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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Chenopodium album. METANOL EKSTRESININ ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIOKSIDAN KAPASITESININ BELIRLENMES]

Onur AKSOY
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. S. Elif KORCAN

Bu calismada Chenopodium album metanol ekstresinin, oksidatif stresten kaynaklanan
DNA hasarma karst koruma etkisinin ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi
amaglanmistir.  Antimikrobiyal aktivite i¢cin; Micrococcus  luteus,  Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Basillus cereus (ATCC 11778), Enterecoccus fecalis
(ATCC 29212), Bacillus subtilis (NRS-744), Escherichia coli (ATCC 25992),
Salmonella typhimurium (NRRLB-4420), Proteus vulgaris (NRRLB-4420) ve
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 11778) suslar1 kullanilmistir. Chenopodium album
metanol ekstresinin Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalara Kkarsi
antimikrobiyal etkisinin oldugu saptanmistir. Chenopodium album metanol ekstresinin
H,0; ile muamele edilmis insan mononiikleer lekosit ve Saccharomyces cerevisiae
BY4741 (MATa his3A41 leu2A40 met1540 ura340) hiicreleri tizerine koruyucu etkisi
Comet yontemi ile in vitro kosullarda arastirilmistir. Antioksidan igerik; total
antioksidan kapasite (TAS) ve total oksidan kapasiteye (TOS) bakilarak
degerlendirilmistir. Bulgular ekstrenin 6nemli antioksidan kapasiteye sahip oldugunu

gostermistir.

2011, 78 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, serbes radikaller, C. a/lbum, Comet, S. cerevisiae



ABSTRACT
M.Sc Thesis

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDAN CAPACITY OF
Chenopodium album METHANOL EXTRAXT

Onur AKSOY
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. S. Elif KORCAN

In this work, we aimed to both study the protective effect of methanolic Chenopodium
album extract on DNA from oxidative stress and determination of its antimicrobial
activity. The antimicrobial activity of the extract was tested against Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Basillus cereus (ATCC 11778), Enterecoccus
fecalis (ATCC 29212), Bacillus subtilis (NRS-744), Escherichia coli (ATCC 25992),
Salmonella typhimurium (NRRLB-4420), Proteus vulgaris (NRRLB-4420) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 11778). Our finding showed that methanolic extract
of Chenopodium album have antimicrobial activity against both Gram (+) and G(-)
bacteria. We have examined the potential protective effects of Chenopodium album
extract against H,O,-induced genotoxic effects on both human mononuclear leukocyte
and Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met1SAO ura3A0) in
vitro. These were evaluated by using alkaline single cell electrophoresis (SCGE, Comet
assay). The antioxidant properties of the extract were assessed by determining total
antioxidative capacity (TAC), total oxidative capacity (TOC) levels. These results
suggested that the extract has a potent antioxidant activity and the comet assay is a
robust and sensitive technique for detection of DNA damage in yeast cells.

2011, 78 pages

Key Words: Antioxidants, free-radicals, C. album, Comet, S. cerevisiae
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

nm nanometre

mg miligram

°C Santigrat derece

mL Mililitre

g Gram

Zn Cinko

H,0; Hidrojen peroksit

HOO’ Hidroperoksil Radikali

OH" Hidroksil radikali

Cu™ Bakir +2 iyonu

uM Mikromolar

mM Milimolar

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

0," Stiperoksit radikali

Fe Demir

Kisaltmalar

kob Koloni Olusturan Birim

TAS Total Antioksidan Seviye
TOS Total Oksidan Seviyesi

AU Arbitrary Unit

rpm Dakikadaki devir sayist

OD Optik yogunluk

LMA Diisiik kaynama dereceli agar
NMA Normal kaynama dereceli agar
TCR Transkripsiyona Bagli Onarim
DNA Deoksiriboniikleik asit

RNA Riboniikleik asit

8-OHdG 8-hydroxydeoxyguanosine
ROS Reaktif oksijen tiirleri

RNS Reaktif nitrojen tiirleri

MIC Minimum inhibisyon konsantrasyonu
uv Ultraviole

GST Glutation-S-Transferazlar
BER Baz eksizyon onarimi

NER Niikleotid eksizyon onarimi
SOD Stiperoksit dismutaz

MER Yanlis eslesme eksizyon onarimi
NHEJ Serbest Uglarin Homolog Olmayan Baglanmasi
HR Homolog Rekombinasyon

AP Apiirinik / Apirimidinik
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1. GIRIS

Hiicreler siklikla aktif olduklar1 donem boyunca strese maruz kalirlar. Bu stresin
hedeflerinden biri de genomik DNA’dir. Genomik DNA’nin biitiinliigii; ultraviyole, X-
ismlari, kimyasal bilesikler gibi ¢evresel ajanlar ile siirekli tehdit altindadir. Hiicresel
metabolizmanin yan {iriinii olarak iretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da
DNA’da zarara neden olmaktadir. Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde ekzojen
veya endojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim bu degisiklikler “DNA hasar1”

olarak adlandirilir (de Boer and Hoeijmakers 2000) .

DNA’da hasara neden olan oksidatif stres; bir¢ok hastalik, yaslanma ve hiicre 6limii ile
de iligkilidir. Serbest radikallerin fazlaligi, hiicrelere hatta bunlarin DNA’sina zarar
veren kimyasal zincir reaksiyonlarin1 baslatabilmekte ve kanser olusumunda etkili
olabilmektedir. Normal sartlarda hiicrelerde oksidanlar ve antioksidanlar arasinda
korunan bir denge vardir. Fakat oksidanlarin asir1 liretimi veya antioksidatlarin azalis
sonucu olusan dengesizlik, anormal oksidan sisteme yol agar, boylelikle “oksidatif
stres’” olusur. Oksidatif streste in vivo lretilen reaktif oksijen tiirevleri (ROT), DNA’da
farkli mekanizmalarla; baz ve sekerlerde lezyonlara, tek ve ¢ift zincir kiriklarma, abazik
bolgelere (AP; apiirinidik/apirimidinik bolge), DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir
takim modifikasyonlara neden olur (Halliwell 2002).

DNA’da meydana gelen hasar cesitli onarim mekanizmalar1 ile giderilmeye c¢alisilir.
Diisiik diizeylerde oksidatif DNA hasar1 minimal hata riski ile etkin bir sekilde
onarilabilmektedir. Ancak DNA onarim enzimleri ve DNA polimerazin oksidatif stres
altinda hasara maruz kalmalari, dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. Onarim tamamlanincaya kadar, hiicreler bdoliinmelerini genellikle
durdurarak kendilerini korumaktadirlar. DNA’daki oksidatif hasar yasam ile
bagdasmayan yiiksek diizeylere ulastiginda apoptozis gerceklesmektedir (Burgak ve
Andican 2004).

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {izere organizmalarda antioksidan

savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan c¢esitli savunma
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mekanizmalar1 mevcuttur. Antioksidanlar serbest radikaller i¢in kolay bir elektron
hedefi olusturur. Baglanan iki serbest radikali birlestirerek notralize edebilme 6zelligine
sahip bir enzime (glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz vb) tasmana kadar

radikalle kararl bir yap1 sergiler (Halliwell and Guitteridge 2005).

Son 20 yilda hiicre DNA’larinda ger¢eklesen oksidatif baz hasarmi tanimlamak
amaciyla cok sayida kimyasal ve biyokimyasal testler gelistirilmistir. Ancak Comet
yontemi gerek yiiksek hassasiyete sahip olmasindan gerekse ucuz ve uygulanmasi kolay
olmas1 bakimidan tercih sebebi olmaktadir. Bugilin bu yontem Maya hiicrelerine de

kolaylikla uygulanabilmektedir (Miloshev et al. 2002).

Bu ¢alismada amacimiz hidrojen peroksit ile indiiklenmis Saccharomyces cerevisiae ve
l6kosit hiicrelerinde, Chenopodium album bitkisinin metanolik yaprak ekstresinin ne
derece antioksidan kapasiteye sahip olduklarimmi karsilastirmak, oksidatif strese karsi
DNA’y1 koruyucu etkilerinin bulunup bulunmadigini Comet yontemim ile belirlemek
ve bunun yaninda bu yaprak ekstrelerinin antimikrobiyal etkiye sahip olup

olmadiklarmi saptamaktir.
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2. LITERATUR BILGILER

2.1. Chenopodiaceae Familyasi

Bir, ki veya c¢ok yillik, ¢ogunlukla halofit ve sukkulent otsular veya calilardir.
Yapraklar alternat veya oppozit; tam, loplu veya pinnat parcali, bazen silindirik ve etli,
bazen pul seklinde, stipiilsiizdiir. Cicek durumu sik dikasyum, spika veya panikuladir.
Cigekler kiiclik ve braktesiz, erdisi veya tek eseyli, aktinomorftur. Periant tek serili 2-5
birlesik sepallerden olugsmus olup petaller yoktur. Stamenler sepal sayisi kadardir. Pistil
1. Ovaryum st durumlu, nadiren alt durumlu, 1 lokuluslu, 2-3 karpelli, tek oviillii;
plasentasyon bazaldir. Meyva periantla sarilmis olan kii¢iik bir nuks veya kapsuladir

(Ozcan vd. 1992, Zeybek ve Zeybek 1994).

Familya tiyeleri genellikle tek veya cok yillik otsu bitkilerdir ve diinyanin bir¢ok
yerinde Ozellikle kurak yerlerde, tuzlu, kumlu, ¢akilli topraklarda, sahil kenarlarinda,
azot ve potasyum nitrat bakimindan zengin topraklarda, yol kenarlarinda, tarla kenar1 ve
icleri gibi ¢ok cesitli alanlarda yayilis gosterirler (Akman vd. 2007, Yildiz ve Aktoklu
2010).

Ayrica bu Familya iiyelerinden bazilarmin tarimi (Spinacia-ispanak, Beta-pancar)
yapilmakta, bazilar1 ise siis bitkisi olarak (Chenopodium cinsine ait bazi iiyeler)

bahgelerde yetistirilmektedir (Yildirimli 2003, Yildiz ve Aktoklu 2010).

Chenopodium (kazayagi-16 tiir), Salsola (sodaotu-15 tiir), Atriplex (karapazi-14 tiir),
Beta (9 tiir) ve Suaeda (sahil soda bitkisi-8 tiir) iilkemizde en ¢ok bulunan taksonlardir

(Seg¢men vd. 2004, Yildiz ve Aktoklu 2010).

Chenopodiaceae Familyast 102 kadar cins ve yaklasitk 1400 tir icermektedir.
Ulkemizde dogal olarak yetisen 31 cins ve 99 tiirii bulunmaktadir (Davis 1982, Zeybek
ve Zeybek 1994).
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2.1.1 Chenopodium L.

Tlysliz veya glandular tiiylii otsulardir. Cicekler ¢ok evcikli, spika, panikula veya
dikasyum durumundadir. Periant parcalar1 yesil veya zarimsi, bazen etlidir. Cogunlukla
ilman bdlgelerde yayilis gosterir ve 100°den fazla tiir igerir. Ulkemizde 16 tiirii
bulunur.

Bunlarin en yaygin olanlar1 (Davis 1982, Ozcan vd. 1992):

o (. botrys L.,
o (. follosum(Moenchl)Aschers. ,
e C. album L. dr.

2.1.2 Chenopodium Tiirlerinin Kullanimi

Chenopodium album L. halk arasinda kazayagigiller familyas: olarak bilinen
Chenopodiaceae tamilyasinin bir iiyesidir (Davis 1982). Chenopodiaceae familyasmin
asag1 yukar1 100 tiirii bilinmektedir. Chenopodium tiirleri Tiirkiye’de uzun zamandan
beri halk ilaci1 olarak kullanilmakta olup yumusak iklim bolgelerinde dogal olarak

yetismektedir (Zeybek ve Zeybek 1994).

Eski zamanlarda, Chenopodium ambrosiosides ve Chenopodium anthelminticum
tiirlerinin ugucu yaglar1 cok zararli bagirsak paraziti Tocnia echinococcus’u ve diger
bagirsak kurtlarin1 diistirmekte kullanilmistir. Ayrica C. graveolens de parazitik

hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktdir (Montoya-Cabrera et al. 1996).

Arjantin halkt Chenopodium tiirlerini antialerjik, sedatif ve uyku verici (yatistirici)

olarak kullanmaktadir (Hernandez et al. 2000).
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Genel olarak;

e Chenopodium tiirlerinden, ilag ve besin endiistrisinde yararlanilir. Seker elde

edilir, sebze olarak yenilir (Ozcan vd. 1992).

e C. album L. bitkisinin ¢icekli dallar1 idrar arttirict ve miishil olarak kullanilir

(Zeybek ve Zeybek 1994).

o (. ambrosioides askaridol bakimindan zengindir ve zehirlidir. Kurt distriicti

olarak kullanilir (Zeybek ve Zeybek 1994).

Cizelge 2.1 Degisik Chenopodium tiirlerinin farkli ekstraktlarinin etkileri (Neerja et al. 2007).

Tur Boliim/ Ekstrakt Etki
C. album Meyve ( etanol ) Antipriiritik
Antinosiseptif
C. ambrosioides Yaprak ( metanol ) Antipriiritik
Antinosiseptif
Aerial kisimlar ( aseton ve Antimikrobiyal
sulu ekstraktlari) Antihelmintik

Aerial kisimlar (esansiyel

Tlmor gelisimini

yag) engelleyici, Solucanlara
karsi etkili
C. amaranticolor Yaprak (etanol) Antiviral
Hemaglutinasyon
C. quiona Tohum ( sponin Antifungal
fraksiyonu) Immiinomodiilator
C.botrys Aerial kisimlar ( esansiyel Antibakteriyal
yag)
C. multifidum Aerial kisimlar ( sulu Sitogenetik
ekstraktlary)
C. anthelmenticum Yaprak ( esansiyel yag) Sitotoksik
C. murale Yaprak (etanol) Sitotoksik
Aerial kisimlar (flavonoid) Hipotansiyon
C. chilense Aerial kisimlar (metanol ) Spazmolitik
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2.2. Antimikrobiyallere Genel Bakis

Antimikrobiyal maddeler, ¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kokenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, “bakteriostatik” veya
“fungustatik” olarak mikroorganizmanin c¢ogalmasii engelleyici olabildikleri gibi;
“bakterisit” ve “fungisit” gibi mikroorganizmanin Sliimiine sebep olan maddeler de
olabilirler. Antimikrobiyaller, secici toksisiteye sahip olduklarindan, c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zararli olup, makroorganizmaya zarar

vermezler (Schlegel 1992, Demain 1999).

“Antibiyotikler” antimikrobiyal etki gosteren dogal maddelerdir. Penisilin, sefalosporin
ve makrolidler antibiyotiklere ornektir. Antibiyotiklerle ayni etkiyi gdsteren, ancak
sentetik olarak sentezlenen kimyasal bilesikler ise “kemoterapotik ajanlar” olarak
adlandirilir. Siilfonamidler, kinolonlar, imidazoller bunlara 6rnektir. Baz1 antibiyotikler
veya tiirevleri kimyasal maniiplasyonlarla sentezlenebilir (semi-sentetik antibiyotikler)

(Saran ve Karahan 2010).

