deneylerde MCE’ nin ¢ farkl
dilisyonunda DNA hasar1 pozitif kontrole yakin bulundu. 1 mM H,O; ile maya
hiicrelerinde  olusturulan DNA hasarina kars MCE’nin  1/16, 1/32, 1/64
diliisyonlarinin tamir edici etkileri arastirilmistir. S. cerevisiae sferoplastlart 1 mM
H,0; ile olusturulan hasarin ardindan MCE’nin 1/16, 1/32 ve 1/64 ’liik diliisyonlari
ile 60 dk inkiibasyona birakildi. En yiiksek DNA hasar skoruortalamasi PK
grubunda 12444,00 olarak bulunmustur. Bu deger deneydeki diger uygulamalarda
farkli bulunmustur (p<0,05). En diisiik DNA hasar skoru ortalamasi higbir muamele
gormeyen K grubunda 38,64+3 olarak elde edilmistir. Ekstre ile inkiibasyona
birakilan gruplarda 1 mM H,0,+ 1/16 MCE, 1mM H,0, + 1/32 MCE, 1 mM H,0,
+ 1/64 MCE ’liik dilisyonlart i¢insirastyla DNA hasar skoru ortalamalar1 96+4.4,
116+£6,72 ve 120+4,6 olarak elde edilmistir. Pozitif kontroldeki hasar yaklasik
124+4,00 olarak elde edilmistir. DNA hasar1 skor 124+4,00 olarak bulunan PK
grubu ile karsilagtirildiginda 1/16, 1/32, 1/64° lik ekstre uygulamasinda meydana
gelen DNA hasarindaki azalig istatistiksel agidan 6nemli degildir (p>0.05) (Cizelge
4.4).
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Cizelge 4.4 1 mM H,0; ile olusturulan DNA hasarina karsi farkli dilisyonlardaki MCE’
nin, tamir edici 6zelliginin degerlendirilmesi

DNA Hasar Skoru (AU)

UYGULAMA X 557

K 38,64+3°
PK (1 mM H,0,) 124+4,00°
1 mM H,0,+1/16 MCE 96+4,4°

1 mM H,0,+1/32 MCE 116+6,72b
1 mM H,0, +1/64 MCE 120+4,6°

* Stitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey testi)

X; Ortalama, SS; Standart Sapma, K; Kontrol, PK; Pozitif Kontrol

5 mM H;,0; ile maya hiicrelerinde olusturulan DNA hasarina karst MCE’nin 1/16,
1/32, 1/64 diliisyonlarmin tamir edici etkileri arastirilmistir. S. cerevisiae
sferoplastlart 5 mM H,0; ile olusturulan hasarin ardindan MCE’nin 1/16, 1/32,
1/64’liik diliisyonlari ile 60 dk inkiibasyona birakildi. En yiiksek DNA hasar skoru
ortalamast PK grubunda 152+4,00 olarak bulunmustur. Bu deger deneydeki diger
uygulamalarda farkli bulunmustur (p<0,05). En diisiik DNA hasar skor ortalamasi
hi¢bir muamele gérmeyen K grubunda 38,64+3 olarak elde edilmistir. Ekstre ile
inkiibasyona birakilan gruplarda 1 mM H,0,+ 1/16 MCE, 1mM H,0, + 1/32 MCE,
1 mM H;O, + 1/64 MCE ’liik diliisyonlart i¢in sirastyla DNA hasar skoru
ortalamalar1 138+6,4, 144+3,72 ve 146+5,6 olarak elde edilmistir. Pozitif
kontroldeki hasar yaklasik 124+4,00 olarak elde edilmistir. DNA hasar skoru
15244,00 olarak bulunan PK grubu ile 1/16, 1/32 ve 1/64 liik ekstre uygulamasinda
meydana gelen DNA hasarindaki azalis istatistiksel agidan 6nemli degildir (p>0.05)
(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. 5 mM H,0, ile olusturulan DNA hasarina karsi farkli diliisyonlardaki
MCE’nin, tamir edici 6zelliginin degerlendirilmesi

DNA Hasar Skoru (AU)

UYGULAMA X 857

K 38,64+3°
PK (1 mM H,0,) 152+4,00°
5 mM H,0,+1/16 MCE 138+6,4"
5 mM H,0, +1/32 MCE 144+3,72b
5 mM H,0, +1/64 MCE 146+5,6°

