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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

 

Nigella sativa SULU EKSTRESĠNĠN OKSĠDATĠF DNA HASARINA ETKĠLERĠ  

 

ġöhret YÜKSEK 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Biyoloji Anabilim Dalı 

DanıĢman: Doç. Dr. Ġbrahim Hakkı CĠĞERCĠ 

 

Çörek Otu (ÇO) (Nigella sativa)‟nun antibakteriyel, antikanserojenik, antiinflamatuar ve 

antioksidan aktivite gibi insan sağlığı için faydalı özelliklere sahip olduğu ortaya konmuĢtur. 

ÇO‟nun antioksidan aktivitesi serbest radikallere karĢı, hücre bileĢenlerini koruması ile 

açıklanabilir. ÇalıĢmamızda mononükleer lökositlerde oksidatif DNA hasarına karĢı ÇO sulu 

ekstresinin potansiyel koruyuculuğunu değerlendirdik. Hücreler 37°C‟de 30 ve 60 dakika 

süresince sulu ekstrenin farklı konsantrasyonları (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 µg/mL) ile 

muamele edildi. Oksidatif stresin indüklenmesi için 5 dakika süre 10 ve 50 mM H2O2‟ye maruz 

bırakıldı. Oksidatif hasar değerlendirilmesi DNA fragmentasyonu için alkali tek hücre jel 

elektroforezi (comet assay) kullanılarak yapıldı. ÇO sulu ekstresinin 100-25 µg/mL 

konsantrasyonları ile muamele DNA hasarını azalttı. Böylece H2O2 tarafından oluĢturulan 

endojen DNA hasarına karĢı hücresel koruma gösterdi. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Çörek otu sulu ekstresi, comet assay, mononükleer lökositler, Nigella 

sativa, oksidatif DNA hasarı 
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ABSTRACT 

M.Sc Thesis 

EFFECTS OF Nigella sativa AQUEOUS EXTRACT ON OXIDATIVE DNA DAMAGE 

 

ġöhret YÜKSEK 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology  

Supervisor: Doç. Dr. Ġbrahim Hakkı CĠĞERCĠ 

 

The black cumin (Nigella sativa) is claimed to have beneficial properties for human health, 

such as anti-bacterial, anti-carsinogenic, anti-inflammatory and antioxidant activities. The 

antioxidant effects of the black cumin may be partly explained by protection of cell components 

against free radicals. We evaluated the effect of aqueous black cumin extract for its potential 

protecting agent against oxidative damage to DNA in mononucleer leukocytes. Cells were pre-

treated with various concentrations (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 µg/mL) of the extract for 30 

min-60 min at 37°C. Cells were then exposed to 10 and 50 mM of H2O2 for 5 min as an 

induction of oxidative stress. Evaluation of oxidative damage was performed using alkaline 

single-cell gel electrophoresis (Comet assay) for DNA fragmentation. Pre-treatments with black 

cumin extract reduced DNA damage at the concentrations of 100-25 µg/mL. Thus, black cumin 

showed cellular protection against endogenous DNA damage produced by H2O2. 

 

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

oxidative DNA damage 
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mA:   Miliamper 

M:   Molar 

V:   Volt  
0
C:   Santigrat derece 

%:   Yüzde 
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AP:   Apirimidinik / Apürinik bölge 
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AU:   Görsel skorlama tekniği 

CH3  :   Metil 

COMET :  Tek hücre jel elektroforezi 

ÇO:   Çörek otu 

ÇOE:   Çörek otu ekstresi 

DMSO:  Dimetil sülfoksit 

DNA:   Deoksiribonükleik asit 

EDTA:   Etilen diamin tetra asetik asit 

FISH:   Floresans Ġn Situ Hibridizasyon 

G-C:   Guanin-Sitozin 

HCl:   Hidroklorik asit 

HR:   Homolog rekombinasyon 

H2O2:   Hidrojen peroksit 

IgG:   Ġmmünoglobülin G 

KCl:   Potasyum Klorür 

KH2PO4:  Dipotasyum hidrojen fosfat 

K2HPO4:  Dipotasyum fosfat 

LMPA:  DüĢük erime noktalı agar 

LOOH:  Lipid hidroperoksit  

MDA:   Malondialdehit 

NaCl:   Sodyum klorür 

NaOH:   Sodyum hidroksit 

NMPA:  Normal erime noktalı agar 

mG:   O6-Metilguanin 

N7-meG:  N7-metilguanin 

OH:   Hidroksil 

PBS:   Fosfat Tampon Solüsyonu 

PCR:   Polimeraz zincir reaksiyonu 

Rpm:   Dakikadaki dönüĢ hzı 
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1. GĠRĠġ 

 

Bir organizmanın yaĢamı için DNA‟nın bütünlüğü ve kararlılığı esastır. Fakat en iyi 

koĢullarda bile DNA iç ve dıĢ genotoksik ajanlar tarafından devamlı hasara uğratılır. 

OluĢan hasar tamir edilemediği takdirde kontrollü hücre ölümüne veya kansere kadar 

giden hastalıklara neden olabilmektedir. 

 

Günümüzde, bitkisel ilaç ve doğal bileĢiklere olan ilgi gün geçtikçe artmaktadır. 

GeliĢmiĢ ülkeler tarafından bitkilerin önemi fark edilmiĢ ve sonuç olarak da, bitkilerin 

faydalarına inanan insanların artıĢı ile bitkilerin tamamlayıcı ya da alternatif tıpta 

kullanımı da son derece artmıĢtır. 

 

Epidemiyolojik çalıĢmalarda meyve, sebze ve tahılların düzenli tüketimi kanser ve 

kardiyovasküler hastalıklar gibi kronik hastalıkların ilerleme riskini azalttığı 

belirlenmiĢtir (Silva et al. 2005, Tosetti et al. 2009). Burada doğal bitki kaynaklı olan 

gıdaların besleyici olmayan fitokimyasalların varlığı rol oynamaktadır (Tosetti et al. 

2009, Zheng and Wang 2001). 

 

Ġnsan diyetindeki mevcut olan çoğu fitokimyasal özel hedef ile etkileĢime girmek için 

spesifik olarak hazırlanmıĢ ilaçlardan farklıdır. Her fitokimyasal molekül birden fazla 

hedef molekül ile etkileĢir. Bu yüzden farklı sinyal yollarında, genlerin ifadesinde ve 

çeĢitli metabolik yolların modülasyonunda etkilidir (Raspor et al. 2005, Manach et al. 

2009). Fitokimyasallar; polifenoller, terpenoidler, alkoloidler ve diğer azotlu bileĢikler, 

karbonhidratlar ve yağlar olmak üzere birkaç ana gruba ayrılabilir. Bu bileĢiklerin 

bazılarının serbest radikal süpürücü özellikleri belirtilmiĢtir.  

 

Serbest radikaller nedeniyle kanser, diyabet, ateroskleroz, inflamasyon ve erken 

yaĢlanma ortaya çıkmıĢtır (Silva et al. 2005, Manach et al. 2009). Serbest radikal 

süpürücü özelliği; antigenotoksik ve antiaging etkisinin yanı sıra, antioksidan aktivite 

ile de ilgilidir. Bu yüzden, antioksidanlar zincir reaksiyonlarının oksitleyici yayılımı ve 

inhibisyonunun baĢlamasıyla lipidlerin veya diğer moleküllerin oksidasyonunu 

geciktirebilir veya engelleyebilir (Zheng et al. 2001) ve dolayısıyla genotoksisiteyi ve 

hücre yaĢlanmasını önleyebilir. 
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Bu çalıĢmada, fitoterapide sıkça kullanılan Nigella sativa (çörek otu) ekstresine ait 

değiĢik konsantrasyonlarının, in vitro insan mononukleer lökositlerinde, tek hücre jel 

elektroforez yöntemiyle, H2O2 ile indüklenmiĢ oksidatif DNA hasarına karĢı koruyucu 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 
 

2.1 DNA Hasarı 

 

DNA‟da meydana gelen olumsuz değiĢiklikler kendisinden sonra gelen nesillere 

aktarılan genetik bilgiyi de değiĢtirebilir. Ġçinde bulunduğumuz ortamda meydana gelen 

olumsuzluklar, canlılara ait DNA moleküllerinde hasara, oluĢan hasar tamir edilemediği 

takdirde kontrollü hücre ölümüne veya kansere kadar giden hastalıklara neden 

olabilmektedir (Couladis et al. 2003). 