Yukarida belirtilen terimler arasindaki tanimlar her zaman net ¢izgiler ile

ayrilmayabilir. Bu nedenle, bu caliymada, antibiyotik ve kemoterapdtik terimlerinin

ikisini de kapsamasi nedeniyle “Antimikrobiyal” terimi kullanilmistir.

2.2.1. Antimikrobiyallerin Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyaller, etki mekanizmalarina gore bes sinifta toplanirlar:

A. Hiucre duvari sentez inhibitorleri

1. Beta laktamlar (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler, beta

laktam/beta-laktamaz inhibitorii kombinasyonlar1)

2. Glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin)
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3. Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin, mersasidin,

moenomisin)

B. Protein sentez inhibitorleri

1. 50S alt iiniteye baglanarak etkili olanlar (makrolidlerketolidler, linkozamidler,
streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar)

2. 30S alt Tniteye baglanarak etkili olanlar (aminoglikozidler, tetrasiklinler,
glisilsiklinler)

3. Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)

C. Niikleik asit sentez inhibitorleri (kinolonlar, rifamisinler, metronidazol)

D. Antimetabolitler (trimetoprim-siilfametoksazol, paraamino salisilik asit)

E. Membran biitiinliigiinii bozanlar

1. Peptid antibiyotikler (polipeptit antibiyotikler [basitrasin, gramisidin S,
polimiksinler], lineer katyonik peptitler [defensinler, maganinler], ribozomal peptitler
[lantibiyotikler], digerleri [pirokorisin, drododoin, apiadesin])

2. Siklik lipopeptitler (daptomisin) (Saran ve Karahan 2010).

2.2.2 Antimikrobiyal Aktivite Uzerinde Etkili Faktorler

Antimikrobiyal aktivite tlizerinde etkili olan ve yapilan ¢alismalarin c¢iktilarinda
farkliliklara neden olan faktorleri 5 grupta toplamak miimkiindiir (Negi et al. 1999,
Davidson and Naidu 2000, Ultee et al. 2000, Bagamboula et al. 2003, Valero and

Salmeron 2003, Nasar-Abbas and Halkman 2004, Tassaou ef al. 2004).

1. Test edilen bitkisel kaynagin orjini, kompozisyonu, hasat zamani, yetistirildigi bolge,

rakim vb. 6zellikler,
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2. Test edilen mikroorganizma (sus, inkiibasyon siiresi ve sicakligi, inokulum miktari),

3. Cevresel faktorler (Sicaklik, siire, oksijen),

4. Kullanilan metot (Mikroorganizma sayimi, besiyeri),

5. Besiyeri/gidanin bilesimi (Yag, protein, tuz ve su icerigi, pH) (Sahin 2006).

2.2.3 Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Antimikrobiyal Olarak Kullanim Alanlarn

Insanlar ilk ¢aglardan beri kendi yontemleri ile hangi bitkilerin tiiketilebilecegini ve
hangilerinin zehirli veya sifa verici (tibbi) oldugunu 6grenmisler, toplama veya kiiltiir
yoluyla iirettikleri tibbi bitkilerden, basit yontemler kullanarak bitkinin esas etkili
maddesini elde etmeyi basarmiglardir. Bitkiler, bu bakimdan insanlarin hem temel besin
kaynaklar1 hem de ilk ilaglaridir. Sistematikg¢ilerin bildirdiklerine goére, bugiin diinyada
tanim1 yapilmis yaklagik 500 bin adet bitki bulunmaktadir. Bunlardan 6zellikle 500°e
yakinmin ekonomik amacli olarak ticaretinin yapildigi, 20 bininin tibbi amaglar i¢in
kullanilabildigi, cesitli yontemlerle elde edilen bitkisel 6ziitler ve ugucu yaglarinin
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bildirilmistir. Sekonder bilesikler (alkoloidler,
ucucu yaglar, glikozidler, flavanoidler, tanenler, fenoller, renk maddeleri ve regineler)
acisindan zengin olan bitki tiirleri tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer almaktadir

(Akgiil 1993, Dorman and Deans 2000, Baydar 2005).
Yapay koruyucularm saglik iizerine olan yan etkilerinden dolay1 tiiketicilerin dogal

antimikrobiyal maddelere ilgisi artmis olup bu nedenle son yillarda bitkisel maddelerin

koruyucu etkileri tizerine arastirmalar yogunlagsmistir (Dorman and Deans 2000).
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2.2.3.1 Gidalarda koruyucu olarak kullanimm

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde gida kaynakli hastaliklar halen 6nemli bir
problemdir. Hastalik olaylarinin i¢inde gidalardan kaynaklananlarin oran1 kayda deger
olup, sadece Amerika’da yilda 9000°den fazla sayida insan gida kaynakli patojenlerden
Olmektedir (Mead et al. 1999). Gida zehirlenmeleri kullanilan koruyucu yontemlere
ragmen, hem tiiketicileri hem de gida endiistrisini halen tehdit etmektedir. Bu nedenle,
gida kaynakli hastalik olaylarinin azaltilmasi i¢in bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde
edilen antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumay1 basardigi
arastirilarak bulunmustur (Alzokery and Nakahara 2003). Sarimsak, tar¢in, kori, hardal,
feslegen, zencefil ve diger bazi bitkiler antimikrobiyal oOzellikler gosterdikleri
belirtilmistir (Marino et al. 1999). Ayrica ¢ogu Labiatae familyasina ait olan aromatik
bitkilerin ucucu yaglarmin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Elgayyar et al. 2001). Ornegin, Feslegen, defne, karanfil, kekik ve biberiyenin ugucu
yagmin Listeria monocytogenes ve diger patojenlere karsi bakterisidal aktivite
gosterdigi bulunmustur (O’Gara et al 2000). Nane, kimyon, rezene ve defne ucucu
yagarinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Bacillus subtilis izerine bakteriostatik etki gosterdigi belirtilmistir (Akgiil ve

Kivang 1989).

2.2.3.2 Tibbi amach kullanimm

Yiizyillardan beri yerli bitkiler ¢esitli hastaliklarin tedavisinde tibbi amagli olarak
kullanilmistir (Baydar 2005). Bilesenleri ve biyolojik etkileri yoniinden de farklilik
gosteren ucucu yaglar bu bakimdan Onemlidir. Etken maddelere gore etkileri
degismekle birlikte pek ¢ok ugucu yag; antimikrobiyal karminatif, koloretik, sedatif,
diiiretik, antispazmodik 6zellikte etkilere sahiptir (Maksimovic et al. 2005). Cinchona
spp, Artemisia annua, Artemisia absinthium, Artemisia vulgaris, Cochlospermum
planchonii, Cochlospermum tinctorium, Jatropha curcas, Gossypium hirsutum,
Euphorbia lateriflora, Khaya grandifolia gibi bitkilerin kullanilmasi, sitma hastaliginda

kullanilan ilaclara kars1 gelisen direncliligi yok etmede ve ayrica sitma hastaliginin
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tedavisinde Onerilmistir (Yarnell and Abascal 2004). Helicobacter pylori, insanlarda
gastroduodenal hastaliklarindan  sorumlu en Onemli patojenlerden birisidir.
Gastroduodenal hastaliklar1 gelistiren H. pylori’nin yok edilmesinde antibiyotiklerin
kullanilmasi, bu antibiyotiklere kars1 hizli bir sekilde diren¢ kazanimina yol agmistir.
Bundan dolay1 in vitro ve in vivo denenen bazi ugucu yaglarin etkisi arastirildiginda; in
vitro olarak yaglarin %1’ lik konsantrasyonda kullanildiginda H. pylori’nin ¢ogalmasini
tamamen inhibe ettigi bulunmustur. Farelerde yapilan in vivo c¢alismalarda ise,
Lemongrass’la muamele edilen farelerin midesindeki H. pylori’nin yogunlugunda,
muamele edilmeyenlere oranla onemli derecede diislis olmustur. Bu c¢alisma ile H.
pylori’ye kars1 direnclilik gelisimini 6nlemede ugucu yaglarin kullanilabilecegi, yeni ve

giivenli bir anti-H. pylori ajan olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Ohno ef al. 2003).

2.2.4 Antimikrobik ve Kemoterapotik Maddelere Kars1 Olusan Bakteriyel Direng

Antimikrobik kemoterapotik maddelere karsi bakterilerde iki tip diren¢ olusur.

Bunlardan ilki dogal (intrinsic) direng digeri ise edinsel (Non- intrinsic) direngtir.

Dogal direng, mikroorganizmanin temel Ozelligidir. Bakterilerin bircogunda,
antimikrobik kemoterapotik maddeler kullanilmadan 6nce de var olan direnctir.
Serratia, Proteus, Providencia, Morgenella, Edwardsiella, Cedeecea cinslerinin
polimiksinlere (polimiksin B ve kolitsin) karsi1 olan direngleri dogal dirence 6rnek
olarak verilebilir. Edinsel direng de ise bakterinin 6ncelikle antimikrobik kemoterapdtik
madde ile karsilasmasi gerekir. Duyarli bir bakteri toplumunda edinsel direncin

olugmas iki tiirlii olur.

A. Spontan kromozomal mutasyonla kazanilan direng;

Kromozomal mutasyonlar spontan olarak her 10" hiicre bdliinmesi sonucu normal
olarak meydana gelmektedir. Bu tiirli mutasyonlar antimikrobik tedavi sirasinda

meydana gelebildigi gibi, ilag alinmadigi zamanlarda da meydana gelebilir.

Antimikrobik kemoterapdtik maddeye mikroorganizmanin maruz kalmasi, direnglilerin
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hizla ¢ogalmasini ve duyarl hiicrelerin azalmasini, dolayli olarak da yeni ve direngli bir

hiicre toplulugunun ortaya ¢ikmasi sonucunu dogurur (Kiligturgay vd. 1992).

B. Plazmid ve transpozonlar gibi kromozom dis1 elementler yoluyla kazanilan direng;

Plazmidler, kromozomdan bagimsiz olarak replike olan, kromozom dis1 DNA
parcaciklaridir. R-plazmid adi verilen direng plazmidleri, sayilar1 ona varan farkli
antimikrobik kemoteropotik maddelere karsi direng genleri tasimaktadirlar. Viicutta
normal floranin plazmit transferine kars1 bir koruma sagladig1 anlasilmistir. Ozellikle
bagirsak florasmin biiylik bir kismini olusturan anaerob basillerin meydana getirdigi
anaerob sartlar plazmit transferini engellemektedir.

Transpozonlar ise, bir DNA molekiiliinden digerine gecebilen DNA dizileridir. Bunlar
bagimsiz olarak replike olmamaktadirlar. Bu nedenle, kromozom ve Plazmit i¢inde
bulunurlar. Kromozomlar ile plazmitler arasinda gidip gelebilirler. Son yillarda ¢oklu
direng genlerini tasiyan bakterilerde transpozonlarin rolleri oldugu diisiintilmiistiir

(Kiligturgay vd. 1992).

2.2.5 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Antimikrobiyal bilesiklerin mikroorganizmalar lizerindeki toksik etkisi belirlenirken
genellikle iki yol izlenmektedir. Bunlardan birincisi siirenin sabitlendigi, istenen
inhibitor etkiyi saglayan konsantrasyonun belirlendigi yontemdir. Diger izlenen yol ise
konsantrasyonun sabit tutularak istenen mikrobiyal seviyeye ulasilan siirenin

belirlenmesidir (Marwan and Nagel 1986, Tassaou et al. 2004).

Antimikrobiyal etkiyi saglamak tizere literatiirde yer alan yontemlerde;

1. Antimikrobiyal bileseni iceren belirli bir ¢apa sahip kuyucuk ya da filtre kagidinin
etrafinda olusan inhibisyon zonunun yarigap ya da capi,

2. Antimikrobiyal maddeyi igeren besiyerinde bakteriyel gelisimdeki azalma,

3. Swv1 besi ortaminda bakteriyel gelisimi engelleyen minimum konsantrasyon,
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4. Antimikrobiyal bileseni igeren sivi besi ortaminin optik yogunlugu ya da
empedansindaki degisim Olgiilmektedir (Nychas and Skandamis 2003, Tassaou and
Nychas 2004).

Bitkisel ekstraktlarm antimikrobiyal etkileri arastirilirken laboratuvar  kiiltiir
ortamlarindan yararlanilmakta, tiirbidimetrik yontemler, inhibisyon zonlarmin 6l¢iimii,
biyomas agirliklarinin belirlenmesi, mikroorganizma sayimlar1 gibi farkli metotlar
kullanilabilmektedir. Ek olarak, diger antimikrobiyal bilesiklerde oldugu gibi MIC
“minimum inhibitory concentration”: minimum inhibisyon konsantrasyonlari)
belirlenerek de antimikrobiyal etkinlik degerlendirilebilir (Marwan and Nagel 1986,
Tassaou et al. 2004).

Disk difiizyon yonteminde test edilen mikroorganizma ile inokule edilmis kat1 agar
iizerinde yer alan disk ya da olusturulan havuzcuk/kuyuya antimikrobiyal
eklenmektedir. Agar bilinyesinde antimikrobiyalin tekdiize bir sekilde difiizlenebilme
yetenegine dayanarak inhibisyon zonlar1 olusmakta, bu zonlarin c¢aplar1 Olgiilerek
antimikrobiyal etki hakkinda bilgi edinilmektedir (Davidson and Parish 1989, Mann and
Markham 1998, Nychas and Skandamis 2003, Kim et al. 2004).

Tirbidimetrik yontem tahrip edici olmayan, maliyeti diisiikk, hizli ancak hassasiyeti
diisiik bir yontemdir. Mikrobiyal gelisim egrisinin tist kisimlarmi tespit edebilmektedir.
Besi ortaminda canli mikroorganizma sayimlar1 ile sonuclar1 karsilastirmak iizere
kalibrasyon gerektirmektedir. Bakteriyel hiicrelerin farkli gelisim asamalarindaki
sayisina gore absorbanstaki degisim Olc¢lilmekte, mikrobiyal populasyon tahmin
edilmektedir. (Nychas and Skandamis 2003, Tassaou et al. 2004). Spektrofotometrede
anlamli okumalar i¢in 106-107 kob/mL seviyelerinde mikrobiyal yiik gerekmektedir.
(Davidson and Parish 1989, Kim et al. 2004).

Impedimetrik yontemde, bakteriyel gelisim ile diisiik iletkenlige sahip besin 6gelerinin
yiiksek iletkenlige sahip bilesenlere doniismesi sonucunda olusan impedimetrik degisim
Olgiilmektedir. Tiirbidimetrik yontemde oldugu gibi plak sayimlari ile kalibrasyon

gerektirmektedir (Nychas and Skandamis 2003, Tassaou and Nychas 2004).
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Birden fazla konsantrasyonda test edilen antimikrobiyal bilesenin mikrobiyal gelisimi
tamamen yok ettigi/engelledigi en diisiik konsantrasyon MIC olarak tanimlanmaktadir.
MIC belirlemek i¢in sivi ya da kat1 agar besi ortaminda antmikrobiyal diliisyonlariin
hazirlanmasi siklikla kullanilan yontemler arasindadir (Kim er al. 1995, Mann and
Markham 1998, Lambert et al 2000). Bir antimikrobiyal i¢in MIC degeri
mikroorganizma, inkiibasyon sicakligi ve inokulum miktar1 gibi analiz kosullarma

baghdir (Tassaou and Nychas 2004).