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0,05 diizeyinde 6nemli (Tukey testi)
X; Ortalama, SS; Standart Sapma, K; Kontrol, PK; Pozitif Kontrol
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5. TARTISMA ve SONUC

Siirekli gelismekte olan teknoloji, olusan ¢evre kirliligi, sigara, UV ve pek ¢ok diger
etken stirekli olarak c¢esitli toksik maddelerle karsi karsiya kalmamiza neden
olmaktadir. Bu etkiler kendini serbest radikal olusumuyla gosterir. Giinilimiizde
serbest radikallerin birgok hastaliin, kanserin ve yasliligin etiyolojisinde yer aldig
bilinmektedir. Serbest radikaller hayvanlarda ve bitkilerde biyolojik molekiillerin
yap1 ve fonksiyonlarini kaybetmelerine yol agmakta ve bu durum da organizmanin
hastaliklarla kars1 karsiya kalmasina neden olmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1
dis etkilerle olusan hastaliklar artmakta, genetik hastaliklarin da ¢evresel etkilerle
daha ¢ok belirginlesmesine neden olmaktadir. Bu hastaliklara ¢6ziim getirmek
oncelikle bu hastaliklarin olusumunu engellemekle gerceklesebilir. Bunun icin de

ilaclardan 6te alinan besinler onem kazanmaktadir.

DNA’da hasar olarak tanimlanan genotoksik etki, kanser baslatici bir mekanizma
olarak kabul edilmekte, bu nedenle gelistirilen gesitli yontemler ile DNA’daki
hasarin saptanmasi kanser riskinin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir (Salama
et al. 1999). Antimutajen ve antikanserojenlerin kullanimi ile genotoksik
mekanizmalarin engellenebilecegi, boylece insan kanser ve genetik hastaliklarinin
onlenebilecedi 6ne siiriilmektedir. Ilag halinde ya da diyet igerisinde dogal orijinli
bilesikler halinde bir ya da daha fazla sayida kimyasal bilesigin verilmesiyle kanser
gelisiminin  engellenmesi  “chemoprevention” (kimyasal engelleme) olarak
tanimlanmakta ve kanser kontrol yontemi olarak giderek artan bi¢imde Onem

kazanmaktadir (Morse and Stoner 1993, Kelloff et al. 1994).

Kanser gelisiminin Onlenmesi amaciyla kullanilan kimyasal bilesikler, sentetik
olarak veya yiyeceklerde dogal bilesikler olarak bulunmaktadir (Morse and Stoner
1993). Bu bilesiklerden sentetik antioksidanlar, bu yiizyilin bagindan beri yaygin
olarak kullanilmaya baslanmis fakat toksik etkileri yliziinden sinirlama getirilmis, bu
nedenle dogal antioksidanlar daha biiyiik 6nem kazanmaya baslamistir. Gliniimiizde
giivenilir ve ekonomik antioksidanlarin bulunmasima ve bunlarin antigenotoksik
etkilerinin arastirtlmasina biiylik gereksinim vardir (Osawa et al. 1992, Giirbiiz
2006).
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Bu tez ¢alismasinda hiicre kiiltiirii ortaminda S. cerevisiae’de H,O‘nin olusturdugu
DNA hasarina kars1 ii¢ farkli diliisyonda elde edilen MCE’nin hasar 6nlemedeki
etkinligi ve tamir indiiksiyon etkinligi arastirtlmistir. Giliglii mutajen 6zelligi nedeni
ile pozitif kontrol olarak H,O, ve negatif kontrol olarak sadece sivi YPD besiyeri

kullanilmistir.

Meydana gelen DNA hasarimin seviyesi, kisa siirede sonu¢ vermesi, ucuz ve hassas
bir yontem olmasi sebebiyle alkalin tek hiicre elektroforez yontemi (Comet Assay)
ile oksidatif durum ise erel yontemi olan TAS, TOS, OSI 6l¢iim metodu ile ve

istatistiksel analizler TUKEY testi ile tayin edilmistir.