 

Genom, DNA hasarına neden olan sayısız farklı etkene maruz kalır. Hasar kaynakları 

eksojen veya endojen olabilir. Eksojen kaynaklar içerisinde, güneĢten gelen ultraviole 

ıĢınları, iyonize radyasyon, mantar kaynaklı aflatoksin, sigara ve birçok kemoterapötiği 

sayabiliriz. Endojen kaynaklara örnek olarak, oksidatif metabolizma, DNA‟nın 

kendiliğinden değiĢimleri, immünolojik çeĢitliliği oluĢturan V(D)J rekombinasyon 

mekanizmasını (antijen tanıma bölgelerini kodlayan ekson V, D ve J Ģeklinde üç 

segmentten oluĢur ve bu segmentlerin bir çoğu farklı kombinasyonlarla bir araya 

gelebilir) verebiliriz (Ġnt.Kyn.1). 

 

DNA hasarı sonucu, DNA baz modifikasyonları, tek ve çift iplikli kırıklıkları, apürinik 

ve apirimidinik (AP) bölge oluĢumu gibi DNA lezyonları, çoğu mutasyon sonucu, erken 

yaĢlanma ve hatta hücre ölümleri meydana gelir (Nash et al.1996, Salmon et al. 2004, 

Milgrom et al. 2007). 

 

DNA hasarının çeĢitli türleri arasında AP bölgeleri en sık görülenleridir. Bir çalıĢmada 

normal insan karaciğer hücrelerinin genom baĢına yaklaĢık 50.000 AP bölgelerinin 

mevcut olduğunu göstermektedir (Nakamura and Swenberg 1999). AP bölgelerinin bol 

olmasının yanı sıra, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunu engelleyerek genetik bilgi 

için büyük bir tehdit oluĢturur (Friedberg 2003). AP bölgeleri N-glikozidik bağın 

kendiliğinden hidrolizi ile veya DNA‟da N-glikozilaz enzimi tarafından hasarlı 

bölgelerin kaldırılması sonucu olarak ortaya çıkabilir. Ayrıca, tek iplik kırıklıkları 

(SSBs) ile 3‟-5‟ sonlanmalarının oluĢumuyla DNA‟da N-glikozilaz /liyaz ya da AP 
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endonükleaz enzimleri tarafından AP bölgelerinin uzaklaĢtırılmasıyla bu bölgeler DNA 

polimeraz veya DNA ligazlar tarafından substrat olarak kullanılamaz hale gelmesine 

sebep olur (Krokan et al. 1997). 

 

Hasarlı DNA, N7-metilguanin (N7-meG), 5,6-dihidroksi-5,6-dihidrotimin, urasil gibi 

lezyonların çeĢitli ürünleri, normal bazların metilasyon, oksidasyon ve deaminasyonu ve 

8-oxo-7,8- dihidroguaninin (8-oxoG) oksidatif hasarının ürünleri ile farklı yollardan 

meydana gelebilir (Boiteux and Guillet 2004). 

 

8 oxoG mutajenez ve karsinojenez açısından önemlidir, çünkü adenin ile eĢleĢebilir ve 

G-C T-A transversiyonuna neden olabilir (Kelley et al. 2003). Mutajenik 8-

hidroksiguanin lezyonları yaĢlı ve kanser hücrelerinde yüksek düzeyde bulunur. Ayrıca, 

urasil gibi bazlar replikasyon ve onarım sırasında DNA‟ya dahil edilebilir. Hücrelerin, 

DNA onarım ve tamir mekanizmalarını içermesi oksidatif DNA hasarının farklı DNA 

hasar tiplerini önler (Salmon et al. 2004). 

 

2.2 DNA Tamiri ve Mekanizmaları 

 

DNA‟da oluĢan küçük hasarlar çoğu zaman DNA onarım sistemleri tarafından onarılır. 

Bu cevaplardan herhangi birinin iĢlev görmemesi, hücre düzeyinde genomik 

kararsızlıkla, organizma düzeyinde ise genetik hastalıklar, kanser veya yaĢlanma ile 

sonuçlanır (ġekil 2.1) (Ġnt.Kyn.1). 

 

 

ġekil 2.1 DNA hasarı sonucu oluĢan süreç (Ġnt.Kyn.1) 
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DNA tamir sisteminde 100‟den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladığı proteinler 

tamir mekanizmalarında görev alırlar. 

 

Direkt Tamir ya da Hasarın Geri Döndürülmesi (Reversal of Damage) 

A- Fotoreaktivasyon 

B- O6-metilguanin tamiri 

C- Basit tek zincir kırıklarının ligasyonu 

Eksizyon (kesip-çıkarma) Tamiri 

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

B- Nükleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair) 

C- Mismatch (yanlıĢ eĢleĢme) eksizyon tamiri (MER) 

Replikasyon Sonrası (post-replikasyon) Tamiri 

SOS Tamiri 

Çift Zincir Kırıklarının Tamiri 

A- Serbest uçların non-homolog bağlanması ( NHEJ ) 

B- Homolog rekombinasyon ( HR ) 

 

2.2.1 Direkt Tamir ya da Hasarın Geri Döndürülmesi (Reversal of Damage) 

 

A. Fotoreaktivasyon 

 

UV-ıĢığın etkisiyle meydana gelen pirimidin (veya pürin) dimerleri, görünür ıĢıkla aktif 

hale geçirilen bir enzim (fotoliyaz) tarafından yok edilmesiyle meydana gelen olaydır. 

Fotoliyaz ıĢık enerjisini tutar ve örneğin timin dimerlerinin bulunduğu bölgede DNA‟ya 

bağlanıp dimerler arasındaki kovalent bağları kırmakta kullanır; zarar görmüĢ bazları 

doğrudan eski haline çevirir (Ġnt. Kyn. 1, Ġnt. Kyn. 2).  

 

B. O6-metilguanin tamiri 

 

O6-Metilguanin (mG) alkilleyici ajanlar varlığında oluĢur ve yüksek oranda 

mutajeniktir. O6-Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA‟daki yanlıĢ 

metillenen bazların CH3 gruplarını kendi sistein rezidülerine transfer ederek normal 
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Guanin oluĢumunu sağlar. Bunu yaparken enzim de geri dönüĢümsüz olarak 

baskılanmıĢ olur ve iĢlev göremez hale gelir (Ġnt. Kyn. 1). 

 

C. Basit tek zincir kırıklarının ligasyonu 

 

X ıĢını ya da peroksitler gibi bazı ajanlar DNA zincirinde basit kırıklara neden 

olabilmektedir. Bir zincirde olan basit kırıklar DNA ligaz enzimi ile hemen tamir 

edilmektedir. DNA ligaz; enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5' fosfat grubu ile 3' OH 

grubu arasındaki fosfodiester bağını meydana getirir (Ġnt. Kyn. 1). 

 

2.2.2 Eksizyon (Kesip-Çıkarma) Tamiri 

 

DNA‟daki hasarlı bazın oligonükleotid parçaları olarak çıkartılıp bu bölgenin doğru 

bazlarla doldurulması ve oluĢan çentiğin ligasyonla kapatılması esasına dayanır. Tamir 

sistemi 3 temel basamak içerir: 

 

1- Hasar veya hata tanınır ve enzimatik olarak bir nükleaz tarafından kesip çıkarılır. 

2- DNA polimeraz oluĢan boĢlukları doldurur. 

3- DNA ligaz son bağı kurar ve boĢluk tamamen kapanır (Ġnt. Kyn. 1). 

 

A. Baz eksizyon tamiri (BER) 

 

DNA bazlarının kendiliğinden hidrolizi veya kimyasal ajanlar nedeni ile oluĢan uygun 

olmayan bazların tamiri ile ilgilidir. Bu sistem DNA glikozilazlar tarafından yürütülür. 

Enzim Ģeker-baz arasındaki bağı keser ve apürinik ya da apirimidinik bölge oluĢturur. 

AP endonükleaz denilen baĢka bir enzim, bazını kaybeden bölgede Ģeker-P arasındaki 

bağı keser (Ġnt. Kyn. 1). 

 

Deoksiribofosfodiesteraz denilen baĢka bir enzim bazın kaybedildiği yerin çevresini 

temizleyerek DNA polimeraz enziminin rahat çalıĢmasına olanak verir. Bu enzim de 

boĢluğu kalıp zinciri kullanarak doldurur. Zarara uğramıĢ DNA ipliğinin kusurlu 

bölgenin iki tarafında kesen bir endonükleaz tarafından iplikte bir kırık meydana gelir. 
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5'→3' eksonükleazın iplikteki kusurlu bölgeyi yok edilir. BoĢluğun bir tarafında oluĢan 

3'-OH grubunu primer olarak, tamamlayıcı dizileri taĢıyan zinciri de kalıp gibi kullanan 

DNA polimeraz tarafından yeni bir iplik sentez edilir ve DNA ligazın yeni sentez edilen 

parçanın 3' ucunu eski ipliğe kovalent biçimde bağlanır ( Ġnt. Kyn. 1). 