E-Test yontemi ise, agar diflizyon ve MIC degerini kantitatif olarak belirleme esasina
dayanir. Gittikge artan konsantrasyonlarda antibiyotik igeren inert plastik seritler
kullanilir. 35°C de 18-20 saat inkiibasyon uygulanir. Elips seklindeki inhibisyon
alaninin stripi kestigi nokta MIC degerini verir. Bu yontem; bir¢cok direng mekanizmasi
hakkinda fikir veren, her klinik mikrobiyoloji laboratuarmnda uygulanabilen, bir¢ok

hastaligin sagaltimi i¢in yonlendirici olan bir yontemdir (Tassaou and Nychas 2004).

2.3 DNA Hasari, Onarimi ve Antioksidanlar

2.3.1 DNA Hasan

Genomik DNA c¢evresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak tehdit altindadir ve
replikasyon, rekombinasyon gibi hiicresel olaylar sirasinda da endojen olarak DNA’nin
yapisinda degisiklikler olusabilir (Orren and Sancar 1987, Sancar vd. 2004). Genetik
materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle meydana
gelen tiim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. DNA hasar1 hiicrede, ya
hasarla basa c¢ikabilecek veya bunu gerceklestiremedigi takdirde programli hiicre

Olimiinii saglayacak bircok hiicresel olay tetikler (Friedberg 1984).
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2.3.1.1 DNA Hasarima Neden Olan Etkenler

a- Eksojen (¢cevresel) etkenler;

Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar, vinil klorid, hardal gazlar1
gibi kimyasal ajanlar ve UV i1sinlari, iyonize radyasyon gibi fiziksel ajanlar olarak

belirtilmektedir (Altuntag 2007).

b- Endojen (igsel) etkenler;

Yanlis eslesmeler, insersiyon/delesyonlar; deaminasyon ve metilasyon gibi kimyasal
degisiklikler; deplirinasyon/depirimidinasyon (10.000/hiicre/giin) gibi  kimyasal
degisiklikler; baz kayiplar1 ve oksidatif hasar (100.000/hiicre/glin) olarak

belirtilmektedir. Onarim yapilmazsa somatik mutasyon goriiliir (Altuntas 2007).

Cevre kirliligi, sigara, siirekli gelismekte olan teknoloji, UV vb. pek cok diger etken
siirekli olarak cesitli toksik maddelerle karsi karsiya kalmamiza neden olmaktadir
(Asayama and Kato 1990). Bu etkiler sonucunda serbest radikaller olusur. Bu
nedenlerden dolay1 dis etkilere bagl olusan hastaliklar artmakta ve genetik hastaliklar
da cevresel etkilerin tetiklemesi ile daha ¢ok belirginlesmektedir (Lopez-Torres et al.
2000). Bu hastaliklara ¢6ziim getirmek i¢in ilaglardan daha ziyade alinan besinler 6nem
kazanmaktadir. Serbest radikallerin etkilerini 6nleyen ve diyetimizde sik¢a bulunmasi
gereken vitaminler kanser ve kalp hastaliklar1 gibi toplumda erken 6liimlerin baslica

nedenleri olan hastaliklari olusumunu 6nlemektedir (Bianchi ef al. 1999).

DNA’da oksidatif hasarin bir gostergesi kabul edilen 8-hydroxydeoxyguanosine (8-
OHdG ) hem sigan karaciger mitokondri DNA’sinda hem de niikleer DNA’da analiz
edilmistir. Mitokondriyal DNA’da hasarin daha fazla saptanmasi mitokondride Reaktif
oksijen tiirleri’in (ROS) daha fazla olustugu ve hasarin yeterince onarilmadig seklinde
yorumlanmistir (Lopez-Torres et al. 2000). ROS ve Reaktif nitrojen tiirleri (RNS),
DNA’da oksidatif hasar yaparak DNA’nin yapisal degisimine yol acar. Ilk olusan

lezyon zincir kiriklaridir. Daha sonra baz cifti mutasyonlari, yeniden diizenlenme,
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delesyon, baz katilimi, dizi amplifikasyonu gibi yapisal degisiklikler meydana gelir.
Oksidatif modifiye DNA antijenik karakter tasiyabilir ve anti DNA antikorlarmin

olusumuna neden olabilir (Dizdaroglu 1991).

ROT ve RNS dogrudan DNA onarim enzimlerini ve DNA polimerazi okside
etmektedir. Bu oksidasyonla, replikasyonun dogrulugu korunamaz ve DNA onarim
mekanizmasinin etkinligi azalir. ROT/RNS, DNA’da dogrudan hasar yaparak, sinyal
transdiiksiyonunu aktive/inhibe ederek, hiicre proliferasyonunun kontroliinde c¢ok
onemli olan hiicreler arasi etkilesime etki ederek, hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve
apoptozis/nekroz ile hiicre 6liimiine miidahale ederek, kanser olusumuna yol agabilir.
DNA’da meydana gelen diisiik diizeydeki oksidatif hasar ise, minimal hata riski ile

etkin bir sekilde onarilabilir (Wu ef al. 2004).

Hiicreler UV 1smina maruz kaldiginda DNA hasar1 iki sekilde meydana gelebilir. UV
isin1 HyO»’e  etki ederek 'OH radikalini meydana getirebilir veya dogrudan
pirimidinlerin kovalent ¢apraz baglanmasina ve pirimidin dimerlerinin olusumuna
neden olabilir. ‘OH radikalleri yaninda H" ve ¢ 5y da DNA’ya etki eder. Ayrica iyonize
radyasyonun suyun hemolizine neden olarak, ‘OH radikallerini olusturdugu ve bu yolla
mutajenik ve karsinojenik etki gdsterdigi bilinmektedir. Iyonize radyasyonun suyun
hemolizine neden olarak, ‘OH radikallerini olusturdugu ve bu yolla mutajenik ve

karsinojenik etki gosterdigi bilinmektedir (Dizdaroglu 1991).

DNA’da meydana gelen hasar her zaman kanser ile sonu¢lanmaz. Diisiik diizeylerde
hasar, etkin bir sekilde onarilirken, yiiksek diizeylerdeki oksidatif hasar ise hiicre 6liimii
ile sonuglanir. Orta diizeydeki hasarin ise maligniteye yol agma olasilig1 yiiksektir. Bu
gibi durumlarda antioksidan savunmanin gii¢clii olmasi, oksidatif strese karsi hiicreyi

korur (Floyd 1990).
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2.3.2 Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron i¢eren kisa omiirlii, kararsiz
ve oldukga etkin molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Halliwell 1989, Loft and Moller
2006). Radikaller genom instabilitesi, yaslanma, dejeneratif hastaliklar ve kanser gibi

pek cok olusumda rol almaktadir (Caporaso 2003).

2.3.2.1 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Oksijenden olusan serbest radikaller biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikallerdir. Yasayan hiicrelerde hem endojen hem de ekzojen siireclerde devamli

reaktif oksijen tiirleri olusur (Kim et al/ 2003).

Hiicreler birgok faktérden dolayr ROT lerine maruz kalabilirler. Ornek olarak, basta
mitokondri elektron tasiyict sistem olmak iizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik
aktivasyon, inflamasyon, radyasyon, gecis metallerinin katalizledigi reaksiyonlar, ¢esitli
sentez ve degredasyon reaksiyonlar1 verilebilir (Loft and Moller 2006). Bunlara ek
olarak bazi hastaliklarda inflamatuar cevapta makrofajlar tarafindan reaktif oksijenlerin
programli salmimi da olas1 oksidatif DNA hasar nedenlerindendir (Collins 1999).
Oksidatif DNA hasarinin yaslanmada, Alzheimer hastaliginda, diabette, aterosklerozda,
romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi otoimmiin inflamatuar hastaliklarda
ve kanser durumunda arttigmi gosteren bir¢ok arastrma bulunmaktadir (Burgak ve

Andican 2004).

Prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen
oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir. Giinde 103
kez oksidatif hasara maruz kaldigi One siiriilen DNA’nin yam sira, lipidler,
karbohidratlar ve proteinler de oksidatif hasara ugramaktadir. (Burcak ve Andican
2004). Oksidatif mekanizmalar; karsinojenezin baslatici, gelistirici ve malign tiimore

dontistim evrelerinde potansiyel bir role sahiptirler (Cooke et al. 2003).
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Stiperoksit anyon radikali (O;"), hidroksil radikali (OHe), nitrikoksit radikali (NOs®),
veya hidroperoksil (HOOe-) gibi ROT’ler hiicrede metal katalizli doniisimden sonra
veya dogrudan DNA’da hasar olusturur (Boiteux and Radicella 1999). Hidroksil
radikali ¢ok reaktif olmasindan dolayr hemen hemen her molekiile saldirarak hasar
olusturmaktadir (Halliwell 1989). O, ve hidrojen peroksitin (H,O,) ise dogrudan DNA
ile etkileserek baz oksidasyonuna veya DNA sarmal kiriklarina yol agmadigi ancak
gecis metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile olusan ve daha aktif bir tiir olan
hidroksil radikalinin DNA hasar1 olusturdugu yapilan arastwrmalarda goriilmiistiir
(Dinger ve Akgay 2000). Bu radikal DNA’da baz ve seker hasari, DNA-protein ¢capraz
baglanmasi gibi bir ¢ok degisime neden olmaktadir (Jaruga and Dizdaroglu 1996).

2.3.2.2 Guanin Bazinda Oksidatif Hasarin Mekanizmasi

Oksidatif DNA hasar gostergesi olarak baz hasarlarinin analizi son yillarda siklikla
yapilmaktadir (Burcak ve Andican 2004). DNA’nin dort farkli bazinda serbest
radikallerin reaksiyonu sonucunda 20 veya daha fazla ana {iriin olugsmaktadir (Jaruga

and Dizdaroglu 1996).

OHe radikallerinin meydana getirdigi reaksiyonlar piirin ve pirimidin bazlarinda
degisikliklere neden olmaktadir. Cu™ iyonlar1 DNA’da G-C’den zengin bdlgelerde
yiiksek oranda bulundugundan oksidatif hasara en fazla maruz kalan baz guanindir
(Burcak ve Andican 2004). 4, 5 veya 8. pozisyonlarinda yer alan C atomlarina OHe
radikali katilarak guanin bazindan ¢esitli iiriinler olusmaktadir (Cooke et al. 2003).

DNA’da yaklasik olarak tanimlanan 15 adet guanin iirlinlinden en fazla olusan 7,8-
dihidro-8-hidroksiguanin (8-OHG) ve FapyG’dir (Kim ez al. 2003). 8-OHG, DNA’da
ROT’leri tarafindan tiretilen en 6nemli lezyonlardan biridir ve iizerinde en ¢ok ¢alisilan
DNA hasar tipidir (Gimisis and Cismas 2006). Hiicresel oksidatif stresin biyogdstergesi
olarak kabul edilen 8-OHG, DNA zincirinin uzamasini engellememekte ancak DNA
replikasyonu sirasinda adenin ile yanlis eslesme yaparak GC—TA transversiyonunu

indiiklemektedir (Le Marchand ef al. 2002). Her memeli hiicresinde giinde yaklasik 180
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guanin okside olarak 8-OHG’e donmektedir (Elahi et al. 2002, Hu et al. 2005).
Onkogenlerin aktivasyonuna veya tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonuna neden
olmalar1 bakimindan, oksidatif hasarin indiikledigi mutasyonlar, hiicre biiyliime

kontroliinii degistirebilirler (Audebert et al. 2000).

Oksidasyonla hasarlanmis bir guanin olan 8-OHG’in hiicresel oksidatif metabolizma,
iyonize radyasyon veya kimyasal karsinojenlere maruz kaldiginda DNA’da ¢ok
miktarda {iiretilmektedir. DNA’da artmis olan 8-OHG miktarmin da kanser riskini

artirdig1 belirlenmistir (Chevillard et al. 1998, Sugimura et al. 1999).

2.3.3 Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek lizere organizmada antioksidanlar
olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir. Serbest radikallerin ve
antioksidanlarmn diizeyleri arasindaki hassas denge korunamadigi takdirde, hiicre
hasarma kadar giden bircok patolojik degisiklik ortaya ¢ikar (Rangan and Bulkley
1993).

Antioksidanlarin belirlenen ilk etkileri, zar yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyona
karst korunmasi oldugundan, antioksidanlar ilk zamanlarda lipid peroksidasyonunu
engelleyen molekiiller olarak tanimlanmiglardir. Giinlimiizde ise antioksidanlarin
lipidlerin yani sira proteinler, niikleik asidler ve karbonhidratlar gibi diger hedef
molekiilleri de korudugu anlasilmistir. Boylece, antioksidanlar hedef molekiillerdeki
oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmakta ve bu tanimla
baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde olabilmektedir (Rangan and

Bulkley 1993, Yal¢in 1998).

Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir:

1.Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlar1 araciligiyla veya dogrudan

temizlenmesi,
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2.Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3.Metal iyonlarin baglanmas1 ve boylece radikal olusum reaksiyonlarmin engellenmesi,

4.Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

Antioksidanlar cesitli kriterlere gére gruplanabilirler.

Yapilarina gore;

a)Enzimler

b)Enzim olmayan proteinler, kii¢iik molekiiller

Kaynaklarma gore;

a)Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b)Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)

Coziiniirliklerine gore;

a)Suda ¢oziinenler

b)Lipidlerde ¢oziinenler

Yerlesimlerine gore;

a)Hiicre i¢inde bulunanlar

b)Plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunanlar.
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2.3.3.1 Dogal (Endojen) Antioksidanlar

Stiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatiyon-S-transferaz,
hidroperoksidaz, mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi gibi enzimatik savunma ve
(enzim olmayan, lipid fazda veya sivi fazda bulunan), vitaminler, glutatyon histedin-
peptit, melatonin, sistein, albimun vb. nonenzimatik savunma ile dogal antioksidanlar,
toplayici etki gostererek, siiperoksit, hidrojen peroksit gibi serbest radikalleri etkisiz

hale getirir. Bununla birlikte toksit HOe olusumunu da engeller (Warma ef al. 1995).

2.3.3.2 Ekzojen Antioksidanlar (ilaglar, sebze ve meyveler)

Endojen savunma sistemimiz bazi psikopatolojik durumlarda (sigara i¢mek, hava
kirliligi, UV radyasyonu, yiiksek oranda doymamis yag asit diyeti vb.) ve reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 miktarda dretildigi yerlerde, oksidatif hasar1 gidermek i¢in diyet
antioksidanlara gereksinim duyar (Wayner ef al. 1987). Diyet yoluyla alinan
antioksidanlar C, E, A. Vitaminleri ve karotenoidler yogun bir sekilde incelenmistir
(Sies and Masumoto 1997). Bu bitkisel kokenli antioksidanlarin en onemli smnifi
polifenollerdir. Bu bilesikler biitiin bitkisel yiyeceklerde bol miktarda bulunurlar,

fenoller, fenolik asitler, flavonoidler, katesinler ve tanin igerirler (Warma et al. 1995).