Hiicre kiiltiir ortamindaki koruyucu etkinlikte bulunan S. cerevisiae sferoplastlarina
once MCE’ nin 1/16, 1/32 ve 1/64’ liik dillisyonlar1 ayr1 ayr1 uygulanmistir. Belli bir
inkiibasyon siiresi sonrasinda ise ImM H;O; ve 5mM H,0; iki farkli grup olarak
ayrt ayrt eklenmistir. Netice olarak H;O,‘nin DNA {izerinde hasar olusturma
etkisine karst MCE’nin belli dozlarda yiiksek derecede savunma hatti olusturarak

DNA hasarin1 6nemli oranda fakat farkli oranlarda azalttig1 sonucuna varilmstir.

Ayrica hiicre kiitliri ortaminda bulunan S. cerevisiae sferoplastlari nce ImM H,0,
ve 5 mM H,0; ile iki farkli grup olarak ayri ayr1 muameleye tutulmustur. Beli bir
inkiibasyon siiresinin ardindan 1/16, 1/32 ve 1/64’lik ekstreler ayri ayri

uygulandiginda ise olusan hasarin tamir edilemedigi bulunmustur.

H,0, kullanilarak olusturulan DNA hasarina karst MCE’nin herhangi bir tamir
indiiksiyon etkinligi goriilmemistir. Fakat MCE’nin DNA hasarinin 6nlenmesinde

onemli diizeyde bir etkisi oldugu bulunmustur.

Hiuicre kultir ortaminda S. cerevisiae hicrelerinde H,O, ile DNA hasar
olusturulduktan sonra 3 farkli diliisyonda MCE ortama ilave edilip bir saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan hasar durumu degerlendirildiginde olusan DNA
hasarinda higbir ekstre ile bir azalmanin tespit edilememesi, MC’nin daha ¢cok DNA
hasar1 ve kanser olusumunu 6nlemede 6n kulanimda etkili olabilecegini, dolayis1 ile

ozellikle saglikl kisilerin kansere yakalanmamak i¢in tiikketmeleri gereken bir besin
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oldugunu, DNA’s1 hasarlanan veya kanser olan bir kisinin DNA’sini1 tamir etmede

fazla etkinliginin olamayacagini géstermistir.

MCE’nin en iyi koruyuculuk dozu olarak 70+4 hasar skoru ile 1/16 diliisyonu

belirlenmistir.

Ayrica, kiiltiir ortamina ilave edilen ekstrelerde TAS, TOS ve OSI seviyeleri tayin
edilerek DNA hasari ile oksidatif durum arasindaki iligki arastirilmis, ekstrelerin
TAS seviyelerinin diliisyon artis1 ile birlikte azaldigi, DNA hasarina direncin en
yiiksek oldugu ekstraktlarda antioksidan seviyeninde en yiiksek diizeyde oldugu

ancak H,O; ilavesi ile birlikte antioksidan kapasitenin hizla diistiigii tespit edilmistir.

Bu ¢aligmaile S. cerevisiae sferoplastlarinda oksidan bir madde olan H,0, tarafindan
olusturulan genetik hasarinminimize edilmesinde, MCE’nin igeriginde bulunan
bir¢ok kimyasal bilesenin yanisira, yiiksek antioksidan 6zellige sahip vitamin C’nin

ozellikle etkili oldugu disiiniilmektedir.

Antioksidan olarak bilinen fakat enzim olmayan bilesikler organizmada oksijen

radikallerinin temizlenmesini saglarlar. Bu kimyasal bilesiklerin en 6nemlileri A, E

ve C vitaminleridir (Diplock 1991).

Momordica charantia’'nin sahip oldugu antioksidan aktivite ile ilgili olarak fareler
tizerinde yapilan bilimsel ¢aligmalarda, sirasiyla bitkiye ait meyvenin hekzan ile su
ve etanol ekstreleri kobay fare modelleri iizerinde denenmistir. Elde edilen
sonuglarda sonucglarda her iki arastirma sonucunda da antioksidan incelenen tiim

ekstresinin antioksidan aktivite tespit edilmistir (Semiz ve Sen 2007).

Grover ve Yadav (2004), hipoglisemik aktivitenin, charantin, insulin-benzeri
peptidler ve alkaloidler olarak bilinen bitkinin sterodial saponinlerinden dolay1
ortaya ¢iktigimi bildirmektedirler. Kobay hayvanlar1 kullanilan ¢aligma modelleri
esas alinarak, Ahmed vd (1998), Momordica charantia’min pankreastaki beta-
hiicrelerinin yenilenmesinin arttirilmasi veya kismi hasar gormiis beta hiicrelerinin
geri kazanimina izin verilebiliyor olmasi olasiligini ortaya koymaktadirlar. Yine

Ahmed ve arkadaslar1 (2004) tarafindan suyunun streptozosin ile indiiklenmis
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yiizeysel sinirlerin anormalliklerini normallestirdigini, kalin bagirsaktan glukoz

alimini stimiile ettigini tespit etmislerdir.