 

B. Nükleotid çıkarma onarımı (nucleotide excision repair / NER) 

 

Bilinen en genel ve etkili onarım mekanizmasıdır. Yeterince iĢlev görememesi 

yaĢlanma, kanser oluĢumu, çeĢitli kalıtsal ve nörodejeneratif bozukluklar ile sonuçlanır. 

Nükleotid eksizyon onarım mekanizmasının bozuk olduğu genetik geçiĢli nadir görülen 

üç sendrom tanımlanmıĢtır: 

Kseroderma pigmentosum,  

Cockayne sendromu,  

Trikotiyodistrofi (Ġnt.Kyn. 2). 

 

C. Hatalı eĢleĢme onarımı (mismatch repair) 

 

YanlıĢ eĢleĢme onarım protein dimeri (MutS) DNA‟yı tarayarak omurgadaki 

bükülmeden yanlıĢ eĢleĢmeyi bulur. MutS yanlıĢ eĢleĢme taĢıyan DNA‟yı kuĢatır. MutS 

DNA kompleksi, MutL proteininin yapıya katılmasını sağlar. MutL yanlıĢ eĢleĢmenin 

olduğu yerin yakınındaki bir zincirde bir kırılma (ya da çentik) meydana getirecek olan 

MutH enzimini aktifleĢtirir. Çentik oluĢumundan sonra bir helikaz (UvrD) DNA‟yı 

çözer ve bir ekzonukleaz zincirdeki büyükçe (1000-2000 nükleotid kadar) bir bölgeyi 

yok eder (Ġnt.Kyn. 2). Tek zincirli boĢluk DNA polimeraz tarafından doldurulur ve 

DNA ligaz tarafından kapatılır. 

 

2.2.3 Replikasyon Sonrası (Post-Replikasyon) Tamiri 

 

DNA hasarı diğer tamir sistemleri ile tamir edilememiĢse, replikasyondan sonra aktif 

olan mekanizmadır. Bir lezyon bulunduran DNA replike olurken, DNA polimeraz önce 

lezyon yerine gelerek duraklar. Hasarlı bölgeyi de içine alacak Ģekilde boĢluk bırakarak 

atlar ve senteze devam eder. Rec A proteini, rekombinasyonal bir değiĢ tokuĢ iĢlemi ile 
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hasarsız komplementer zincirde bulunan sekansı transfer eder. Komplementer zincirde 

oluĢan boĢluk DNA polimeraz–DNA ligaz enzimleri sayesinde doldurulur (Ġnt. Kyn. 1, 

Ġnt.Kyn. 2). 

 

2.2.4 Acil (SOS) Tamir Sistemi 

 

DNA hasarının yüksek oranda olduğu ve diğer tamir mekanizmalarının baĢarılı 

olamadığı durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. DNA sentezi sırasında, bir 

lezyonun üzerinden atlamak yerine, sistem, DNA polimerazın lezyon karĢısında 

replikasyonu devam ettirmesini sağlar. SOS yanıtında görev alan birçok proteini 

kodlayan genler normalde Lex A proteini tarafından baskılanmıĢ durumdadır. DNA 

hasarı ile karĢılaĢıldığında, baskılanmıĢ olan Rec A proteini hasarlı tek zincire bağlanır 

ve Rec A-ssDNA kompleksi oluĢur. Rec A, DNA‟ya bağlandıktan sonra Lex A 

proteininin otoproteolitik yıkımını aktive eder. Rec A, DNA polimeraza bağlanır ve 

lezyonu da geçerek DNA‟yı replike etmesini sağlar. Rec A‟nın, polimerazın 3'-5' 

ekzonükleaz aktivitesini inhibe etmesiyle translezyon replikasyon gerçekleĢir. Hataya 

meyilli tamir sistemidir (Ġnt. Kyn. 1, Ġnt.Kyn. 2). 

 

2.2.5 Çift Zincir Kırıklarının Tamiri 

 

Çift zincir kırıkları kendiliğinden oluĢur ve genellikle hücrenin reaktif oksijene yanıtı 

olarak ortaya çıkar ve iki ayrı mekanizma bu potansiyel ölüm lezyonlarını düzeltir. Çift 

zincir kırıkları düzeltilmediğinde kromozom aberasyonlarına ve kanser öncesi evreye 

geçiĢe neden olabilir. 

 

DNA çift zincir kırıkları iki Ģekilde tamir edilir. Bunlar serbest uçların homolog 

olmayan Ģekilde bağlanması (non-homolog end joining) (NHEJ) ve homolog 

rekombinasyon olmak üzere iki farklı mekanizma ile gerçekleĢebilir (Ġnt. Kyn. 1, 

Ġnt.Kyn. 2). 
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A. Homolog olmayan uç birleĢmesi 

 

Eğer bölünmeyen bir hücrede çift zincir kırıkları oluĢmuĢsa kardeĢ kromatidler de kalıp 

olarak kullanılamaz ve bu kırıklar hiç tamir edilmemektense hatalı da olsa, hatta bazı 

baz dizileri kayıp bile olsa tamir edilirler (Ġnt. Kyn. 1, Ġnt.Kyn. 2). 

 

B. Homolog uç birleĢmesi 

 

Çift iplik kırıkları onarımının daha etkili bir yoludur. Homolog rekombinasyon kardeĢ 

kromatidleri kullanarak çift zincir kırıklarını onarır. Bu nedenle onarım hatadan arınmıĢ 

bir onarımdır. Sağlam DNA‟daki dizi bilgisi bir genel rekombinasyon mekanizması ile 

çift iplik kırığı olan bölgeye taĢınır. Reaksiyon, eĢleĢen DNA dizilerini tanıyıp bir araya 

getiren rekombinasyon proteinlerini gerektirir (Ġnt. Kyn. 1, Ġnt.Kyn. 2). 

 

Bu komplementer dizi onarım reaksiyonunda kalıp olarak kullanılacaktır. 

Komplementer dizi bulunduktan sonra homolog hasarlı ve hasarsız DNA arasında 

birleĢik bir molekül yapısı oluĢur. Hasarlı dizideki kaybolan dizi kardeĢ kromatiddeki 

diziden kopyalanır (Ġnt. Kyn. 1, Ġnt.Kyn. 2). 

 

2.3 Oksidatif Stres 

 

Bir veya birden fazla eĢlenmemiĢ elektron içeren molekül veya molekül parçacıkları 

serbest radikal olarak adlandırılmaktadır (Berger 2005, Valko et al. 2006). 

ÇiftlenmemiĢ elektron içeren serbest radikaller stabil olmayıp son derece reaktiftirler. 

Reaktif moleküller kararlı hale geçebilmek için elektron arar ve diğer moleküllerden 

elektron kopararak kararlı hale gelirler. Ancak elektronu alınan moleküller kararsız hale 

geçerek, serbest radikallere dönüĢmektedir (Chauhan and Chauhan 2006).  

 

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal oluĢumunu kontrol altında 

tutmak ve bu moleküllerin zararlı etkilerine karĢı koyabilmek için antioksidan savunma 

sistemleri mevcuttur. Ancak bazı durumlarda mevcut antioksidan savunma sistemi 
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serbest radikallerin etkisini tamamen ortadan kaldıramaz ve oksidatif stres olarak 

adlandırılan durum ortaya çıkar (Serafini 2004). 

 

Çizelge 2.1. Sık KarĢılaĢılan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (Dündaroz vd. 2003). 

Radikal Simge Tanımlama 

Hidrojen H

 Bilinen en basit radikal 

Süperoksit O2
-

 Oksijen metabolizmasının ilk ara ürünü 

Hidroksil OH

 En toksik (reaktif) oksijen metaboliti  

Hidrojen 

peroksit 
H2O2 

Reaktivitesi çok düĢük, moleküler hasar yeteneği 

zayıf 

Singlet oksijen O2
-
 Yarılanma ömrü hızlı, güçlü oksidatif etkili 

Perhidroksi 

radikal 
HO2


 

Lipidlerde hızlı çözünerek lipid peroksidasyonunu 

artırır 

Peroksil radikal ROO
-
 

Perhidroksile oranla daha zayıf etkili, lipidlere 

lokalize olur  

Triklorometil CCl3 
CCl4 metabolizması ürünü karaciğerde üretilen bir 

radikal 

Tiol radikali 
RS


 

Sülfürlü ve çiftlenmemiĢ elektron içeren türlerin 

genel adı 

Alkoksil 
RO


 

Organik peroksitlerin yıkımı ile üretilen oksijen 

metaboliti 

Azot oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo üretilir. 