2.3.3.3 Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz: Siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. SOD,
glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen radikalleriyle olusan hasara karsi baslica
enzimatik savunma mekanizmalaridir. Siiperoksit dismutazin insanlarda iki izoenzimi
vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik yapidaki bakir ve ¢inko igeren Cu.Zn-SOD ile
mitokondrilerde bulunan tetramerik yapidaki Mn iceren Mn-SOD’dir. Bu iki enzimden
Cu.Zn-SOD siyaniirle inhibe olurken, Mn-SOD siyaniirden etkilenmez ( Yu 1994, Cros
et al. 1987).
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Katalaz: Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Enzim
peroksizomlarda yerlesmistir. H,O, olusum hizmin diisik oldugu durumlarda
peroksidatif tepkimeyle veya H>O, olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise
katalitik tepkimeyle hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir (Brent

and Rumack 1993, Scandalios 2005).

Glutatyon Peroksidaz: Tetramerik yapida olan, sitozolde bulunan ve 4 selenyum atomu
iceren bir enzimdir. Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Yapisi ve
fonksiyonlar1 ¢ok yakin zamanda aydinlatilabilmis olan bir diger Glutatyon
Peroksidaz,“fosfolipid-hidroperoksit glutatyon peroksidaz” enzimidir. Bu enzim de
selenyum igerir. Ancak monomerik yapidadw. Zar yapisindaki fosfolipid
hidroperoksitlerini, alkollere indirgeyerek, ozellikle E vitamininin yetersiz oldugu

durumlarda peroksidasyona karsi korunma saglar (Drevet 2006).

Glutatyon S-Transferaz: Glutation-S-Transferazlar (GST) hem detoksifikasyon yaparlar
hem de hiicre i¢i baglayic1 ve tasiyici rolleri vardir. GST'lar, karacigerde sitokrom P450
enzim sistemi tarafindan reaktif ara {iriinlere doniistiiriilen yabanci maddelerin daha az
reaktif konjugatlara doniisiimiinii katalizlerler. Metabolize edilmeyen lipofilik-
hidrofobik pek cok bilesigi baglamalar1 ise bu enzimler i¢in depo ve tagima rolii

iistlendigini gosterir (Drevet 2006).

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum zincirinin
son enzimidir ve siiperoksidi detoksifiye eder. Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli
cereyan eden normal bir reaksiyon olup bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu
tamamlanir ve bol miktarda enerji iiretimi saglanir. Ancak ¢ogu zaman siiperoksit
iiretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda
diger antioksidan enzimler devreye girerek siiperoksidin zararh etkilerine engel olurlar

( Yapar 2006).
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2.3.3.4 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Askorbik asid (C vitamini): C vitamini, suda ¢oziinme Ozelligi gosterir; ancak lipit
peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona kars1
korur. Askorbik asidin organizma i¢in 6nemi, indirgeyici giicliniin yliksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu 6zelligi ile hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan
olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu i¢in gereklidir.
E vitaminin rejenerasyonunda gorev alarak tokoferoksil radikalinin o-tokoferole
indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile birlikte LDL oksidasyonunu etkili bir
sekilde engellemis olur. Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de
gdsterir. C vitamini, Fe™’i Fe™’e indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek hiicre ici
molekiildiir. Bu etkisi ile proteine bagli ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri
demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda
hidroksil radikali (OHe) olusturmaya uygun ferro demire doniistiiriir. Bu 6zelligi C
vitamininin pro-oksidan etkili olmasmma neden olmaktadir. Ancak bu etki diisiik
konsantrasyonlarda goriilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise biliyiik seviyede
antioksidan etkisi goriilmektedir. Bunlarin disinda C vitamini, fagositoz icin de

gereklidir (Burton and Traber 1989, Duarte and Lunec 2005).

Karotenoitler: Vitamin A'nin 6n maddesi olan p-karotenin singlet oksijeni
bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksit radikalleriyle direkt olarak
etkileserek antioksidan gorev gordiigii saptanmistir. Ayrica LDL yapisinda da yer alir
ve LDL’yi oksidasyona kars1 korurlar. Karotenoidler, hiicreleri oksidan strese karsi li¢
farkli sekilde korurlar:
a)Flavinler ve porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararh etkilerini baskilama,
b)Singlet oksijeni baskilama,

c)Peroksil radikallerini temizlenme (Burton and Traber 1989).
Vitamin E (a -Tokoferol): E vitamini tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini kapsayan bir

vitamindir. En 6nemli gorevi oksijen serbest radikallerinin ataklarina karst membran

lipidlerindeki yag asitlerini korumaktir. Bunun yaninda siiperoksit ve hidroksil
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radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger. E
vitamini ve selenyum birbirlerinin metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar. Selenyum
hem E vitamininin, hem de lipidlerin emilimi i¢in gereklidir. Ayrica, E vitamininin
lipoproteinler i¢cinde tutulmasina yardimeci olur. E vitamini ise selenyum kaybini
onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak organizmanm selenyum ihtiyacini azaltir.
Benzer bir ilisgki Glutatyon peroksidaz ile vitamin E arasinda da vardir. Serbest
radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Glutatyon peroksidaz olusmus
peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E peroksitlerin sentezini engeller (Burton and

Traber 1990, Hathcock ef al. 2005).

Polifenoller: Fenoller, aromatik halkaya bagli OH grubu igeren etkili antioksidanlardir,
clinkii bu bilesiklerden olusan radikaller, rezonans kararliligina sahiptir. Bu nedenle
diger radikallere gore etkin olmayan radikallerdir. Laboratuar arastirmalari, caydaki
polifenollerin kanser olusumunu 6nlemeye yardimeci olabildigini ve var olan kanserin
ilerlemesini engelleyebildigini veya kanseri azaltp yayilmasini Onleyebildigini
gostermektedir. Bu etkinin, polifenollerin, DNA'nin zarar gormesine ve normal
hiicrelerin kanserli hiicrelere doniismesine neden olan oksidasyonu engelleme ve
kanserojik bilesimlerin habisligini artran enzim aktivitelerini kisitlama yetisinden

kaynaklandig1 sanilmaktadir (Yapar 2006).

Melatonin: En zararli radikallerden ‘OH’ini ortadan kaldiran ¢ok gii¢lii bir
antioksidandir. Melatoninin bir diger onemli O6zelligi lipofilik olmasidir. Bdoylece
hiicrenin biitlin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin engelini
de kolayca geger. Ayrica, bazi antioksidanlar gibi pro-oksidan aktivitesi de yoktur.
Deoksiribontikleik asid hasarinin melatonin tarafindan c¢ok etkili bir sekilde inhibe

edildigi gosterilmistir (Brzezinski 1997).

Transferin ve Laktoferrin: Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli

Haber-Weiss reaksiyonlarma katilimini1 durdurur veya yavaslatir.
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Seruloplazmin: Seruloplazmin olasilikla SOD'a benzer mekanizmayla etki gosterir.
Ferro demiri (Fe*") ferri demire (Fe’") yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve boylece

hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

Albiimin: Yapisinda bulunan ¢ok sayidaki siilfidril grubu araciligiyla bakir iyonlarini
baglar ve lipid peroksidasyonunun baslamasini engeller. Albumine bagl bakir, Fenton
reaksiyonuna katilabilir fakat albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin
tarafindan temizlenir ve radikalin serbest soliisyona kagmasma izin vermez. Ayni
zamanda myeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan HOCI'1 hizli bir sekilde temizler

(Canbas 1983).

Urik Asit: Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi antioksidatif roliiniin
onemli bir pargasidir. Lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme

gorevine sahiptir.

Bilirubin: Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine bagl olarak tasinan bir

safra pigmentidir. Yag asitlerini peroksidasyona karsi koruma gorevine sahiptir.

2.3.4 DNA Onarim Mekanizmalanr

DNA’da meydana gelen onarim hatalarmin, genomik kararsizliklar sonucu olusan
kromozom instabilite sendromlar1 ve kanser oranindaki artisa varan sonuglari
dogurdugu diisiiniildiigiinde, DNA onariminin dnemi anlasiimaktadir. insanda DNA
onarmmu ile baglantili 130 genin klonlanmasi ve dizi analizi tamamlanmistir (Tu ef al.

1996, Griffiths ef al. 2005). DNA onarim genleri iki alt gruba ayrilabilir:
1) DNA onariminda sinyal iletimi ve onarimin diizenlenmesi ile ilgili genler,
2) Hatal eslesme onarimi, baz c¢ikarma onarimi, niikleotit ¢ikarma onarmmi gibi ayri

onarim mekanizmalar1 ile ilgili genler (Tu ef al. 1996, William and Michael 2002,

Griffiths et al. 2005).
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Bu genlerin yer aldig1 onarim mekanizmalar1 baglica bes grupta incelenebilir.

1. Direkt onarim ya da hasarin geri dondiiriilmesi

a) Fotoreaktivasyon

b) O-6-metilguanin onarimi

¢) Basit tek zincir kiriklarmin ligasyonu

2. Eksizyon (kesip-¢ikarma) onarimi

a) Baz eksizyon onarimi (BER)

b) Niikleotid eksizyon onarimi (NER)

¢) Yanlis eslesme eksizyon onarimi (MER)

3. Rekombinasyonal Onarim

4. SOS Onarimi

5. DNA ¢ift Zincir Kiriklarmin Onarimi

a) Serbest Uclarin Homolog Olmayan Baglanmas1 (NHEJ)

b) Homolog Rekombinasyon (HR)

2.3.4.1 Direkt Onarim ya da hasarin geri dondiiriilmesi

a) Fotoreaktivasyon

DNA’da meydana gelen hasarmn geri dondiiriilmesi ¢ogu durumda termodinamik ve

kinetik nedenlerden dolayr miimkiin degildir. Bunun gibi bazi durumlarda enzim

aracilif1 (Fotoliyaz ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) ile gergeklesen tek adimli
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reaksiyonlar hasarin onarilmasina yardime1 olur. Siklobiitan pirimidin dimerleri (CPDs),
fotoliyaz enzimi tarafindan ayrilarak hasar giderilir. Bu reaksiyona fotoreaktivasyon
denir. CPD fotoliyazlar bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve ¢ofgu omurgalida

bulunur ancak plasentali memelilerde bulunmaz (Geoffrey and Robert 2006).

b) O-6-metilguanin onarimi

Yiiksek oranda mutajenik olan O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlar varliginda olusur. O-
6- metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis metillenen bazlarin CH;
gruplarmi kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal guanin olusumunu saglar.
Bu onarimm sirasinda enzim de geri doniisiimsiiz olarak baskilanmis olur ve islev dis1
kalir. Bu onarimda enzimin 6zgiinliigli kadar sayis1 da dnem kazanmaktadir (Geoffrey

and Robert 2006).

¢) Basit tek zincir kiriklarimin ligasyonu

X-ray ya da peroksidler gibi bazi ajanlar DNA zincirinde basit kiriklara neden
olabilmektedir. Meydana gelen bu basit kiriklar DNA ligaz enzimi ile hemen
onarilmaktadir. Enzim enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5’fosfat grubu ile 3°’OH grubu
arasindaki fosfodiester bagini olusturarak onarimi gergeklestirir (William and Micheal

2002, Geoffrey and Robert 2006).

2.3.4.2 Eksizyon (kesip-cikarma) onarim

a) Baz Cikarma Onarimi

DNA’da olusan hasarm direkt olarak geri dondiiriilmesinde, bazlarda meydana gelen

her kimyasal degisiklik kendine 0zgii bir onarim mekanizmasi1 gerektirir. Ancak,

hiicreler birgok kimyasal hasar tipini diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasina

gereksinim duyarlar. Bu da eksizyon onarimidir (excision repair). Yanlis yerlestirilen ve

hasarli bazlar1 uzaklastirmak i¢in kullanilan onarim mekanizmasidir. Her yanlis baz
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tipine 6zgiin bircok yolak vardir. Bu yolaklar 2. ve 3. basamaklar ortak olmak iizere 3

adimdan olusur (Frosina et al. 1996):

1. Yanlis bazmm uygun bir DNA N-glikozilaz tarafindan uzaklastirilmasi ve bir AP
(Aptirinik/ Apirimidinik) bolge olusmasi. AP bolgeleri spontan olarak kaybolan ya da
glikozilaz etkisiyle uzaklastirilan DNA bolgeleridir. Bir memeli hiicresi giinde 10000
ptrin ve 500 pirimidin kaybeder.

2. Hasarli DNA’ya AP bdlgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz tarafindan g¢entik

atilmasi ve AP bolgesine komsu bir 3'-OH ucu olusturulmasi.

3. AP bolgesinin kesilip ¢ikarilarak (excision) uzaklastirimast ve DNA polimeraz

tarafindan 3'-OH ucunun uzatilmasi.

Insan hiicrelerinde ¢ok sayida DNA N-gikozilaz tanimlanmistir. Diger 6karyotik
organizmalarda ve prokaryotlarda da benzer yapida glikozilaz enzimi bulunmaktadir.
DNA N-gikozilazlar, bazlarin yiiksek afinite gosterdigi baglanma bolgelerine
sahiptirler. DNA sarmali {izerinde hatali eslesmeden kaynaklanan biikiilmiis yapiy1
tanir, baz ve deoksiriboz arasindaki N-glikozidik bagi hidroliz ederler. Bu iki etken

birlesince yanlis eslesen bazin DNA ¢ift sarmalindan ¢ikarilmasi kolaylasir.

DNA N-gikozilazlar ayrica AP liyaz aktivitesine sahiptirler. Bu sekilde AP
(Apirimidinik / Apiirinik) bolgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasmi keserler. Bir
sonraki adimda AP endoniikleazlar1 5’fosfodiester bagini hidroliz ederler ve uygun
niiklotidin yer almas1 i¢in abazik deoksiribozu uzaklastirirlar. Son olarak, DNA
polimeraz (polimeraz-fB) tarafindan dogru niikleotidin yerlestirilmesi ve zincirin

ligasyonu ile onarim tamamlanir (Frosina ef al. 1996).
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b) Niikleotid Cikarma Onarimi

Memelilerden mikoplazmalara kadar bir yelpazedeki organizmalar tarafindan
kullanilan, DNA bazlar1 iizerinde biiyiik eklentiler olusturarak bircok cesit hasari
tantyabilen bir onarim mekanizmasidir. Ozellikle heliks distorsiyonuna neden olan
hasarlarm onariminda etkindir. insanlarda giinesten gelen UV 1s18min karsinojenik
etkilerine (dimerler) ve sisplatin, 4-nitrokuinolin oksit gibi etkenlerle reaksiyon sonucu
olusan biiylik eklentili hasarlara kars1 6nemli bir savunma mekanizmasidir (Amundson

et al. 2002). NER mekanizmas1 su sekilde islemektedir;

1. Hasarin taninmasi

2. Protein kompleksinin hasarli bolgeye baglanmasi

3. ~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragment i¢inde birakacak sekilde lezyonun her iki
tarafindan hasarli zincirin kesilmesi (incision)

4. Degradasyon (hasar1 iceren oligontikleotidin uzaklastirilmasi)

5. DNA sarmali iizerinde meydana gelen boslugun DNA polimeraz tarafindan
doldurulmasi

(polimerizasyon)

6. Ligasyon

Kalitsal sendromlar1 (Xeroderma pigmentosum/XP, Cockayne syndrome/CS,
Trichothiodystrophy/TTD) olan bireylerde NER mekanizmasinda bozukluklar
saptanmistir. Bu bireylerde giinese duyarlilik, baz1 dokularda erken yaslanma, ndrolojik
bozukluklar ve genellikle UV kaynakli cilt kanseri insidensinde artis gozlenir

(Amundson ef al. 2002, Van Hoffen ef al. 2003).