Momordica charantia bitki ekstresi ile yapilan ¢alismada Entamoeba histolytica
kars1 antiprotozoal aktivite saglandigi (Grover and Yadav 2004) ve meyve
ekstraktinin Helicobacter pylori’ye karsi aktif oldugu da yapilan arastirmalarda
belirlenmistir (Yesilada et al 1999).

Chaturvedi (2005), Senanayake ve arkadaslari (2004) ve Singh ve arkadaslari
(1998), Momordica charantia meyvesinden ekstrakte edilen flavonoidler veya
bitkinin metanol fraksiyonunun normal ve diyabetik kobay hayvanlarinda lipid
seviyesi diisiiriicli etkisini gerceklestirdikleri bilimsel arastirma sonucunda
bildirmislerdir. Tipik olarak trigliserid ve LDL seviyelerinde diisiis, HDL

seviyelerinde artig goriilmiistiir.

Momordica charantia ‘da bulunan alfa- ve beta-momorcharin lectin ve MAP 30 gibi
bilesenlerin, Epstein-Barr, HSV-1, HIV, Coxsackivirus B3 ve polio viruslerine karsi
in vitro antiviral aktiviteleri, Beloin ve arkadaslar1 (2005), Bourinbaiar ve Lee-
Huang (1998), Grover ve Yadav (2004), Sun ve arkadaslar1 (2001) tarafindan
incelenmistir. Beloin ve arkadaglar1 (2005) tarafindan yapilan calismada nin
dondurularak kurutulmus ekstrakti, HSV-1 viriistine kars1 kullanildiginda, antiviral

aktivite i¢in 151k varliginin 6nemli oldugu tespit edilmistir.

Cesitli in vitro ve in vivo arastirmalarda, olarak momordica charantia bitkisinin tiim
ekstresi ve bitkinin iceriginde bulunan MAP 30, momordin I ve alfa-momorcharin
gibi ¢esitli bilesenlerinin antikanser aktivite gosterdigi goriilmiistiir (Basch et al.
2003).

Biswas ve arkadaslar1 (1991), in vivo ¢alismalarinda tohumlarinin metanol ile elde
edilen ekstresinin doza bagli analjezik (agr1 kesici) etki gosterdigini tespit

etmislerdir. Bu etkinin kisa stireli ve hizli oldugu bildirilmistir.

MC’den ¢ikarillan iki bilesik o-eleostearic asit (tohum) ve 15,16-dihidroksi-a-
eleostearik asit (meyve) antikanser etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Saint Louis

Universitesi’ndeki arastirmacilar yaygin yenen ve Hindistan’da karela olarak bilinen
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kudret narmin meme kanseri hiicrelerini 6ldiirmek igin yardimci oldugu tespit

edilmistir (Ratna . 2010).

Amerika birlesik devletlerinde kadinlar {izerinde yapilan meme kanserine yonelik
calismalarda, meme kanseri hiicreleri MCF-7, MDA -MB- 231 ve birincil insan
meme epitelyum hiicreleri invitro ortamda MCE ile muamele edildiginde MCE’
ninbu kanserli hiicreleri 6nemli miktarda azalttigi ve hatta bu hiicrelerin apoptotik
hiicre Oliimii ile sonuglandigi sonucuna varilmistir. Bu c¢alisma MCE’nin

antikansorejen olarak kullanilabilecegi sinyalini vermektedir (Ratna et al. 2010).

Yapilan bu c¢alismada toplumda fitoterapide yaygin olarak kullanilan MCE’nin
mutojenik bir ajan olan H,O,’nin DNA’da hasar olusturucu etkisine kars1 6nemli
derecede koruyucu 6zellige sahip oldugu ancak hasara ugrayan hiicreleri onarmada
yetersiz kaldigi bulunmustur. Dolayisiyla MCE’nin, DNA hasarmin neden oldugu
hastaliklar olustuktan sonra degil de tam tersine hastaliklar olusmadan &nce

koruyucu olarak ve optimum dozda alinmasi gerektigi bulunmustur.
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