Azot dioksit NO2 NO‟in oksijen ile reaksiyonundan üretilir. 

 

Canlı organizmada oluĢabilen radikallerin sayısı yüzlerle ifade edilse de, bu radikaller 

arasında süperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroksil radikallerinin özel yerleri 

vardır. Hatta bu radikaller içinde süperoksit ve nitrik oksit temel radikaller içerisinde 

yer alabilir. Çünkü süperoksit ve nitrik oksit enzimatik mekanizmalarla,  süreli ve 

önemli miktarda üretilen radikallerdir. Ayrıca bu iki radikal, biyolojik sistemlerde 

tanıdığımız diğer bütün önemli radikaller ile radikal yapıda olmayan reaktif türlerin 

oluĢumunu baĢlatabilecek özelliktedirler (Kılınç ve Kılınç 2002). 
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Serbest radikaller, hücrelerde DNA, lipid, protein, karbonhidrat ve enzim gibi tüm 

önemli organik bileĢikler üzerinde etki gösterirler. Serbest radikallerin etkilerine karĢı 

en hassas olan biyomoleküller lipidlerdir. Hücre membranlarındaki kolesterol ve yağ 

asitlerinin doymamıĢ bağları, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek 

peroksidasyon ürünleri ortaya koyarlar. Çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin oksidatif 

yıkımı lipid peroksidasyonu olarak adlandırılır. Lipid peroksidasyonu kendi kendini 

devam ettiren zincir reaksiyonu Ģeklinde ilerler ve oldukça zararlıdır. Hücre 

membranlarında lipid serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin oluĢması, reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) sebep olduğu hücre hasarının önemli bir özelliği olarak kabul 

edilir. Serbest radikallerin sebep olduğu lipid peroksidasyonu "enzimatik olmayan lipid 

peroksidasyonu" olarak tanımlanır.  

 

Hücre membranlarında bulunan çoklu doymamıĢ yağ asitleri, lipid peroksidasyonuna 

uğrayan baĢlıca yağ asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yağ asitlerindeki 

konjuge çift bağlardan bir elektron içeren hidrojen atomlarının çıkarılması ve bunun 

sonucunda yağ asidi zincirinin bir lipid radikali niteliği kazanmasıyla baĢlar. Lipid 

peroksidasyonu sonucu meydana gelen lipid peroksitlerinin (LOOH) yıkılması için 

geçiĢ metalleri iyon katalizi gerekmektedir. Plazma membranı ve subsellüler organel 

lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarının hepsiyle uyarılabilir ve geçiĢ 

metallerinin varlığında artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H
2
O

2
) Fenton 

reaksiyonu sonucu hidroksil radikali oluĢması zincir reaksiyonunu baĢlatabilir. Lipid 

peroksitleri (LOOH) yıkıldığında çoğu biyolojik olarak aktif olan aldehitler oluĢur. Bu 

bileĢikler ya hücre düzeyinde metabolize olurlar veya baĢlangıçtaki etki alanlarından 

difüze olup hücrenin diğer bölümlerine de mevcut hasarı yayarlar.  

 

Üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit 

(MDA) oluĢur. MDA kanda ve idrarda ortaya çıkar, yağ asidi oksidasyonunun spesifik 

ya da kantitatif bir indikatörü olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle 

iyi korelasyon gösterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA ölçülmesi lipid peroksit 

seviyelerinin indikatörü olarak kullanılır. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu çok 

zararlı bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapısına ve ürettiği reaktif 
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aldehitlerle, dolaylı olarak da diğer hücre bileĢenlerine zarar verirken doku hasarına ve 

pek çok hastalığa da sebep olmaktadır (Tietz 1995). 

 

Çoklu doymamıĢ yağ asitlerine göre proteinler, serbest radikallere karĢı daha az 

hassastırlar. Proteinlerin serbest radikal zararlarından etkilenme derecesi amino asit 

diziliĢleri ile iliĢkilidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi 

doymamıĢ bağ ve kükürt içeren amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden 

kolaylıkla etkilenirlerken; etkilenme sonucunda özellikle sülfür radikalleri ve karbon 

merkezli organik radikalleri oluĢturur. Serbest radikallerin etkileri sonucunda, 

immünoglobülin G (IgG) ve albümin gibi yapılarında fazla sayıda disülfit bağı bulunan 

proteinlerin tersiyer yapıları bozulur ve normal fonksiyonlarını yerine getiremezler. 

Reaktif oksijen türleri (ROS) üreten reaksiyonlara maruz kalan prolin ve lizin 

aminoasitleri nonenzimatik hidroksilasyona uğrayabilirler. Hemoglobin de serbest 

radikallerin etkilerinden önemli oranda zarar görür. Özellikle oksihemoglobinin 

süperoksit radikali veya hidrojen peroksitle (H
2
O

2
) reaksiyonu methemoglobin 

oluĢumunu gerçekleĢtirir (Burtis and Ashwood 1999). 

 

Serbest radikallerin DNA üzerinde yaptıkları hasar oldukça önemlidir. Serbest radikaller 

DNA‟nın baz dizileri ile reaksiyona girerek DNA dizininde hasarlar oluĢtururlar ve bu 

hücrelerin kanser hücrelerine dönüĢmesine neden olurlar (Kaynak 2002). Yine serbest 

radikaller nükleik asitlere etki ederek temel yapıdaki çift sarmalın kırılmasına, sarmala 

yeni baz ve Ģeker gruplarının eklenmesine ve moleküller arasında çapraz bağların 

kurulmasına sebep olabilmektedir. 

 

Hidroksil radikali, deoksiriboz Ģekeri ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek bir seri 

değiĢikliklere yol açmaktadır. DNA üzerine atakta bulunan hidroksil radikallerinin bir 

ürünü olan 8-hidroksi guanozinin varlığı insanda DNA hasarının bir göstergesidir. H2O2 

ise membrandan kolayca geçip hücre çekirdeğine ulaĢarak, burada DNA hasarına, hücre 

fonksiyon bozukluğuna ve hatta hücre ölümüne bile sebep olabilir.  

 

Karbonhidratlar üzerinde de serbest radikallerin önemli etkileri bulunmaktadır. 

Otooksidasyon sonucu monosakkaritlerden; hidrojen peroksit, peroksitler ve 
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okzoaldehitler oluĢur. Okzoaldehitlerin DNA, RNA ve proteinlere bağlanabilme ve 

aralarında çapraz bağlar oluĢturma özelliği vardır. Bu özelliklerinden dolayı antimitotik 

etki gösterirler. Böylece yaĢlanma olaylarında ve kanserleĢmede önemli bir etkendirler 

(AkkuĢ 1995). 

 

2.4 Oksidatif Stres ve DNA Hasarını Önlemede Fitokimyasallar 

 

Ġnsan sağlığı üzerine olumlu etkileri olan bitkisel kaynaklı (sebze, meyve ve tahıllar) 

biyolojik olarak aktif bileĢikler fitokimyasallar olarak adlandırılır. “Fito” Yunanca‟da 

bitki anlamına gelmektedir, “kimyasal” ise bitkilerde bulunan kimyasal bileĢikleri 

belirtmektedir. 

 

Fitokimyasalların kanser, koroner kalp hastalığı, diyabet, yüksek kan basıncı, 

enflamatuar, viral ve parazitik hastalıklar, psikotik bozukluklardaki yararlı etkileri son 

zamanlarda yapılan çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur (PADA 1995, Dillard and German 

2000). Fitokimyasallar sağlık üzerindeki olumlu etkilerini Ģu yollarla sağlar; 

 biyokimyasal reaksiyonlarda substrat, 

 enzimatik reaksiyonlarda kofaktör, 

 bazı enzimatik reaksiyonların inhibitörü, 

 bağırsaklarda zararlı ve istenmeyen maddeleri bağlayıp uzaklaĢtıran 

absorban/sekestran, 

 hücre membranı ve hücre içinde bulunan reseptörleri agonize veya antagonize 

eden ligandlar olarak, 

 reaktif toksik ajanları yakalayarak, 

 esansiyel besin ögelerinin absorpsiyon ve stabilitesini arttırarak, 

 yararlı gastro-intestinal bakterilerin çoğalmasını arttırarak, 

 yararlı oral, gastrik ve intestinal bakteriler için substratları fermente ederek, 

 zararlı mikroorganizmaları özgül olarak inhibe ederek (Dillard and German 

2000). 