Transkripsiyona Bagli Onarim (TCR):

DNA’da olusan hasar genomun her boélgesinde esit etkinlikte onarilmaz. Genin
transkripsiyona ugrayan zinciri ayni genin transkripsiyona ugramayan zincirine gore

daha etkin olarak onarilir. Transkripsiyona bagli onarim, RNA polimeraz [I’nin

(mRNA’y1 sentezleyen enzim) bir DNA lezyonu ile karsilastiginda olusan DNA
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onarmmidir. Global genomik onarmm (global genomic repair) ise transkripsiyondan
bagimsiz olan DNA onarmidir. Transkripsiyona ugrayan gen bdlgelerindeki timin
glikollerinin, genomun herhangi bir yerindeki timin glikollerinden daha hizli tamir
edildikleri gosterilmistir. Transkripsiyona bagimlh bu 6zellik, baz ¢ikarma onariminda
(TC-BER) ve hatali eslesme onariminda da goriiliir (Bootsma and Hoeijmakers 1993,

Brumer and Shakhnovich 2004).

c¢) Hatali Eslesme Onarimi

Hatali eslesme mekanizmasi; normal sekilde eslesmesi gereken bazlarin hatal
eslesmesinden kaynaklanan, DNA replikasyonu esnasinda meydana gelen ve cift
sarmalda anormal boyutlara neden olan hatalar1 diizeltir. E. coli’yi 6rnek aldigimizda, 7
proteinden olusan bir sistem tarafindan hatali eslesmenin belirlendigini goriiriiz. Bu
proteinler, mutS, mutL, mutH, uvrD, ekzoniikleaz I, SSB ve DNA polimeraz III’tiir. E.
coli DNA’smna bakilirsa, (5")GATC dizisindeki adeninlerin 6zel bir metilaz olan “Dam
Metilaz” tarafindan metillendigi saptanir. Replikasyon esnasinda kalip zincir
metillenmis olmasimna ragmen yeni sentezlenen zincir birka¢ dakikalik bir gecikme ile
metillenir. Bu zaman siirecinde mutS, yeni zincirdeki hatali eslesen bazlar1 tanir. Sirayla
mutL. ve mutH bir kompleks olusturmak {izere sisteme katilirlar ve DNA boyunca ¢ift
yonlii olarak metilenmemis bir GATC buluncaya kadar hareket ederler. MutH’deki
endoniikleaz fonksiyonu metil grubunun karsisinda metillenmemis zincire bir ¢entik
atmak tizere aktive olur. Metillenmemis zincir, ekzoniikleaz I, SSB ve uvrD helikaz’in
birlikte hareketi ile uzaklastirilir. DNA polimeraz III dogru DNA zincirini tekrar
olusturur ve ligasyon ile onarim sona erer. GATC bolgesi ile hatali eslesme arasindaki
uzaklik en ¢cok 1000 baz cifti olabilir. Bu nedenle hatali eslesme onarmmi etkili bir

onarim mekanizmasi degildir.

Okaryotlar, E.coli‘deki mut proteinlerine homolog proteinlere sahiptir. Ancak yeni
sentezlenen zinciri ayirmak i¢in E.coli’ye 6zgii metilasyon isleminin yerine kullanilan
mekanizma heniliz tam olarak anlagilamamistir. Hatali eslesme onarim mekanizmasi
genlerinde mutasyon olan bireylerin kalitsal nonpolipozal kolon kanserine (HNPCC)

yatkin olduklar1 tespit edilmistir (Schofield and Hsieh 2003, Stojic et al. 2004).
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2.3.4.3 Rekombinasyonal Onarim

Replikasyondan sonra aktif olan ve DNA’larin zarar gormils pargasinin
degistirilmesinde kalip olarak kullanilacak, tamamlayict ipligin bulunmadigi durumda
gorev alan bir onarim mekanizmasidir. Timin dimeri gibi bir lezyonu igeren DNA
replike olurken DNA polimeraz once lezyonda duraklar ve yeni sentezlenen zincir
boyunca bir bosluk birakarak lezyonun iizerinden atlar. RecA proteini ise bu bosluga bir
yanit olarak, rekombinasyonel bir degis-tokus islemi ile baslangicta hasarsiz
komplementer dizide bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu tamamlar. Bu islem
"verici" zincirde bir bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra doldurulur (William and

Micheal 2002, Geoffrey and Robert 2006).

2.3.4.4 SOS Onarimi

DNA’da olusan hasarin yiiksek derecede oldugu ve mevcut onarim mekanizmalarinin
basarili olamadig1 durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. Hiicrelerde meydana
gelen ciddi DNA zararlarina karsi acil yanit olarak DNA onarim enzimlerinin sayisi
artmaktadir. DNA sentezi siwrasinda, bir lezyonun lizerinden atlamak yerine, sistem,
DNA polimerazin lezyon karsisinda replikasyonu devam ettirmesini saglar. Fakat
replikasyonun dogrulugundan emin olunamaz. Bu sebeple hataya meyilli sistem olarak

da adlandirilir (William and Micheal 2002, Geoffrey and Robert 2006).

2.3.4.5 DNA Cift-Zincir Kirig1 Onarim

DNA c¢ift zincir kiriginin kaynaklari:
e lyonize radyasyon,
e Topoizomeraz inhibitdrleri (etoposide, adriamycin),

e V(D)J rekombinasyonudur.
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DNA’da olusan hasarin en yikici sekli olan DNA ¢ift zincir kiriklar1 (DSBs),
onarilmazsa kromozomlarm kirilmasma ve hiicre 6liimiine varan sonuglar dogurabilir.
Ayrica yanlis onarilmasi durumunda da kromozom translokasyonuna ve kansere sebep
olur. DSBs’ye neden olan en 6nemli eksojen ajan iyonize radyasyondur. Ayrica radon
bozunumu ve antikanser ilaglar da etkilidir. Oksidatif serbest radikaller olusturan
Bleomisin, Adriyamisin, Etoposit topoizomeraz II’yi inhibe ederek protein koprilii
DSBs’ler meydana getirirler. DSBs olusturan endojen ajanlar ise serbest radikaller
olusturan oksidatif metabolizma ve V(D)J rekombinasyonudur. V(D)J rekombinasyonu
B ve T lenfositlerini kodlayan genlerin diizenlenmesi esnasinda DSBs olusturur. DSBs

‘in onarimui i¢in 2 yol vardir (Haber 2000).

a) Homolog Rekombinasyon

DNA ¢ift zincir kiriklari, genetik bilgi korunarak, homolog DNA ile rekombinasyon
araciligiyla tamir edilir. Mayada bu yol cift zincir kirig1 onariminda baskin olarak
kullanilir. insanda homolog olmayan uc baglanmasi ile esit dnemdedir (Haber 1999,

2000).

b) Homolog olmayan uglarin baglanmasi

Homolog bir kromozomdan faydalanmaksizin DNA wuglarinin  baglanmasinin
biyokimyasal bir yoludur. Ciinkii kirik DNA uclar1 baglanabilir durumda olmayabilir ve
bu yol bazen genetik bilgide kayba da neden olur. Homolog olmayan ug
baglanmasindaki hatalar iyonize radyasyon duyarliligma ve immiin yetersizlige neden
olur. X 1smlar1 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 gruplarma sahip uclar1 birlestirebilir (Haber 1999,
2000).
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2.4 Oksidatif Stresin Belirlenmesi ve Comet Yontemi

Son 20 yilda hiicre DNA’sinda gerceklesen oksidatif baz hasarmi tanimlamak amaciyla
cok sayida kimyasal ve biyokimyasal testler gelistirilmistir. Cesitli DNA lezyonlarinin
Ol¢timiinde birtakim analitik teknikler; immunokimyasal teknikler, kapiller elektroforez,
tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi), **P post labeling 6lciim teknikleri, alkalin
elusyon testi ve kromatografik teknikler (HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-MS)
kullanilmaktadir (Dizdaroglu vd. 2002).

Diger yontemlerle karsilastirildiginda, tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi) bir cok
avantaja sahiptir. Diisiilk diizeylerde DNA hasarlarinin saptanabilmesindeki yiiksek
duyarhiligi, ¢ok cesitli hiicre tiplerinde ¢alisma olanagi saglamasi, kisa siirede, kolay
uygulanabilir olmas1 ve diisiik maliyeti a¢isindan tercih edilen bir yontemdir. Bunlara
ek olarak, Comet testi, tek hiicre diizeyinde ¢alisilabilir olmasi, tek zincirde, ikili
zincirde ve alkali labil bolgelerde DNA hasarmmi Glgmesinin yaninda, spesifik
endoniikleaz lezyonlarmm tanimi, UV’ye ugramis pirimidin dimerlerini, oksidize
bazlar1 ve alkalizasyon hasarlarini saptamast nedeniyle de yaygin olarak

kullanilmaktadir (Tice et al. 2000).

Comet yonteminin temel prensibi kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik ve
sitotoksik ajanlarin canli hiicreler tizerindeki etkilerini, hiicrelerin DNA’larin1 tek tek
inceleyerek tespit etmektir. Genel olarak, canli dokulardan izole edilen c¢ekirdek
icindeki DNA, ince bir agaroz jel icine fikse edilir ve elektroforetik ortamda ytiriitiiliir.
Eger cesitli genotoksik ajanlarla hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalar1 ile tamir
edilememis, tek veya ¢ift DNA zincirlerinde kirilmalar olugsmus ise kirillan farkl
molekiil agirliklarma ve farkli elektrik yiikiine sahip kirilmis DNA molekiilleri
elektroforetik ortamda farkli hizlarda gé¢ ederler. DNA molekiilleri ethidium bromid
gibi DNA’ya spesifik boyalarla boyanip floresan mikroskop altinda incelendiginde
hasarin derecesine gore DNA’lar dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar
cesitli derecelerde goriintiiler olusturduklarindan yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz”
anlamma gelen “Comet Assay” adi verilmistir (Lin et al. 2007, Dikilitas vd. 2009,
Gichner et al. 2009).
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Tek hiicre jel elektroforez veya Comet analiz yontemi ilk kez Ostling ve Johansson
(1984) tarafindan temelleri olusturulmus bir yontem olup, daha sonra ¢esitli arastiricilar
tarafindan giiniimiize kadar modifiye edilmis ve yeni teknikler ile birlikte sunulmustur
(Singh et al. 1988, Gichner ef al. 2008). Metot dncelikle alkali ortamlarda uygulandigi
icin alkali comet analizi ya da alkali tek hiicre jel elektroforezi seklinde kullanilmastir.
Ancak son yillarda, N/N (Notr gevseme/Notr elektroforez) ve A/N (Alkali
gevseme/Notr elektroforez) seklinde de uygulanmaya baslanmistir (Lin et al. 2007).
Metodun alkali versiyonu, A/A (Alkali gevseme/Alkali elektroforez, pH 13) DNA’nin
cift ve tek sarmal yapida olan hasarlarimi 6lgmek igin kullanilmaktadir (Gichner and
Plewa 1998, Lin et al. 2007). Sadece genotoksik ve mutajenik maddeler degil, ayni
zamanda oksidatif stres de DNA {izerinde hasar olusturdugundan, bu calisma konular1

icinde de yer alabilecek onemli bir yontemdir (Achary ef al. 2008, Dikilitas vd. 2009).

Bugiin Comet yontemi Maya hiicrelerine basari ile uygulanmaktadir. Bu yonetimi
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerine uygulamak pek cok avantaji birlikte getirir.
Gerek cabuk gelisen bir organizma olmasindan, gerekse kiiltiiriiniin ucuz ve kolay elde
edilebilir olmasindan dolayr bu organizma tercih edilmektedir. Giiniimiizde, diinya
genelinde alman oOnleyici kararlar ile bircok hayvanin kimyasal deneylerde
kullanilmasma kisitlama getirilmektedir (Rank ef al. 2009). Bu sebepten dolayi,
Saccharomyces cerevisiae bu problemin ¢0ziimii olabilir. Clinkii yiiksek 6karyotlar ile
mayalar, transkripsiyon, translasyon, replikasyon ve DNA onarim mekanizmalari
bakimmdan benzerlik gdsterirler. Insanlarda gesitli hastaliklarla ilgili olan genlerin
yaklasik %30’u maya genleri ile eslesmekte, insan hiicrelerinin tersine, maya genleri

molekiiler biyoloji teknikleri ile kolayca manipiile edilmektedir (Silva ef al. 2005).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1 Kullamlan Test Mikroorganizmalar

Yeast Comet Assay olarak da adlandirilan bu ¢alismada, ilgili tiim bdliimlerde, Portekiz
Minho Universitesi, Biyoloji Boliimiinden temin edilen Saccharomyces cerevisiae
BY4741 susu (MATa his341 leu2A40 met1540 ura340) kullanild:.

6 mm c¢apmdaki antibiyotik disklerin kullanildig1 antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde ise, gram pozitif bakteriler olarak: Micrococcus Iuteus, Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Basillus cereus (ATCC 11778), Enterecoccus fecalis
(ATCC 29212), Bacillus subtilis (NRS-744), gram negatif bakteriler olarak: Escherichia
coli (ATCC 25992), Salmonella typhimurium (NRRLB-4420), Proteus vulgaris
(NRRLB-4420), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 11778) kullanildi. Tiim test
mikroorganizmalar, Eskisehir Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimiinden temin edildi.

3.1.2 Test icin Kullanilan Bitki Materyali

Bu c¢alismada, Chenopodium album tiriiniin yaprak ekstraktlar1 ile calisildi. Bitkiler
Agustos ayinda, Afyonkarahisar ili, havaalani cevresinde, bahce igleri ve yol
kenarlarindan toplanmastir.

3.1.3 Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1 Normal kaynama dereceli agar (NMA)

3.1.3.1.1 Maya hiicreleri icin (% 0,5)
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NMA (Sigma, A 4718) 0,01 g
Sorbitol Tamponu 2,00 mL

3.1.3.1.2 Lokosit Hiicreleri Icin (%1)

NMA 0,02 g
PBS 2,00 mL

Belirtilen oranda aliman maddeler ateste kaynayana kadar 1sitilarak homojen bir ¢ozelti
elde edildi. Sicak bir sekilde, ikinci veya tliglincii yilizeylerin tutturulmasi amaciyla
lamlarin iizerine yayild1.

3.1.3.2 Diisiik kaynama dereceli agar (LMA)

3.1.3.2.1 Maya Hiicreleri i¢in (% 1,5)

LMA (Sigma, A 9414) 0,03 ¢g

Sorbitol Tamponu 2,00 mL

3.1.3.2.2 Lokosit Hiicreleri icin (% 0,8)

NMA 0,016 g
PBS 2,00 mL

Seklinde hazirlanan maddeler ateste kaynayana kadar sitilarak homojen bir ¢6zelti elde
edildi. Ilik bir sekilde, hiicrelerin agaroz jele tutunmasini saglamak amaci ile NMA ile

kapli olan lamellere yayildi.
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3.1.3.3 Sorbitol Tamponu

1 M sorbitol (Sigma, S 0900) 18,20 g
25 mM KH,PO4 (Merck, 1.04871) 0,34 g

Belirtilen 6l¢lide alinan maddeler distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. pH 6,5 olarak

ayarlandi. Comet yonteminde, hiicrelerin yikanmasi isleminde kullanildi.

3.1.3.4 Litikaz Tamponu

Litikaz (Sigma, L 2425) 0,0l g
Sorbitol Tamponu 2x 2500,00 uL
deioyonize H,O 1500,00 pL
B-merkaptoetanol (Sigma, M 7522) 20,00 puL

Belirtilen olgiilerde olusan karisim 5 mL’liktir. Comet yOnteminde, maya hiicre

duvarmin pargalanmasi ve sferoplastlarin elde edilmesinde uygulanda.

3.1.3.5 Lizis Tamponu

3.1.3.5.1 Maya Hiicreleri i¢in

30 mM NaOH (Sigma, 06203) 0,24 g
1 M NaCl (Sigma, 13423) 11,72 g
% 0.05 Lauril sarkozin (Sigma, L 9150) 0,10 g
50 mM EDTA (Sigma, E 5134) 0,72 g
10 mM Tris-HCI (Sigma, T 3253) 0315¢g

Maddelerinden tartilarak distile su ile 200 mL’ye tamamlandi. pH 10 olarak ayarlandi.
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3.1.3.5.2 Lokosit Hiicreleri i¢in

2.5 M NaCl 26,46 g
100 mM EDTA 6,696 g
10 mM Trizma Base 0,216 g

Maddelerinden tartildi ve distile su ile 180 mL’ye tamamlandi.

e (Cahsma cozeltisi

% 1 Triton X-100 (Sigma, T 8787) 0,20 mL
%10 DMSO (Sigma, D 8418) 10,00 mL

Hacimlerinde alinarak balon jojeye alindi. Uzerine 20 mL stok PBS ¢ozeltisi eklendi.

Her ¢calismadan 6nce taze hazirlanarak Lizis ¢ozeltisi lizerine ilave edildi.

Her iki Lizis ¢ozeltisi de Comet yonteminde, hiicrelerin Lizise ugramasi amaci ile

kullanildt.

3.1.3.6 Elektroforez Tamponu

3.1.3.6.1 Maya Hiicreleri i¢in

30 mM NaOH 0,60 g
10 mM EDTA 1,80 g
10 mM Tris-HCI 0,78 g

Tartilarak maddeler distile su ile 500 mL’ye tamamlandi. pH 10 olarak ayarlandi.
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3.1.3.6.2 Lokosit Hiicreleri i¢in

300 mM NaOH 6,00 g
1 mM EDTA 0,18 ¢

Belirtilen oranda tartilan maddeler distile su ile 500 mL’ye tamamlandi. pH 13 {izeri

olacak sekilde ayarland:.

Her iki ¢ozelti de sarmal yapida olan DNA’nin ¢oziiliip gevsemesine yardimci

olmaktadir.

3.1.3.7 Stok PBS Cozeltisi

NaCl 8,00 g
KCI 0,20 g
KH,PO4 0,20 g
Na,HPO4 LLISg
Tris-HCl 1,60 g

Maddelerinden tartild1 ve distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. 10 kat diliie edilerek

kulanildi. Comet yonteminde, kan hiicrelerinin yikanmasi amaci ile uygulandi.

3.1.4 Kullanilan Besi Yerleri

3.1.4.1 Kat1 ve S1v1 Yeast Peptone Dextrose (YPD) Besi Yeri

Kat1 YPD Besi Yeri S1vi YPD Besi Yeri
Maya ekstrakt1 (Fluka, 92144) 10,00 g 10,00 g
Pepton (Fluka, 70173) 20,00 g 20,00 g
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Dekstroz (Sigma, D 9434) 20,00 g 20,00 g
Agar (Sigma, A 1296) 20,00 g -

Maddelerinden tartilarak distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi ve hiicrelerinin

uretilmesinde kullanildi.

3.1.4.2 Nutrient Agar - Nutrient Broth

Nutrient Agar Nurtient Broth
Pepton (Fluka, 70173) 5,00 ¢g 5,00 g
Et ekstrakt1 (Fluka, 70164) 3,00 g 3,00 g
Agar (Sigma, A 1296) 12,00 g -

Tartilan maddeler distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Antimikrobiyal aktivitenin

belirlenmesi i¢in test mikroorganizmalarin liretilmesi amaci ile hazirlandi.

3.1.5 Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Derin Dondurucu (-200C) (Ariston)

Derin Dondurucu (-800C) (Revco)

Elektroforez (Biometra Analitik)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Power Pack P 25)

Etiiv (Dedeoglu)

Floresan Mikroskop (Olympus)

Hassas Terazi (AND)

Inkiibator (Heraeus)

Lam (26x76mm) ve Lamel (24x60mm) (Marienfeld)
Manyetik Karistiric1 (Stuart Scientific,7801Dottingen,M-21)
Mikropipetler 0-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl (Finnpipette,Gilson,Biohit)
Mikrosantrifiij (Heraeus)

pH metre (Cyberscan)
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3.2 Metot

3.2.1 Bitki materyalinin ekstraksiyonu

Chenopodium album bitkisinin yapraklar1 ilk asamada herbaryum ortaminda kurutuldu
ve mikser yarmmi ile Ogiitillerek toz haline getirildi. Daha sonra Sokslet cihazinda
kullanilmak tizere yapraklardan 30’ar gram tartildi. Sokslet ile ekstraksiyonda ¢oziicii
olarak, 30 g bitki materyali icin 300 mL metanol kullanildi. Ekstraksiyon islemi 24 saat
sirdii. Bu islemden sonra, elde edilen ekstrakt doner buharlastiricida (Rotary
evaporator), 30 °C veya 40 °C’de buharlastirildi ve 4 °C’de muhafaza edildi (Karakaya
2003).

3.2.2 Maya Susunun Saklanmasi

Saccharomyces cerevisiae suslar1 oncelikle kat1 YPD besi yerine ekildi. Kat1 YPD besi
yerinde gelisen hiicreler, daha sonra agarin olmadigi stvi YPD besi yerinde, ¢alkalayici
yardim ile 30°C’de, 200 rpm’de gelistirildi. Optik yogunlugu 600 nm oluncaya kadar
beklendi.

3.2.3 Comet Yontemi ile DNA Hasarimin ve Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

3.2.3.1 Maya hiicrelerinde

Stok kiiltiirdeki Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinden 1 koloni alinarak 10 mL’lik
sivi YPD besiyerine aktarildiktan sonra, 30 °C’de, 200 rpm’de, 1 giin inkiibe edildi.
Daha sonra uygun hacimde hiicre, OD600’de 0,1 olacak sekilde, 25 mL’lik sivi YPD
besi yerine aktarildi ve OD600’de 0,4 — 0,8 hiicre oluncaya kadar, ayn1 kosullarda
inkiibasyona birakildi. Uygun yogunluga gelen hiicreler daha sonra, 5000 rpm’de,
4°C‘de, 2 dakika santrifiij edildi ve ayni miktar deiyonize su ile 4°C’de yikandi.

Stipernatant atilarak, Pellet yine ayni miktardaki Sorbitol tamponu ile siispanse
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edildikten sonra, 1 mL aliarak 15300 rpm’de, 4°C’de, 2 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atilarak pellet, 1 mL Litikaz tamponunda siispanse edildikten sonra,
sferoplastlar1 elde etmek amaci ile 200 rpm’de, 30 °C’de, 30 dakika beklemeye
birakildi. Daha sonra Litikaz tamponundaki sferoplastlar, kullanacagimiz slayt sayisi
kadar ependorf tiiplerine, her tiipe 80 uL olacak sekilde paylastirildi ve 15300 rpm’de,
4°C’de, 2 dakika santrifiij edildi. Pellet 80 uL, % 1,5 oraninda LMA ile 35 °C’de
siispanse edildi. Daha sonra bu karisim, 6nceden hazirlanmais, tizerlerine % 0,5 oraninda,
135 puL NMA yayilmis olan cam slaytlara alindi1 ve lamel ile kapatilarak yayilmasi
saglandi. Bu noktadan sonra tiim asamalar 4°C’de yapildi. Lameller slaytlardan
kaydirilarak alindi (Negatif kontrol). Daha sonra Sorbitol tamponu i¢inde
cozdirdigimiiz Chenopodium album ekstresinden (0,4 mg/mL ve 2 mg/mL)
belirledigimiz slaytlarin tizerindeki jellere 80 pL yayildi. Slaytlar lamellerle tekrar
kapatilarak 30 °C’de 20 dakika beklemeye birakildi. 20 dakika sonunda, jeller
katilagmasi i¢in buz kasetlerinin tistiinde kisa bir siire bekletildi ve sonrasinda lameller
slaytlardan kaydirilarak alindi. Bir sonraki asamada, pozitif kontrol olarak
kullandigimiz ve sadece oksidan soliisyonu icerecek olan slaytlar iizerine 300 uL. H,O,
(10 mM ) yayildi. Chenopodium album ekstresinin uygulandig: slaytlara ise yine 300
puL H,O, (5 mM ) yayildi. 20 dakika beklendikten sonra, jeller Sorbitol tamponu ile 5
dakika yikandi ve Lizis soliisyonu i¢ine alindi. 20 dakika sonra soliisyondan ¢ikarilan
slaytlar elektroforez tamponu ile yikandiktan sonra, yine bu tampon i¢inde 20 dakika
bekletildi. Inkiibasyon sonunda 10 dakika, 0,7 V/cm olacak sekilde ve minimal 151k
altinda yliriitme islemine ge¢ildi. Daha sonra jeller 10mM Tris-HCI tamponunda, pH
7,4te, 10 dakika bekletilerek notralize edildi. Bu asamanin ardindan, ornekler, 6nce
%76’lik sonra % 96’lik etanol ile 10 dakika fikse edildi. Laminal kabinde, 4°C’de
kurumaya birakilan slaytlar son olarak 60 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 smiflandirildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar 0, maksimum hasar olan
DNA’lar 4 olarak degerlendirildi. Hasar birimi olarak “Arbitrary Unit” (AU) kullanild1
(Marques 2009).
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3.2.3.2 Lokosit hiicrelerinde

Deneyde kullanilan insan lenfosit hiicreleri saglikli goniillillerden alman kandan
saglandi. Bitki ekstresi ise PBS tamponu ile ¢oziilerek farkli konsantrasyonlar elde
edilerek hazirlandi. Steril kosullarda kan alma isleminden sonra ayn1 miktarda histopak
ve kan, ependorf tiiplerine alindi. Oda sicakliginda 2000 rpm’de, 20 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi tiiplerde olusan ve hiicrelerin bulundugu bulutsu kisim
mikropipet ile ¢ekildi. Bu kisim ayr1 ependorf tiirlerine alinarak {lizerine esit miktarda
PBS tamponu eklendi. 2300 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildu.
Dipte kalan hiicrelere, hiicre yogunluguna goére 500-1000 pL PBS eklendi ve homojen
¢dzelti olmasi saglandi (Negatif kontrol). Daha sonra ekstrakt uygulamasina gegildi. Iki
ayrt ependorf tlipline, PBS tamponu i¢inde c¢ozdirdigimiiz Chenopodium album
ekstresinden (0,4 mg/mL ve 2 mg/mL) 200 pL aktarildi. Uzerlerine 700 uL PBS ve 100
uL negatif kontrolden ilave edildi. Karigim 37 °C’de, 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Stire dolduktan sonra, hiicreler 2500 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
atildi. Dipte kalan hiicrelerin iizerine 475 pL PBS ve 25 uL H,0, (5 mM) eklendi. Ayni
siire zarfinda Pozitif kontrolii hazirlamak i¢in, baska bir ependorf tiiptine, 800 uL. PBS,
100 uL H,O; (10 mM) ve 100 pL negatif kontrolden eklendi. Ependorf tiipleri 5 dakika,
4 °C’de bekletildi. Sonrasinda 2500 rpm’de, 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atild1.
Hiicreler iizerine 500 pL PBS eklendi. Ardindan tekrar 2500 rpm’de santriflij islemi
yapildi ve siipernatant atildi. Sonrasinda ayri ependorflara negatif kontrol, pozitif
kontrol ve bitki ekstraktlarinin oldugu ependorflardan 20 pL alindi ve tizerine % 0,8’lik
LMA eklenerek karistirildi. Karisim, dnceden hazirladigimiz, iizerlerine % 1’lik NMA
yayilmis olan slaytlara 2. kat olarak yayildi. Uzerleri lameller ile kapatilarak 2 dakika
buz kasetleri tizerinde bekletildi. Lameller jellerin kaydirilarak alindi ve tiim slaytlar 1
saat Lizis tamponunda beklemeye alindi. 1 saat sonunda Lizis tamponundan alinan
slaytlar elektroforez tamponunda 20 dakika beklemeye alindi. Bir sonraki islem olan
yiiriitme islemi, 20 dakikada, 450 mA ve 20 V kosullarinda gercgeklestirildi. Jeller
10mM Tris-HCI tamponunda, pH 7,4’te, 10 dakika bekletilerek noétralize edildi.
Laminal kabinde, 4°C’de kurumaya birakilan slaytlar son olarak 60 uL. Etidyum bromiir
ile boyandi. DNA hasar1 Floresan Mikroskopta (Olympus) gozle degerlendirildi. Her bir
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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 ( Tokag 2007).