Çoğu kronik hastalığın geliĢmesinde serbest oksijen radikallerinin rolü olduğundan 

fitokimyasallar giderek daha çok önem kazanmaktadır. Tükettiğimiz sebze, meyve ve 
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tahıllarda yaklaĢık 8000 farklı fitokimyasal vardır. Bitkilerde denge halinde bulunan çok 

sayıdaki bu fitokimyasalların yapay olarak taklit edilmesi zordur. 

 

Oksidatif stresin artması büyük biyomoleküllere zarar verir, kalp hastalığı ve kanser 

riski artar. Oksidatif hasar değiĢik mekanizmalar ile tümör oluĢumunda rol oynar. 

Serbest radikallerin yarattığı oksidatif stresin önlenmesi ve etkisinin en aza indirilmesi 

için yeterli miktarda antioksidan tüketilmelidir. Fenol ve karotenoidler gibi çok çeĢitli 

antioksidan bileĢikler içeren sebze ve meyveler, hücreleri oksidatif stresten koruyarak 

kronik hastalık riskini azaltır (Prior 2003). 

 

Hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde bitkilerde bulunan karotenoidler, antioksidan 

vitaminler, fenolik bileĢikler, terpenoidler, steroidler, indoller ve lif rol oynamaktadır. 

Çay kateĢinleri, domates likopeni, yeĢil yapraklı sebzelerden lutein ve zeaxanthin gibi 

bitkisel bileĢikler de bunlara eklenebilir (Hasler 2002, Nishino et al. 2002). 

 

Fitokimyasallar oksidan radikallerin yakalanması yanı sıra detoksifiye edici enzimlerin 

aktivasyonu, immün sistemin uyarılması, hücre çoğalması ve apoptozuna iliĢkin gen 

ekspresyonunu, hormon metabolizması ve antibakteriyal ve antiviral etkileri 

düzenleyerek de etkili olur (Bouic 2001). 

 

ÇO Ranunculaceae (Düğünçiçeğigiller) familyasına ait, 20-30 cm yükseklikte, çiçeği 

mavimsi renkte bir bitkidir (Al-Awadi and Gumaa 1987). Kendi kendini döller ve çok 

sayıda beyaz ve üç kenarlı olan bir meyve kapsülü oluĢturur. Bu meyve kapsülü 

olgunlaĢtığında, açılır ve içerisinde bulunan tohumlar havayla temasa geçer ve siyah 

renk alır (Tanker vd. 2004, Salem 2005). 

 

Nigella kelimesi Latince siyahımsı anlamına gelen nigellus‟tan gelmektedir. Ülkemizde 

bu bitki için ÇO, ekilen ÇO, kara ÇO ve siyah kimyon gibi isimler kullanılmaktadır 

(Baytop 1984). 

 

Türkiye‟de 14 Nigella türü yetiĢmektedir. Çoğunun kimyasal ve farmakolojik özellikleri 

henüz incelenmemiĢtir. Bunlardan Nigella sativa, Nigella damascena (Sam çörek otu) 
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ve Nigella arvensis’in (kır çörek otu) tohumları halk hekimliğinde ve baharat olarak 

daha yaygın bir biçimde kullanılmaktadır. Ülkemizde tarımı yapılan ve ticarete konu 

olan tek tür, yalnızca Black cumin, Nigella sativa L.dir (Seçmen vd. 1986). 

 

ÇO‟nun kimyasal yapısının belirlenmesinde kullanılan analiz yöntemleri çok çeĢitli 

olduğundan, kimyasal yapısı konusunda çok net tespitler yoktur (Türker ve Bayrak1997). 

ÇO tohumunun kimyasal yapısı, bitkinin hasat mevsimine, çeĢidine ve yetiĢtirildiği 

iklime göre farklılık arz etmektedir. Ülkemizde yapılan bir araĢtırmada, ÇO 

tohumlarında % 6,4 su, % 4 kül, % 32 yağ, % 20,2 ham protein, % 6,6 ham lif ve % 

37,4 karbonhidrat bulunduğu; sabit yağın % 1,2 miristik, % 8,4 palmatik, % 2,9 stearik, 

% 17,9 oleik, % 60,8 linoleik, az miktarda araĢidik ve % 1,7 eikosadienoik asitlerden 

oluĢtuğu bildirilmiĢtir (Nergiz ve Ötles 1993). 

 

ÇO tohumunda ayrıca az miktarda B1, B2 ve B6 vitamini; proteinlerin yapı taĢı olan 

aminoasitler; iz elementler olarak bilinen ve organizmada pek çok önemli metabolik 

faaliyette rol alan, besin ve su ile dıĢarıdan alınması gereken demir, kalsiyum, 

magnezyum, çinko ve selenyum gibi mineraller de vardır. ÇO tohumlarındaki müessir 

madde (kristal hâlinde) nigellon 1959'da izole edilebilmiĢtir (Akhtar and Riffat 1991).  

 

ÇO tohumlarının ham ekstre veya yağ biçiminde kullanıldığında antioksidan özellik 

gösterdiği ve potansiyel antitoksik tesiri olduğu anlaĢılmaktadır (Nagi et al. 1999, Meral 

vd. 2001, Meral ve Kanter 2003, Türkdoğan vd. 2003, Alı 2004).  

 

ÇO proteinlerinin antioksidan etki gösterdiği ve immün cevabı düzenlediği ifade 

edilmiĢtir (Badary 1999, Burits and Bucar 2000). 

 

ÇO‟nun çeĢitli kanser hücrelerine sitotoksik etki ettiği, hücresel aktivasyonu arttırdığı 

ve tümör hücrelerine özgü antikorların sayısını arttırdığı belirtilmiĢtir. Ayrıca, normal 

hücrelere olumlu etki gösterdiği belirtilmiĢtir (Swamy and Tan 2000, Medenica et al. 

1993). 
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ÇO tohumlarının etkili bileĢenlerinin antitümör etkiye sahip olduğu ve uçucu yağının 

farklı tipteki insan kanserli hücrelerinde etkisi çalıĢılmıĢ ve MCF-7 meme kanserli 

hücrelerin sulu veya alkollü ekstrelere maruz bırakılması sonucu hücre büyümesi 

tamamen inaktive olmuĢtur (Salem 2005). 

 

ÇO‟ndaki aktif bileĢiklerden taymokinonun ve ditaymokinonun anti kanser ilaçlara 

dirençli tümörlerde, tümör hücrelerini baskıladığı belirtilmiĢtir. ÇO ile inkübe edilen 

kanser hücrelerinin büyümek için ihtiyaç duydukları fibroblast büyüme faktörü ve 

kolajenaz proteini üretemedikleri belirtilmekte ve böylece tümör geliĢimi 

durdurulabilmektedir (Capecka et al. 2004).  

 

ÇO içeriğinde bulunan taymokinonun kanser tedavilerinde bazı toksik etkileri 

önleyebildiği gösterilmiĢtir. Böbreklere ve kemik iliğine belirgin toksik etkileri olan 

cisplatine adlı kemoterapi ilacı ile verildiğinde toksik etkilerde belirgin olarak azalma 

görülmektedir. Bu madde aynı zamanda karaciğeri ve böbrekleri karbon tetraklorid 

toksisitesine karĢı da koruyabilmektedir. ÇO‟nun bu etkileri göstermede antioksidan 

özelliğinin de önem taĢıdığı belirtilmektedir (Capecka et al. 2004). 

 

ÇO etkin maddesi olan taymokinonun aynı zamanda izole rat hepatositlerinde tetra-bütil 

hidroperoksid ile indüklenmiĢ oksidatif hasara karĢı koruyucu bir etkiye sahip olduğu ve 

intrasellüler glutasyon üretimini arttırdığı kantitatif olarak saptanmıĢtır (Daba ve Abdel-

Rahman 1998).  

 

ÇO‟nun normal hücrelere toksik etkisinin olmadığı da bulunmuĢtur (Medenica vd. 

1993). 

 

2.5 DNA Hasarı Belirlemede Kullanılan Yöntemler 

 

DNA hasarı maya, bitki, hayvan ve insanlar da dahil çeĢitli organizmalar üzerinde 

çalıĢılan araĢtırma konusu olmuĢtur. DNA hasarı; kendiliğinden veya çevresel kaynaklı 

olabilir ve birçok yönden canlı hücreleri etkileyebilir (Azevedo et al. 2010, Yıldız vd. 

2009, KeleĢ vd. 2010, Koçyiğit vd. 2005).  
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Oksidatif DNA hasarının önemini ve mekanizmasını anlamak için doğru ve kesin 

ölçümler gereklidir. Bu amaçla, geçmiĢten günümüze; immunokimyasal teknikler, 

kapillar elektroforez, tek hücre jel elektroforezi (comet assay), polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR), TUNEL yöntemi, flow sitometri, FISH, kromotografi gibi çeĢitli 

analitik yöntemler kullanılmıĢtır. 

 

Comet assay düĢük seviyelerdeki DNA hasarını bile belirleyebilmesinden dolayı diğer 

yöntemlere göre daha avantajlıdır (Dhawan et al. 2009). Örnek baĢına hücre sayısının 

azlığı, düĢük maliyet, uygulama kolaylığı ve kısa sürede çalıĢmanın tamamlanabilirliği 

açısından da avantajı fazladır. Buna ek olarak, hücrelerin hemen hemen her türü 

üzerinde çalıĢma yapılabilir.  

 

Öte yandan Comet assay‟in kendine has sınırlamaları vardır. DNA hasarının hücre 

döngüsü kontrol mekanizmaları üzerindeki etkileri gibi kanserojen ve epigenetik 

mekanizmalar için olası mekanizmaları olan anojenik etkileri tespit edilemez. Diğer 

dezavantajları tek hücre verisi, küçük hücreli numune (örnek önyargıya yol açar), teknik 

değiĢkenliği ve yorumudur. Ayrıca, hücreler arası değiĢkenlik, kültürler, çalıĢma için 

kullanılan hayvanlar, çeĢitli analiz sistemleri, görsel skorlama veya farklı comet 

parametrelerinin kullanımı laboratuarlar arası sonuçların farklı olmasında etkili diğer 

parametrelerdir (Dhawan et al. 2009).  

 

Ancak, avantajları dezavantajlarından fazladır ve bu nedenle temel DNA hasarı ve 

onarım çalıĢmalarında (Dhawan et al. 2009, Collins 2004 ), genotoksisite testlerinde, 

(Collins 2004, Poli et al. 1999) ve insan biyoizleme (Dhawan et al. 2009, Collins 2004, 

Nemavarkar et al. 2004) çalıĢmalarında değerli bir aracı olarak kabul görmüĢtür. 

Ostling ve Johanson (1984) hücrelerin DNA hasarı ölçmek için ilk kez “ tek hücre jel 

elektroforezi veya comet assay ” olarak bilinen mikrojel elektroforez tekniği 

kullanmıĢlardır. Bu yöntemde, hücreler lam üzerindeki agaroza gömülür ve lizis 

solüsyonunda bekletilerek proteinler uzaklaĢtırılır ve daha sonra elektroforez 

çözeltisinde bekletilir. Bir florokrom ile DNA boyanır ve elektriksel alanda pozitif 

kutba yönelmesi ile kromatinin baĢ ve kuyruk oluĢumu sağlanır. Hasarı fazla olan 
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DNA‟da kuyruk uzunluğu daha fazla ve/veya kuyruktaki DNA yoğunluğu daha fazladır. 

Ancak nötr koĢullarda sadece çift iplikli DNA kırıklıklarına bakılabilir. Daha sonra 

farklı hücrelerdeki çeĢitli hasar tiplerini belirleyebilmek için bazı değiĢiklikler (lizis, 

elektroforez) yapılmıĢtır (Collins 2004). Bu yüzden, Singh vd. (1988), comet yöntemini 

alkali ortamda uygulamıĢ ve hem tek iplik hem de çift iplik kırıklıklarını 

belirleyebilmiĢlerdir (Dhawan et al. 2009). Comet yöntemi Ģu an bireysel hücrelerde 

niteliksel olarak DNA hasar ve tamirini belirleyebilmek için kullanılan basit, çok yönlü, 

hızlı, görsel, hassas ve yaygın olarak kullanılan bir yöntemdir (Dhawan et al. 2009, 

Collins 2004). DNA çapraz bağlantıları (örneğin, timidin dimerleri) ve oksidatif DNA 

hasarı gibi diğer bazı DNA hasar lezyonları spesifik DNA tamir enzimleri ve lezyon-

spesifik antikorları kullanılarak comet yöntemi ile belirlenebilir.  
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 Materyal 

 

3.1.1 Kullanılan Cihazlar 

 

1. Soğutmalı santrifüj (Hettich) 

2. Floresan mikroskop (Olympus) 

3. IĢık mikroskobu (Olympus) 

4. ±4 ºC Buzdolabı (Profilo) 

5. -20ºC Derin dondurucu (Uğur) 

6. Manyetik karıĢtırıcı (Hangping, Variomag) 

7. Vorteks (Nüve NM 110) 

8. Pipetler (0,5-2 μL, 0,5-100 μL, 50-200 μL, 200-1000 μL, 1-5 mL) (Gilson) 

9. Otoklav (Nüve ot 032) 

10. Hassas terazi (Sartorius) 

11. Distile su cihazı (Nüve) 

12. Elektroforez düzeneği (Biolab) 

13. Hotplate (Thermolyne) 

14. pH metre (Hanna Instruments) 

15. Thoma lamı (IsoLab) 

16. Ġnkübatör 

 

3.1.2 Kullanılan Kimyasallar 

 

1. Normal erime noktasına sahip (NMPA, 65 
0
C) agaroz jel (Sigma) 

2. DüĢük erime noktasına sahip (LMPA, 37 
0
C) agaroz jel (Sigma) 

3. Sodyum-EDTA (Carlo Erba) 

4. Sodyum klorür (Merck) 

5. Potasyum klorür (KCl) (Merck) 

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

8. Sodyum hidroksid (Merck) 

9. Disodyum hidrojen fosfat (Merck) 

10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck) 

11. Etidyum bromür (Sigma) 

12. Hidrojen peroksit (Merck) 

13. Trizma HCl (Sigma) 

14. Histopak–1077 (Sigma) 

15. Dimetil sülfoksit  (DMSO) (Carlo Erba) 

 

3.1.3 Bitki Materyali 

 

Deneylerimizde kullanılan ÇO Afyonkarahisar‟da bir baharatçıdan temin edilmiĢtir. 

 

3.1.4 Mononükleer Lökositler 

 

Deney boyunca kullanılan hücreler sağlıklı, gönüllü bir kiĢiden çalıĢmaların yapıldığı 

günlerde onay formu imzalatılarak alındı. 

 

3.2 Metot 

 

3.2.1 Çörek Otu Sulu Ekstresinin ve Kullanılan Konsantrasyonlarının 

Hazırlanması 

 

Bir hassas terazide 1 gr ÇO tartıldı ve ÇO porselen havan yardımıyla ezildi ve boĢ bir 

behere alındı. Distile su ile 10 mL tamamlandıktan sonra 1 saat boyunca 100 ºC‟de bir 

ısıtıcılı manyetik karıĢtırıcıda kaynatıldı. Oda sıcaklığında soğumaya alınan sulu 

ekstrenin sıvı kısmını elde etmek amacıyla bir santrifüjde dakikada 5000 rpm‟de 10 dk 

santrifüj edildi. Süpernatan bir pipet yardımıyla baĢka steril bir boĢ tüpe alınarak stok 

olarak kullanıldı. Kullanım anına kadar stok sulu ekstre +4 °C'de saklandı (BektaĢ 

2010). 
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Deneylerimizde kullanılan sulu ekstre için 6 ayrı konsantrasyon hazırlandı. Bunun için 

altı ayrı tüp 1‟den 6‟ya doğru numaralandırılıp her sonraki tüpteki sulu ekstre 

konsantrasyonu iki kat seyreltme ile ayarlandı. Ġlk tüp, her sulu ekstre stok solüsyonu 

için 1/10 seyreltme oranı ile seyreltildi. Daha sonraki seyreltmeler 1/20, 1/40, 1/80, 

1/160 ve 1/320 oranında idi. 

 

3.2.2 Kullanılan Çözeltiler 

 

Lizis tamponu: Lizis stok solüsyonunun içeriği 100 mM EDTA, 2,5 M sodyum klorid, 

10 mM trizma base‟den oluĢmaktadır. Stok solüsyonun pH'sı değiĢtirilmedi. 100 mL 

çalıĢma solüsyonunu hazırlamak için de  % 1 oranında triton X-100 ve % 10 oranında 

DMSO jojeye alındı üzeri stok solüsyonla 100 mL‟ye tamamlandı. Daha sonra çalıĢma 

solüsyonunun pH 'sı 10'a ayarlandı. Lizis tamponu ile hücre ve çekirdek zarı lizise 

uğratıldı. 

 

Elektroforez tamponu: Alkali elektroforez çözeltisi 1 mM EDTA ve 300 mM sodyum 

hidroksit tartılıp 500 mL‟ye tamamlandı ve pH < 13 olacak Ģekilde ayarlandı. 