-

2. Dereceden Hasar 3.Dereceden Hasar

4. Dereceden Hasar

Sekil 3.1 Meydana gelen DNA hasarlarinin fleuresan mikroskop altindaki goriintiileri

3.2.4 Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Aktivitelerin Arastirilmasi
Chenopodium album’un yapraklarindan elde edilen ekstrelerden 0,1 g tartilip 1 mL

DMSO’da vortex ile karistirilarak birinci stok ¢ozelti, 0,01 g tartilip I mL DMSO’da
coziilerek ikinci stok ¢ozelti, 0,0125 g tartilip 1 mL DMSO’da ¢oziilerek ise iiglincii
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stok c¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan ekstrelerin Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Salmonella typhimurium (NRRLB-4420),
Bacillus  subtilis (NRS-744), Proteus vulgaris, Micrococcus luteus, Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus (ATCC
11778) bakterileri tizerine etkileri Disk Difiizyon Testi ile incelendi. Bakteri kiiltiirler1
0,5 Mc Farland (McF) ‘a gelinceye kadar 37°C *de NB’da inkiibasyona birakildi, 0,5
Mc Farland standardina gore ayarlanan bakteri siispansiyonlar1 agar besiyeri bulunan
petrilere ekildi. Ekim steril pamuklu silgicler ile uygulandi. Pamuklu silgi¢, bakteri
kiiltiirline batirildiktan sonra, sivinin fazlasi silgicin tiip ylizeyine bastirilmasi ile akitildi
ve plak ylizeyine siiriilerek tiim yiizeye ekim yapildi. Bakteri ekimi yapildiktan sonra
hazirlanan diskler besiyerinin yiizeyine yerlestirildi. Bu diskler iizerine birinci stok
cozeltiden 5 ve 10 uL emdirilerek 50 ve 100 pg, ikinci stok ¢ozeltiden 10, 5 ve 2,5 pL
emdirilerek 250, 500 ve 1000 pg, ticlincii stok ¢ozeltiden ise 10 pL emdirilerek 125 pug
calisildi. Oda sicakliginda yarim saat bekletildikten sonra 37 °C’deki inkiibatore
yerlestirildi. Gecelik inkiibasyondan sonra olusan zonlarin ¢aplart mm olarak olciildi.
Her bir ekstre i¢in 3 tekrar yapildi, belirtilen degerler bu 6lgtimlerin ortalamalar1 olarak
alindi. Negatif kontrol olarak DMSO, pozitif kontrol grubu olarak Amoksisislin-
klavulonik asit (AMC30), Tetrasiklin (TE30), Cefotetan (CN10), Ampisilin (AMP10),
Oflaksasin (OFXS5), Teikoplanin (TEC30) kullanild1 (Collins et al. 1989, Bradshaw
1992, Digrak et al. 1999).

3.2.5 Total Oksidan ve Antioksidan Seviyelerin Olciilmesi

3.2.5.1 Total Oksidan Seviyesi (TOS)

C. album metanolik yaprak ekstresinin total oksidan seviyelerinin 6l¢iilmesinde hazir kit

kullanilmistir (Rel Assay Diagnostic, RL0024). Kitin ¢calisma prensibi ise su sekildedir:
Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik iyona

oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina

cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda kromojen ile renkli bir kompleks
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olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktaryla iliskili olan rengin siddeti
pektrofotometrik olarak dlgiilmektedir. Standart olarak H,O; kullanilir. Sonuglar umol
H,0; equivalent/L olarak ifade edilir (Erel 2005).

Hazir kitte bulunan bilesikler:
e Reagent 1 (Assay Buffer): 50 mLx1
e Reagent 2 (Prokoromojen Cozeltisi): 10 mLx1
e Standart 1 (Kor ¢ozelti)
e Standart 2 [ Stabil stok standart ¢ozelti (SSSS)] ( 800 Mm H,O, Equiv./L)

Oncelikle standart calisma soliisyonu hazirlanir. SSSS 40.000 kar deiyonize su ile diliie
edilir. 50 pLL SSS 10 mL deiyonize suya ilave edilir ve vortekslenir. Hazirlanan
soliisyondan 50 pL alinir tekrar 10 mL deiyonize suya eklenir. Son konsantrasyon

olarak elimizde 20 uM H,0O, bulunur.

Bu asamadan sonra Ornekler sulandirilir. Bos tiiplere 500 pL Reagent 1 koyularak
iizerine de 75 pL ornek ilave edilir. Standart 1 olarak kullanilacak tiipe 500 pL Reagent
1 ve 75 pL deiyonize su eklenir. Standart 2 tiipiine ise 75 pL diliie ettigimiz H,O,’den
ilave edilir. 530 nm’de ilk absorbanslarina bakilir. Daha sonra tiim 6rneklerin iizerlerine
25 puL Reagent 2 eklenerek 5 dakika, 37 °C’de bekletilerek ikinci absorbans degerleri

Olciiliir. Sonug asagidaki formiil ile hesaplanir:

Total Oksidan Seviyesi (TOS): (AAbs.6rnek / AAbs.standart2) x 20

A: Abs.2-Abs.1

3.2.5.2 Total Antioksidan Seviye (TAS)

C. album metanolik yaprak ekstresinin total antioksidan seviyelerinin Ol¢iilmesinde
hazir kit kullanilmistir (Rel Assay Diagnostic, RL0017). Kitin ¢aligma prensibi ise su
sekildedir:
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ABTS radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarmma katilarak koyu mavi-yesil renk
olusumu artirmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon
reaksiyonlarmi bastirarak renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik
analizorde 660 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiilerek sonug gosterir ve total
antioksidan seviye hakkinda bilgi verir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir
bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonug¢lar mmol Trolox equivalent/L olarak ifade

edilir (Erel 2004).

Hazir kitte bulunan bilesikler:

e Reagent 1 (Assay Bufer): 50 mLx1
e Reagent 2 (Renkli ABTS radikal soliisyonu): 10 mLx1
e Standart 1 ( Kor ¢ozelti)

e Standart 2 ( 1.0 mmol Trolox equivalent/L soliisyon): 10 mLx1

Oncelikle drnek tiiplerine 500 pL Reagent 1 ve 30 uL ornek ilave edildi. Daha sonra
Standart 1 tiipiiniin hazirlanmasi i¢in bos bir tiipe 500 uL. Reagent 1 ve30 pL deiyonize
su eklendi. Standart 2 tiipii ise ayn1 sekilde 500 pl. Reagent 1’in lizerine 30 pL
deiyonize su eklenmesi ile elde edildi. Ik spektrofotometrik okumalar 660 nm’de
gerceklestirildikten sonra tiim 6rnekler lizerine 75 pL Reagent 2 eklenir ve 5 dakika, 37
°C’de bekletilerek ikinci absorbans degerleri Olgiiliir. Sonu¢ asagidaki formiil ile

hesaplanir:

Total Antioksidan Seviye (TAS): [(AAbs.standartl) - ( AAbs.6rnek)] /
[(AAbs.standart]) — (AAbs.standart2)]

A: Abs.2-Abs.1
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3.2.6 Istatistiksel Analizler
Sonuglarm istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc. Chicago

USA) for Windows paket programi tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA),
LSD testi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

4.1 Antimikrobiyal Aktivite

C. album bitkisinin metanolik yaprak ekstresinin antimikrobiyal etkileri Cizelge 4.1-

2’de, B. subtilis, L. monocytogenes ve P. aeruginosa iizerinde olusturduklar1 inhibisyon

zonlar1 Resim 4.1-2-3"de verilmistir.

Resim 4.1 C. album metanolik yaprak ekstresinin E. fecalis iizerinde olusturdugu

inhibisyon zonlar.
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Resim 4.3 C. album metanolik yaprak ekstresinin P. aeruginosa lizerinde olusturdugu

inhibisyon zonlar1

62



Cizelge 4.1 C. album metanolik yaprak ekstresinin (pug/mL) gram negatif bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etki sonuglar1

DMSO AMC TE OFX 50 pg 100 ng 125 ng 250 ng 500 pg 1000 pg

E. coli - 30 25 35 - - 8 9 10 12
(ATCC 25922)

S. typhimurium - 33 26 38 7 7 8 9 9 11
(NRRLB-4420)

P. vulgaris - 23 22 35 7 8 9 9 11 12
(ATCC 7644)

P. aeruginosa - * * * 7 8 8 9 9 12

(ATCC 11778)

DMSO: Dimetil siilfoksit, AMC 30

: Amoksisislin-klavulonik asit, TE 30: Tetrasiklin, OFX 5: Oflaksasin, *: Belirlenemedi, inhibisyon zonlar1 (mm)
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Cizelge 4.2 C. album metanolik yaprak ekstresinin (ug/mL) gram pozitif bakteriler {izerindeki antimikrobiyal etki sonuclar1

DMSO CN AMP TEC 50 pg 100 ng 125 ng 250 ng 500 pg 1000 pg
M. luteus - 15 13 10 7 7 9 9 9 9
(ATCC 7644)
L. monocytogenes - 15 13 21 7 7 8 8 10 11
(ATCC 7644)
B. cereus - 17 - - 7 8 8 10 11 12
(ATCC 11778)
E. faecalis - 12 13 24 - - 8 9 10 10
(ATCC 29212)
B. subtilis - 28 28 22 7 8 8 10 10 13
(NRS-744)

DMSO: Dimetil siilfoksit, CN 10: Cefotetan, AMP 10: Ampisilin, TEC 30: Teikoplanin, Inhibisyon zonlar1 (mm)
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C. album yaprak ekstrelerinin gerek gram negatif, gerekse gram pozitif bakteriler
iizerine etkili oldugu saptanmistir. Yaprak ekstreleri en fazla antimikrobiyal etkiyi
denenen en yiiksek doz olan1000 pg/mL’de géstermistir. 1000 pg/mL da en fazla etki B.

subtilis’te (13 mm), en diisiik etki ise M. luteus’da (9 mm) bulunmustur.

50 ve 100 pg/mL’de, ekstraktlarin; E. coli, P. aeruginosa, Yersinia ve E. faecalis

iizerine etkisinin olmadig1 saptanmgtir.

B. cereus’un, AMP ve TEC’e karsi direngli olmamasima ragmen ekstraktlarin denenen

tiim konsantrasyonlarma duyarlh oldugu goriilmiistiir ( Cizelge 4.1 ve 4.2).

4.2 Total Oksidan ve Antioksidan Seviye ( TOS ve TAS)

Cizelge 4.3 C. album metanolik yaprak ekstresinde total oksidan, antioksidan

seviyelerin ve oksidatif stres indeksinin sonuglari.

TAS TOS
CYE 0,4 mg/mL 1,051 20,0
CYE 2 mg/mL 1,301 15,2

CYE: C.album yaprak ekstresi, TAS: Total antioksidan seviye, TOS: Total oksidan seviye

Calismamizda C. album yaprak ekstresinin konsantrasyona baglh olarak TAS

kapasitesinin arttig1 saptanmistir (Cizelge 4.3).
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4.3 Comet Yontemi

4.3.1 Maya Hiicrelerinde

C. album yaprak ekstrelerinin 0,4 mg/mL ve 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarinm H,O, ile
indiiklenmis maya hiicrelerinde olusan DNA hasarma karsi etkisi arastirilmistir. Pozitif
kontroldeki hasar ortalama 165,3 + 8,4 olarak saptanmistir. Bu deger denenen diger tiim
uygulamalar i¢in farkli bulunmustur (p < 0.05). Yaprak esktraktlari ile birlikte H,O; in
uygulandig1 6rneklerde (YE-0,4 mg/mL +H,0, ve YE-2 mg/mL +H,0O; ) olusan DNA
hasari, sadece yaprak ekstrakti uygulanan slaytlara gore (YE-0,4 mg/mL ve YE-2
mg/mL) daha fazla bulunmustur C. album yaprak ekstrelerinin gerek 0,4 mg/mL
gerekse 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarmin, H,O, ile birlikte uygulandig: slaytlardaki
DNA hasar1 pozitif kontrole goére daha distik olup bu durum C. album yaprak
ekstrelerinin, H>O,’ nin neden oldugu oksidatif stres kaynakli genetik hasara karsi

koruyucu rol oynadigini gostermektedir (Cizelge 4.5) (Resim 4.4).

4.3.3 Lokosit Hiicrelerinde

H,0; ile indiiklenmis 16kosit hiicrelerinde yapilan DNA hasar ¢alismasinin sonucu
pozitif kontrolde hasar diizeyi ortalama 58,0 + 2,6 olarak saptanmistir. Yaprak
ektresinin 0,4 mg/mL’lik konsantrasyonunda hasar ortalama 41,0 = 10 iken, 2
mg/mL’lik konsantrasyonda ise ortalama 20,3 + 1,5 olarak bulunmustur. Ekstraktlarin
konsantrasyonlar1 arttik¢a olusan hasarmn azaldigi gozlemlenmistir. HO, uygulanmig
olan yaprak ekstrelerindeki hasarin (YE-0,4+H,0, ve YE-2+H,0, ) pozitif kontrole gore
daha diisiik, H,O; ile indiiklenmemis yaprak ekstrelerine (YE-0,4 ve YE-2) gore ise
daha yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.4) (Resim 4.5).

Gerek lokosit gerekse maya ile yapilan DNA hasar ¢alismalari, C. album yaprak

ekstrelerinin oksidatif stres kaynaklt DNA hasarina karsi korunmada rolii oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 4.4 C. album metanolik yaprak ekstresinin H»O; ile indiiklenen 16kosit

hiicrelerinde olugsan DNA hasarina (AU) kars1 direnci

N  Ortalama+SD NK PK  YE-04 YE-04+H,0, YE-2 YE-2+H,0,

NK 3 9,6 +4,7 - 1 1 1 0 1

PK 3 58,0+£2,6 1 - 1 0 1 1
YE-0,4 3 41,0+ 10 1 1 - 1 1 1
YE-0,4+H,0, 3 54,0+ 10 1 0 1 - 1 1
YE-2 3 20,3+1,5 0 1 1 1 - 0
YE-2+H,0, 3 273+25 1 1 1 1 0 -

NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol, YE: Yaprak ekstrakti (mg/mL), N: Tekrar sayisi, SD: Standart
sapma

1: Farkli ( p <0,05)

0: Benzer ( p > 0,05)

Cizelge 4.5 C. album metanolik yaprak ekstresinin H,O, ile indiiklenen maya

hiicrelerinde olugsan DNA hasarina (AU) kars1 direnci

N  Ortalama+SD NK PK  YE-04 YE-04+H,0, YE-2 YE-2+H,0,

NK 3 106,0 £ 12,3 - 1 1 0 1 0

PK 3 165,3+8,4 1 - 1 1 1 1
YE-0,4 3 87,6738 1 1 - 1 0 1
YE-0,4+H,0, 3 114,70+8,3 0 1 1 - 1 0
YE-2 3 87,30+8,3 1 1 0 1 - 1
YE-2+H,0, 3 112,0+7,2 0 1 1 0 1 -

NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol, YE: Yaprak ekstrakti (mg/mL), N: Tekrar sayisi, SD: Standart
sapma

1: Farkli ( p <0,05)

0: Benzer (p > 0,05)
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Resim 4.4 Etidyum Bromid ile Boyanmig Maya DNA’larinin floresan mikroskop goriintiisii.