 

PBS (Fosfat) tamponu: 10 mM KH2PO4 ve 10 mM K2HPO4 solüsyonları 

hazırlandıktan sonra bir beher içinde pH 7,2 olacak Ģekilde birleĢtirildi. Hazırlanan 

tampon solüsyonuna 0,15 M NaCl eklendi. 

 

Etidyum bromür çözeltisi: 10 mg etidyum bromür 50 mL distile suda çözülerek 200 

μg/mL‟lik stok etidyum bromür çözeltisi hazırlandı.  Stok çözelti oda sıcaklığında 

saklandı. Stok etidyum bromür çözeltisinden 1 mL alınıp distile su ile 10 mL‟ye 

tamamlanarak 20 μg/mL‟lik etidyum bromür çözeltisi hazırlandı. 

 

H2O2 çözeltisi: % 35‟lik H2O2 çözeltisinden 9,7 μL alınıp, +4°C‟de 991,3 μL distile su 

ile 1 mL‟ye tamamlandı. Çözelti 1 hafta buzdolabında saklanabilir. Deney günü 0,1 M 

H2O2 çözeltisinden 1 mL alınıp +4°C‟de 10 mL ye tamamlanarak 10 mM H2O2 çözeltisi 

hazırlandı. 50 mM H2O2 çözeltisi içinse 0,1 M H2O2 çözeltisinden 5 mL alınıp +4°C‟ de 

10 mL‟ye tamamlanarak 50 mM H2O2 çözeltisi hazırlandı. 
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Normal erime noktalı agaroz (NMPA) çözeltisi 

0,02 gr NMPA tartılıp üzerine 2 mL 10X‟lik PBS eklenip ve ısıtılarak % 1‟lik NMPA 

çözeltisi hazırlandı ve ısıtıcı tabla üzerinde ısıtılan lamların üzerine yayıldı. 

 

DüĢük erime noktalı agaroz (LMPA) çözeltisi: 0,01 gr LMPA tartılıp üzerine 2 mL 

10X‟lik PBS eklenip ısıtılarak % 0,5‟lik LMPA çözeltisi hazırlandı. 

 

Nötralizasyon tampon çözeltisi: 48,5 mg tris 750 mL distile suda çözülüp pH 7,5‟e 

ayarlandı. Distile suyla 1000 mL‟ye tamamlandı (Koçyiğit vd. 2005). 

 

3.2.3 Mononükleer Lökositlerde DNA Hasarının Tek Hücre Jel Elektroforez 

Tekniği ile İn-vitro Tayini  

 

1. Steril enjektörle sağlıklı vericiden 3-4 mL kan örneği alındı. 

2. Daha sonra ependorfların içerisine histopak kondu ve 1:1 oranında olacak 

Ģekilde kan yavaĢça içerisinde histopak bulunan ependorflara eklendi. 

3. Oda sıcaklığında 2000 rpm‟de 20 dk süreyle santrifüj edildi. 

4. Santrifüj iĢlemi sonunda histopak üzerindeki interfazda ince bir tabaka halinde 

yer alan lökositler pastör pipeti yardımıyla alındı.  

5. Alınan lökositler ayrı ependorflara kondu ve üzerlerine PBS eklendi. 2300 

rpm‟de 10 dk süre ile santrifüj edildi. 

6. Süpernatan atılarak dipteki hücre yoğunluğuna göre 0,5-1 mL PBS eklenip 

pastör pipetiyle yavaĢça karıĢtırılarak homojen bir çözelti olması sağlandı. Bu 

homojen çözelti negatif kontrol olarak kullanıldı. 

7. l00 μL hücre süspansiyonu ependorf tüplere alındı ve ezilip kaynatılarak 

hazırlanan çörek otunun 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 ve 1/320 konsantrasyonları 

her bir ependorf tüpte 100 μL olacak Ģekilde eklendi. Daha sonra PBS ile son 

hacim 1000 μL ye tamamlandı.  

8. Ġncelenen bileĢikleri içeren hücre süspansiyonlarının 37±0,5 °C‟de 30 dk ve 1 

saat uygulamalar için bekletilerek inkübe edildi.  

9. Ġnkübasyon sonunda hücreler 2500 rpm‟de 10 dk süreyle santrifüj edildi. 

Süpernatan atıldı. 
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10. Pozitif kontrol olarak 10 mM ve 50 mM H2O2 kullanılacak hücrelere 

inkübasyondan sonra +4 °C‟de 850 μL PBS ve 10-50 mM H2O2 çözeltilerinden 

50 μL ilave edildi. 5 dk buz banyosunda inkübe edildi. +4 °C‟de 2500 rpm‟de 5 

dk süreyle santrifüj edildi. Süpernatan atıldı.  

11. +4 °C‟de 1 mL PBS ile 2500 rpm‟de 5 dk süreyle santrifüj edilerek hücreler 

yıkandı. Süpernatan atıldı. 

12. 37±0,5 °C‟de eritilmiĢ 75 μL % 0,5‟lik LMPA, 25 μL hücre süspansiyonu ile 

karıĢtırıldıktan sonra önceden % 1‟lik NMPA çözeltisine daldırılıp agar ile 

kaplanmıĢ lamlara yayıldı ve üzerine lamel kapatıldı ve buzlu yüzey üzerinde 5 

dk bekletilerek agarın katılaĢması sağlandı. Agar üzerindeki lamel 

zedelenmeden alındı.  

13. Lamlar daha önceden hazırlanıp buzdolabında bekletilen soğuk lizis çözeltisine 

daldırılarak en az 1 saat süreyle buzdolabında bekletildi. 

14. Takiben elektroforez uygulandı. 

15. Elektroforez iĢlemi için tank soğuk elektroforez çözeltisi ile dolduruldu. 

16. Lamlar agar yayılan kısımları üste gelecek Ģekilde elektroforez tankının içine 

yerleĢtirildi. Akım uygulamadan 20 dk bekletildi. 

17. 25 V ve 300 mA akım uygulayarak 20 dk elektroforez uygulandı. 

18. Elektroforez iĢlemi bittikten sonra alınan lamlar 5 dk distile suda bekletildi. 

19. Takiben lamlar 15 dk nötralizasyon tampon çözeltisinde bekletildi. 

20. Tüm bu iĢlemlere ek bir DNA hasarını önlemek üzere karanlıkta yapıldı. 

21. Deney her bileĢik için her konsantrasyon çift olmak üzere en az 3 kez 

tekrarlandı. 

22. Lamların üzerine 60 μL 20 μg/mL konsantrasyonda olan etidyum bromür 

çözeltisi ilave edildi. 

23. Her lamda 100 hücre floresan mikroskobunda değerlendirilerek DNA hasar 

derecesi kuyruk yoğunluğu, kuyruk momenti ve kuyruk göçü olarak 

değerlendirildi (Singh et al. 1988, Tice et al. 1990). 
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3.2.4 Ġstatistiksel Analizler 

 

Sonuçların istatistiksel değerlendirilmesinde SPSS Versiyon 11,5 (SPSS Inc. Chicago 

USA) for Windows paket programı tek yönlü varyans analizi (One-Way ANOVA), 

Duncan çoklu dağılım testi kullanılmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

 

Deneylerimizde kullanılan ÇOE için 6 ayrı konsantrasyon hazırlandı. Bunun için altı 

ayrı tüp 1‟den 6‟ya doğru numaralandırılıp her sonraki tüpteki ekstre konsantrasyonu iki 

kat seyreltme ile ayarlandı. Ġlk tüp, ekstre stok solüsyonu için 1/10 seyreltme oranı ile 

seyreltildi. Daha sonraki seyreltmeler 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 oranında idi. 

Kullanım anında her 1000 μL hücre süspansiyonu içerisinde 100 μL seyreltilmiĢ ekstre 

solüsyonu olacak Ģekilde iĢlem yapıldı. Bu iĢlemler hesaba katılarak hücrelerin maruz 

kaldığı ekstre konsantrasyonları Çizelge 4.1. de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.1. Hücrelerin maruz kaldığı ekstre konsantrasyonları 

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

Sulu Ekstre Konsantrasyonu  

(W/V) (µg/mL) 

100 50 25 12,5 6,25 3,125 

 

4.1 Çörek Otunun Mononükleer Lökositlerde H2O2 ile Ġndüklenen DNA Hasar 

Etkisine ĠliĢkin Bulgular 

 

ÇalıĢmamızda 100-3,125 µg/mL konsantrasyon aralığında (1/10-1/320 çözeltilerde) 

ÇOE‟nin, 30 ve 60 dk inkübasyon sürelerinde, 10 ve 50 mM H2O2 tarafından 

oluĢturulan oksidatif DNA hasarına karĢı koruyucu etkileri araĢtırılmıĢtır. 

 

30 dk ön inkübasyondan sonra 10 mM H2O2 ile oluĢturulan hasarda en yüksek DNA 

hasar skoru 127,33±12,66, 50 mM H2O2 ile oluĢturulan hasarda ise en yüksek DNA 

hasar skoru ise 137,33±6,93 olarak bulundu (Çizelge 4.2).  

 

60 dk ön inkübasyondan sonra 10 mM H2O2 ile oluĢturulan hasarda DNA hasar skoru 

9,66±2,72 ile 138±3,05 değerleri arasında; 50 mM H2O2 ile oluĢturulan hasarda ise 

9,66±2,72 – 145,66±3,17 değerleri arasında bulundu (Çizelge 4.2). 
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DNA hasarı değerlendirildiğinde, 100-25 µg/mL konsantrasyonlarda (1/10-1/40 

çözeltilerde) ÇOE‟nin, 30 ve 60 dk inkübasyon sürelerinde, 10 ve 50 mM H2O2 

tarafından oluĢturulan DNA hasarını önemli ölçüde azaltmıĢtır (p<0,05) ancak ortadan 

kaldırmamıĢtır (Çizelge 4.2). 

  

12,5-3,125 µg/mL konsantrasyonlarda (1/80-1/320 çözeltilerde) ÇOE, 30 ve 60 dk 

inkübasyon sürelerinde, 10 ve 50 mM H2O2 tarafından oluĢturulan DNA hasarına karĢı 

koruyucu etki gösteremezken ekstre konsantrasyonunun artıĢına bağlı olarak ÇOE‟nin 

hasarı azaltmada etkili olduğu bunun yanında inkübasyon sürelerine göre de hasar 

derecesinin farklılık gösterdiği ortaya konmuĢtur (Çizelge 4.2).  

 

10 ve 50 mM H2O2 tarafından oluĢturulan DNA hasarında 100-50 µg/mL 

konsantrasyonlarda 30 dk inkübasyon süresinin 60 dk inkübasyon süresine göre DNA 

hasarını azaltmada daha etkili olduğu ancak 25-3,125 konsantrasyonlarda ise 

inkübasyon süresine göre hasar derecesinde azaltmada belirgin bir fark olmadığı 

bulunmuĢtur (Çizelge 4.2).  
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Çizelge 4.2. Farklı konsantrasyonlardaki ÇOE‟nin H2O2
’
nin oluĢturduğu DNA hasarına (AU) 

karĢı direnci 

 

 

UYGULAMA 

30 dk 

Ġnkübasyon 

 +  

10 mM H2O2 

X± SH* 

30 dk 

Ġnkübasyon 

+ 

50 mM H2O2 

X± SH* 

60 dk 

Ġnkübasyon 

+ 

10 mM H2O2 

X± SH* 

60 dk 

Ġnkübasyon 

+ 

50 mM H2O2 

X± SH* 

PK 119,33±5,20
a
 137,33±6,93

a
 119,33±5,20

a
 137,33±6,93

a
 

K 9,66±2,72
b
 9,66±2,72

b
 9,66±2,72

b
 9,66±2,72

b
 

100 µg/ml 49,33±1,76
c
 57,33±1,76

c
 58,66±6,38

c
 77±2,88

c
 

50 µg/ml 65,33±4,37
c
 73,33±4,37

c
 83,33±2,84

d
 86,33±13,01

c
 

25 µg/ml 95,66±9,49
d
 103,33±9,27

d
 94±0,57

d
 98,33±5,60

c
 

12,5 µg/ml 119,66±5,89
a
 128±5,56

a
 107±3,21

e
 132,33±1,85

a
 

6,25 µg/ml 117±6,55
a
 125,66±7,53

a
 123,33±2,40

a
 138,66±12,19

a
 

3,125 µg/ml 127,33±12,66
a
 135±12,01

a
 138±3,05

f
 145,66±3,17

a
 

* Sütunlardaki farklı harfler p< 0,05 düzeyinde önemli (Duncan çoklu dağılım testi) 

X; Ortalama, SH; Standart Hata, PK; Pozitif kontrol, K; Kontrol 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

 

Bitkisel ürünler ve fitokimyasallarla gerçekleĢtirilen fitoterapi geçmiĢten günümüze 

kadar uygulanmaktadır. Günümüzde kullanılan pek çok ilaç etken maddesi kaynağını 

bitkilerden almıĢtır. Hastalıkların önlenmesi ve tedavisinde bitkilerde bulunan 

karotenoidler, antioksidan vitaminler, fenolik bileĢikler, terpenoidler, steroidler, indoller 

ve lif rol oynamaktadır.  

 

Yine bazı fitokimyasalların, in vitro test sistemlerinde mutajenik oldukları DNA 

hasarını indükledikleri bildirilmiĢse de bu durumun tersini bildiren bulgularda 

bulunmaktadır. 

 

Fitokimyasallar oksidan radikallerin yakalanması yanı sıra detoksifiye edici enzimlerin 

aktivasyonu, immün sistemin uyarılması, hücre çoğalması ve apoptozuna iliĢkin gen 

ekspresyonunu, hormon metabolizması ve antibakteriyal ve antiviral etkileri 

düzenleyerek de etkili olur (Bouic 2001). 

 

ÇalıĢmamızda antioksidan özelliklerinden söz edilen, son yıllarda serbest radikal hasarı 

ile iliĢkili bozuklukların ve birçok hastalığın tedavisinde yaygın kullanımı nedeniyle 

ÇOE‟nin, in vitro insan mononükleer lökositlerinde, tek hücre jel elektroforez 

yöntemiyle, H2O2 ile indüklenmiĢ oksidatif DNA hasarını önlemedeki etkinliği 

araĢtırılmıĢtır. Sonuçta H2O2‟nin DNA hasarlayıcı etkisine karĢı ekstrelerin belirli 

dozlarda maksimum bir savunma hattı oluĢturarak DNA hasarını önemli fakat farklı 

derecelerde azalttığı ortaya konulmuĢtur. 

 

DNA hasarı değerlendirildiğinde, 100-25 µg/mL konsantrasyonlarda ÇOE‟nin, 30 ve 60 

dk inkübasyon sürelerinde, 10 ve 50 mM H2O2 tarafından oluĢturulan DNA hasarını 

önemli ölçüde azaltmıĢtır (p<0,05) ancak ortadan kaldırmamıĢtır (Çizelge 4.2). Hücre 

kültürü ortamında ÇOE‟nin DNA hasarının önlenmesiyle ilgili yapılan bir çalıĢmada, 

DNA hasarını maksimum azaltan konsantrasyonun 1,56 mg/dL olduğu belirtilmiĢtir 

(BektaĢ 2010). Dolayısıyla ÇOE‟nin konsantrasyonlarının artıĢına ve inkübasyon 

süresine bağlı olarak DNA hasarının önlenmesi değiĢiklik göstermektedir. 
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ÇO normal hücrelere toksik etki göstermeyip koruyucu özellikte olmasının yanında, 

çeĢitli kanser hücrelerine sitotoksik etki ettiği, hücresel aktivasyonu arttırdığı ve tümör 

hücrelerine özgü antikorların sayısını arttırdığı belirtilmiĢtir (Swamy and Tan 2000, 

Medenica et al. 1993). 

 

ÇO tohumlarının ham ekstre veya yağ biçiminde kullanıldığında antioksidan özellik 

gösterdiği ve potansiyel antitoksik tesiri olduğu anlaĢılmaktadır. Bu tesiri aktif 

bileĢiklerden olan taymokinonun ve ditaymokinonun gibi bileĢikler sayesinde ve lipid 

peroksidasyon düzeyini düĢürerek, antioksidan maddelerin seviyelerini artırarak 

antioksidan özellik gösterdiğine iliĢkin araĢtırmalar bulunmaktadır (Medenica et al. 

1993, Daba ve Abdel-Rahman 1998, Swamy and Tan 2000, Capecka et al. 2004). 

ÇalıĢmamızda, H2O2‟nin DNA hasarlayıcı etkisine karĢı, bu aktif bileĢiklerin bir 

savunma hattı oluĢturarak DNA hasarını azalttığı düĢünülebilir. 

 

Dolayısı ile fitoterapide bu bitkinin, DNA hasarının neden olduğu hastalıklar oluĢtuktan 

sonra değil de, oluĢmadan önce koruyucu olabileceğini gösterdik. Yine bu bitkiye ait 

aktif bileĢenlerin ayrı ayrı çalıĢılmasıyla DNA hasarını önlemede etken maddenin ortaya 

konulması gerekmektedir. ÇalıĢmamız in vitro bir çalıĢma olup in vivo çalıĢmalarla 

desteklenmelidir. 
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