A ve E: 3. Dereceden hasarli maya hiicreleri (YE-0,4+H,0; . YE-2+H,0,). B, C ve D: 4. Dereceden hasarlt maya hiicreleri (Pozitif kontrol). F: Hasarsiz maya
hiicreleri (Negatif kontrol).
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)

Resim 4.5 Etidyum Bromid ile Boyanmig Lokosit DNA’larinin floresan mikroskop goriintiisii

A: 1.Dereceden hasarli 16kosit hiicreleri (YE-2+H,0,). B: 3. Dereceden hasarl 16kosit hiicreleri (Pozitif kontrol). C: Hasarsiz 16kosit hiicreleri (Negatif kontrol). D:
2.Dereceden hasarl 16kosit hiicreleri (YE-0,4+H,0,)
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5. TARTISMA ve SONUC

Gilintimiizde bitkiler dogal ilag hammaddelerinin vazge¢ilmez kaynaklaridir. Bu
bilesiklerin  antialarjik, antioksidan, antiiilserojenik, antiviral, antimikrobial,
hipoprotektiv vb. 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Son on yilda antimikrobiyal
etki gosteren bitki iirlinleri mikroorganizmalara olan etkileri nedeniyle biytik ilgi
kazanmiglardir. Bunun sebebinin; 6zellikle yiyeceklere eklenen sentetik maddelerin
sagliga zararli olan etkisi olarak goriilmektedir. Ayrica bilinen tiim antibiyotiklere,
direng gelistirmekte olan bakterilerde, ila¢ direngliligi artmakta ve yayilmaktadir. Son
yillarda ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi 6nerilmektedir ve bazi
geleneksel bitkiler antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir (Abascal and Yarnell

2002).

Chenopodium halofilik bir bitki olmas1 nedeni ile zor kosullara dayanikli olup (Zeybek
ve Zeybek 1994) ozellikle kurak yerlerde, azot ve potasyum bakimmdan zengin
topraklarda yayilis gostermektedir. Esansiyel yaglar1 basta olmak iizere degisik
coziiclilerden elde edilen ekstraktlar1 antimikrobiyal etkiye sahiptir (Akman vd. 2007).
Bitkinin yetistigi cografik konum ve iklim kosullar1 bitkinin esansiyel yag

kompozisyonu lizerinde etkilidir (Lahlou 2004).

C. album fizerine yapilan ¢alismalarda bu bitkinin; antifungal (Tahara et al. 1994),
antipriiritik, antinosiseptif (Dai et al. 2002), hipotansiyon (Gohar and Elmazar 1997)
gibi bir¢ok etkisinin bulundugu tespit edilmistir.

Dembitsky et al (2008) Akdeniz’de yetisen C. album tiirlerinden elde edilen esansiyel
yaglar ilizerinde yapitiklar1 arastirmada, bu yaglarin igeriginde limonen (23,2 %), a-
terpinil asetat (13,7 %), a-terpinen (12,3 %) ve cis-askaridol (12,2 %) oldugunu tespit

etmislerdir

C. album’un esansiyel yaglar1 lizerine yapilan baska bir caligmada ise bu yaglarin
iceriginin % 60,1’inin aromatik bilesiklerden olustugu saptanmistir. Ayrica en cok
bulunan bilesikler p- simen (40,9 %), askaridol (15,5 %), pinen-2-ol (9,9 %), a-pinen
(7,0 %), B-pinen (6,2 %) ve a-terpineoldir (6,2 %) (Umsan et al. 2010).
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Karakaya’nin (2003) C. album’daki bu esansiyel yaglarmm 10 ve 25 pL’lik
konsantrasyonlarinin, B. cereus, P. aeruginosa ve C. albicans iizerinde antimikrobiyal

etkisi oldugunu bulmustur.

Calismamizda C. album metanolik yaprak ekstresinin gerek gram negatif, gerekse gram
pozitif bakteriler lizerine etkili oldugu saptanmistir. Yaprak ekstreleri en fazla
antimikrobiyal etkiyi, denenen en yiiksek doz olan 1000 pg/mL’de gostermistir. 1000
ug/mL da en fazla etki B. subtilis’te (13 mm), en diisiik etki ise M. Luteus’da (9 mm)
bulunmustur. 50 ve 100 ug/mL’de, ekstraktlarin; E. coli, P. aeruginosa, Yersinia ve E.
faecalis tizerine etkisinin olmadig1 saptanmustir. B. cereus’un, AMP ve TEC’e kars1
diren¢li olmamasina ragmen ekstraktlarin denenen tiim konsantrasyonlarmna duyarl

oldugu goriilmiistiir ( Cizelge 4.1 ve 4.2).

C. album’a ait, eter, etil asetat ve metanolden elde edilmis ekstraktlar ile yapilan bir
baska ¢alismada ise bu ekstrelerin; (Staphylococcus aureus ATCC 25923 (17,3 mm),
Bacillus subtilis UC 564 (19,7mm), Bacillus polymexia 474 (18,3mm), Streptococcus
faecalis ATCC 29212 (16,7mm), Pseudomonas aerugenosa 25619 (17,7mm),
Salmonella typhi 57 (16,7mm), Vibrio cholerae 824 (17,3mm) and Shigella dysenteriae
(17,3mm) Escherichia coli NCTC 8196 (18 mm) , Penicillum notatum ATCC 11625(15
mm), Aspergillus niger AB 41 (16,3), Candida albicans ATCC 18804(18,3 mm) suslar1
iizerinde etkili oldugu gorilmiistiir (Nayak ez al. 2010)

Neerja et al. (2007) C. ambrosioides’in aerial kisimlarinin sulu ve aseton ekstraktlarinin
Mycobacterium tuberculosis (CCKO28469V) {izerine antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu saptanmistir. C. amaranticolor’un yaprak ekstrelerinin Tobacco mosaic
virlisiine kars1 antiviral etki gosterdigi gézlemlenmistir. C. quinoa tohumlarindan elde
edilen saponinlerin Candida Albicans’m (ATCC 10231) biiylimesini engelleyici etki
gosterdigi belirtilmistir. C. botrys esansiyel yaglari ile yapilan antimikrobiyal aktivite
deneyinde ise bu yaglarin; Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Aspergillus niger (ATCC 16404), Candida albicans (ATCC 10259), Candida
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albicans (ATCC 10259), Sarcina lutea (ATCC 9341), Klebsiella pneumoniae (ATCC
29665), Salmonella enteridis (ATCC 13076) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC

9027) tizerine etkili oldugu saptanmigtir

Calismamizdan elde edilen veriler daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde edilen verilere
benzerlik gostermektedir (Karakaya2003, Nayak et al. 2010, Neerja et al. 2007 ).
Inhibisyon zonlarmin diisiik olmasinmn nedeni esansiyel yag asidi ekstraktlarinin yerine

metanol ekstraktlarmni kullanmamizdan kaynaklanmaktadir.

Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda biyolojik etkilerinden dolay1 en 6nemli bilesik
siniflarndan birisi flavonoidlerdir. Bunlar bitkilerin tiim organlarinda mevcuttur.
Bitkilerden 4000°den fazla flavonoid elde edilmis olmasma ragmen flavonoid igerigi
bakimindan on binlerce bitki tiirii heniiz incelenmemistir. Tiirkiye florasinin zenginligi
ve arastirmalarin az sayida olmasi flavonoidlere karsi ilgiyi arttirmaktadir. Flavonoidler
bitkilerde enerji doniisiimiine ve bliylime hormonlarina etki etmesinin yaninda solunum,
fotosentez diizenleme ve hastaliklara karsi koruma fonksiyonlar1 da vardir. Ayrica
eritrosit olusumunu tesvik eder ve Ilokosit miktarimmi arttirirlar. Fitokimyasallar
bakimindan C. album bitkisi arastirilmis ve alkaloidlere (Horio ef al. 1993, Cutillo et al.
2004), apokarotenoidlere (DellaGreca et al. 2004), flavonoidlere (Gohar and Elmazar
1997), Fitoekdisteroidler (Dinan 1992; Dinan ef al. 1998, DellaGreca et al. 2005)

rastlanmustir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri; rediiksiyon ajanlar1 olarak gorev almasi gibi
redoks Ozelliklerinden, hidrojen donorii olarak olarak etki gdstermesinden, singlet
oksijen  baskilayict  Ozelliginden ve  metal selatlayict  potansiyelinden
kaynaklanabilmektedir. Fenolik bilesikler ve onlarm bazi tiirleri otooksidasyonun
onlenmesinde ¢ok etkilidirler. Tiim flavonoidler, 3'-4'dihidroksi konfigiirasyonu ile
antioksidan aktiviteye sahiptir. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit,
alkoksil, peroksil ve nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, p-
tokoferol rejenerasyonu foksiyonlarina ek olarak; vazodilatator, immiinstimiilan,
antiallerjik, Ostrojenik, antiviral etkileri de s6z konusudur. Fosfolipaz-A2,

siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile antiinflamatuar o6zellik
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gosterirler. Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein
kinaz enzimlerini inhibe ettiklerine dair veriler mevcuttur (Burak ve Cimen 1999).
Nahar ve Serker (2005) yaptig1 arastirmalarda, C. a/bum’un tohumlarindan elde ettikler1

metanol ekstrelerinde yeni bir fenolik glikozid olan chenoalbuside’i kesfetmislerdir.

Pal et al. (2011) eter ekstraktlarmi kullandigr C. album bitkisinde alkoloid ve
flavonoidlere rastlamistir. Ayrica aseton:metanol (50:50) ekstraktlarinda ise, basta
flavonoidler olmak iizere alkoloidlere, saponinlere, tanin, quercetin,kaempferol ve

fenolik bilesiklere rastlamistir.

Antioksidan ve serbest radikalleri siipiiriicii etkilerinin (DPPH) calisildig1 bir bagka
arastirmada ise C. album’un 2500 pg/mL’de, sulu ekstrelerinin % 86,42, metanol
ekstrelerinin ise %<89,15 oraninda DPPH etkisi gosterdigi saptanmistir. Yaprak
ekstrelerinin % 0,94 total fenolik icerige sahip oldugu, antioksidan etkilerinin bu fenolik
bilesiklerinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. C. album bitki ekstraktlar1 rediiktan
kapasiteye sahiptir. Rediiktanlar serbest radikal zincirlerin terminatdrleridir. Bu sebeple

antioksidan aktivite ile dogrudan iliskilidir (Kumar and Kumar 2009).

Calismamizda TAS degerlerine bakildiginda CYE 2 mg/mL’nin CYE O,4 mg/mL’a
gore daha fazla antioksidan oldugu goriilmiistiir (TAS-CYE O,4 mg/mL: 1,051 ve TAS-
CYE 2 mg/mL: 1,301). C. album yaprak ekstresinin konsantrasyona bagli olarak
antioksidan kapasitesinin arttig1 saptanmistir (Cizelge 4.3). Bu veriler DNA hasar

deneylerinden elde edilen sonuglarla uyumludur.

Serbest radikaller viicutta gerceklesen her islemde, her asamada dogal olarak meydana
gelmektedir. Fakat normalde viicuttaki dogal antioksidan savunma sistemleriyle bu
kararsiz elektron yiikli kimyasallar biliyilk oranda yok edilmekte ya da
uzaklastirilmaktadir. Antioksidan savunma sistemi yeterince 1yi c¢alismiyorsa ve
antioksidan gidalar yeterli oranda yenilmiyorsa veya antioksidan 6zellikli desteklerden
faydalanilmiyorsa serbest radikaller hiicrelere zarar vererek birgok 6nemli rahatsizligin

baslangicina zemin hazirlar ve de erken yaslanmaya sebebiyet verir.
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Serbest radikaller viicudun antioksidan aktivitesinden daha yogunsa olduklarinda bir

dengesizlik meydana gelir ve hiicrelerde oksidatif hasar olusur.

Viicutta oksidatif hasar c¢esitli tip oksijen radikallerince olusturulmakta ve her
antioksidan bu radikal tipleri lizerinde etkili olamamaktadir. Bu yiizden daha yiiksek
Olgekte bir fayda saglamak i¢in miimkiin oldugunca degisik antioksidant kaynaklarindan

faydalanilmasi gerekir (Kim et a/ 2003).

C. album yaprak ekstrelerinin 0,4 mg/mL ve 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarinin H,O,
ile indiiklenmis maya hiicrelerinde olusan DNA hasarma kars1 etkisi arastirilmistir ve
pozitif kontroldeki hasar diger tiim uygulamalar i¢in farkli bulunmustur (p < 0,05).
Yaprak ekstraktlar1 ile birlikte H,O, in uygulandigi orneklerde olusan DNA hasari,
sadece yaprak ekstrakti uygulanan slaytlara gore daha fazla olmustur C. album yaprak
ekstrelerinin gerek 0,4 mg/mL gerekse 2 mg/mL’lik konsantrasyonlarinin, H,O, ile
birlikte uygulandig: slaytlardaki DNA hasar1 pozitif kontrole goére daha diisiik olup bu
durum C. album yaprak ekstrelerinin H;O, in neden oldugu oksidatif hasara karsi

DNA’y1 korunmasinda rol oynadigini goriilmiistiir (Cizelge 4.5) (Resim 4.4).

H,0; ile indiiklenmis 16kosit hiicrelerinde yapilan DNA hasar1 ¢aligmasiin sonucu
ekstraktlarin konsantrasyonlar1 arttikca olusan hasarin azaldig1 gozlemlenmistir. H,O,
uygulanmis olan yaprak ekstrelerindeki hasarm pozitif kontrole gére daha diisiik, H,O,
ile indiiklenmemis yaprak ekstrelerine gore ise daha yiiksek oldugu saptanmistir

(Cizelge 4.4) (Resim 4.5).

Saccharomyces cerevisiae hiicrelerine Comet yontemini uygulamak pek cok avantaji
birlikte getirmektedir. Gerek cabuk gelisen bir organizma olmasindan, gerekse
kiiltiirtinlin ucuz ve kolay elde edilebilir olmasmndan dolayr bu organizma tercih
edilmektedir. Giiniimiizde, diinya genelinde alinan 6nleyici kararlar ile bir¢ok hayvanin
kimyasal deneylerde kullanilmasina kisitlama getirilmektedir (Rank et al. 2009). Bu
sebepten dolay1, Saccharomyces cerevisiae bu problemin ¢oziimii olabilir. Ciinkii
yiiksek okaryotlar ile mayalar, transkripsiyon, translasyon, replikasyon ve DNA onarim
mekanizmalar1 bakimindan benzerlik gosterirler. insanlarda cesitli hastaliklarla ilgili

olan genlerin yaklasik %30’u maya genleri ile eslesmekte, insan hiicrelerinin tersine,
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maya genleri molekiiler biyoloji teknikleri ile kolayca manipiile edilmektedir (Silva et

al. 2005).

Gerek 10kosit gerekse maya hiicreleri ile yapilan DNA hasar ¢alismalarimiz, C. album
yaprak ekstrelerinin DNA hasarina karst korunmada etkili bir role sahip oldugunu
gostermektedir. Muhtamelen fenolik bilesikler bu etkide rol oynamaktadir. Bu nedenle,
C. album ile yapilacak gelecekteki caligmalar bu bitkinin antioksidan bilesiklerinin

izolasyonu ve tanimlanmasi lizerine yogunlasmalidir.
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