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OZET
Doktora Tezi

DNA’NIN OKSIDATIF HASARI UZERINE FENOLIK MADDELERIN ETKISI

Onder AYBASTIER

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Kimya Anabilim Dal1

Danmisman: Prof.Dr. Cevdet DEMIR

DNA’nin oksidatif baz hasar iizerine karvakrol, timol, timokinon ve kekik bitkisinden
elde edilen yag alt1 suyu, ugucu yag1 ve ekstraktlarn etkisi incelenmistir. Oncelikle
calismada kullanilan kekik tiirii olan Origanum vulgare L.’nin antioksidan 6zellikleri
belirlenmistir. incelenen kekik tiiriiniin antioksidan kapasitesinin yiiksek ve icerdigi
temel antioksidan maddelerin karvakrol ve timol oldugu tespit edilmistir. Sulu ¢ozelti
ortaminda karvakrol, timol ve timokinon molekiillerinin Fenton reaksiyonu ile
olusturulan hidroksil radikalini siipiirme etkisi incelenmistir. Hidroksil radikalini (*OH)
en hizli timokinonun siipiirdiigii belirlenmistir.

DNA oksidatif baz hasar drtnlerinin GC-MS/MS ile analizi i¢in metot gelistirme
calismalar1 yapilmistir. Analiz Oncesi tiirevlendirme kosullart merkezi kompozit dizayn
ile optimize edilmistir. GC-MS/MS c¢alisma kosullar1 da optimize edilerek ilk kez 18
farkli DNA oksidatif baz hasar {iriinii es zamanlt ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
analiz edilebilmistir. Buzagi timiis DNA’s1 antioksidan iceren ve icermeyen ortamlarda
Fenton reaksiyonuna maruz birakilip, olusan DNA oksidatif baz hasar iirlinleri tayin
edilmistir. Antioksidan varliginda, olusan DNA oksidatif baz hasar {iirtinii miktarinin
azaldig1 gorlilmistiir. Ayn1 ¢alisma malign (A549) ve saglikli (BEAS-2B) akciger
hiicreleri tizerinde de denenmistir. Hiicre kiiltlirii ortaminda calisilan antioksidanlardan
ve H,0; eklendikten 48 saat sonra hiicreler alinip, DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA’daki oksidatif baz hasar Grtinleri analiz edilmistir. Hiicre kiiltiiri ortaminda
da kullanilan antioksidanlarin DNA’y1 hidroksil radikaline (*OH) karst korudugu
belirlenmigstir. Tez kapsaminda kullanilan antioksidanlardan timokinon DNA’y1
oksidasyona kars1 korumada daha etkili oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: DNA, oksidatif hasar, antioksidan, karvakrol, timol, timokinon,
kekik, GC-MS/MS.

2016, xiv + 120 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

THE EFFECT OF PHENOLIC COMPOUNDS ON THE OXIDATIVE DNA
DAMAGE

Onder AYBASTIER

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Cevdet DEMIR

The effect of carvacrol, thymol, thymoquinone and essential oil and water extracts from
thyme on the oxidative damage of DNA bases was investigated. First of all, the
antioxidant properties were determined in the extracts of thyme species of Origanum
vulgare L. It was found that Origanum vulgare L has high antioxidant capacity and its
main antioxidant compounds are carvacrol and thymol. The hydroxyl radical
scavenging effect formed by Fenton's reaction was investigated for carvacrol, thymol
and thymogquinone in aqueous medium. Thymoquinone has the highest hydroxyl radical
(*OH) scavenging capability.

The method development studies were carried out for the analysis of DNA oxidative
base damage products by GC-MS/MS. The derivatization conditions for DNA oxidation
products were optimized before the analysis by central composite design. GC-MS/MS
operating conditions were optimized and 18 DNA oxidative base damage products were
analyzed simultaneously at low concentrations for the first time. Calf thymus DNA was
exposed to Fenton reaction in the presence and absence of antioxidants and DNA
oxidative base damage products were analyzed formed during the oxidation reaction. It
was demonstrated that the antioxidant compounds have reducing effect on the amount
of oxidative DNA base damage products The same study was also conducted on the
malign (A549) and healthy (BEAS-2B) lung cells. The antioxidants of carvacrol,
thymol and thymoquinone were incubated for 48 h in cell culture medium with and
without the presence of H,0O,. Then the DNA was isolated from the cell culture and the
oxidative base damage products were analyzed by GC-MS/MS. The results show that
the antioxidants investigated in this study prevented the DNA oxidation against
hydroxyl radicals (¢*OH) in cell culture medium. Thymoquinone was the highest
antioxidant effect on the protection of DNA oxidation against the hydroxyl radicals.

Keywords: DNA, oxidative damage, antioxidant, carvacrol, thymol, thymoquinone,
thyme, GC-MS/MS.

2016, xiv + 120 pages.
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1. GIRIS

Serbest radikaller, eslesmemis elektron igeren ve bu nedenle reaktif 6zellik tagiyan atom
ya da atom gruplaridir. Kararsiz olduklarindan, tiim organizmalarin canlilik islevleri ve
biyolojik gelismeleri siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan, tiim genetik bilgileri tagiyan
DNA’da, hiicrelerde, proteinlerde hasar olusturan zincir reaksiyonlar baglatirlar. Serbest
radikaller, viicutta metabolizma sirasinda ve birgok dis etken tarafindan meydana
getirilebilen kimyasal Grunlerdir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,
oksijenden olusan serbest radikallerdir. Bunlara ve oksidan olan fakat radikalik yapida
olmayip, radikalik yapiya kolaylikla doniisebilen maddelerin tiimiine reaktif oksijen
tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS) ad1 verilmektedir. Organizmada reaktif oksijen
tirlerinin yan1 sira reaktif nitrojen tiirevleri (Reactive Nitrogen Species, RNS) de

olusmaktadir.

Normal sartlarda hiicrelerde oksidanlar ve antioksidanlar arasinda korunan bir denge
vardir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve meydana getirecegi hasar1 6nlemek igin
vicutta birgok savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Ancak oksidanlarin asir1 iiretimi
veya antioksidan savunmanin azalmasi sonucu olusan dengesizlik oksidatif stres olarak
adlandirilan duruma neden olur ve bu siiregte hiicresel hasar diizeyi artar. DNA’da hasar
olusumu, yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari,
dejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok hastaligin baslica nedeni olarak goriilmektedir.
Yapilan ¢aligmalar DNA’st hasar goren saglikli hiicrelerin malign hicrelere
dontisebildigini gostermektedir. Akciger de oksidanlardan en ¢ok etkilenen organlardan
biridir. Ciinkii hava kirliligi ve kan kaynakli oksidanlarin etkisindedir. Ayrica en fazla
oksijen ile karsilasan organdir. Bu nedenlerden dolay1 akciger kanseri en sik gorilen
kanser tiirleri arasindadir. Ulkemiz de akciger kanseri goriilme orani en yiiksek

Ulkelerden biridir.

Reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da olusturdugu hasar iirlinlerinin kantitatif tayini i¢in
bircok yontem kullanilmaktadir. Ancak, GC/MS ve LC/MS gibi kitle spektrometri ile
entegre kromatografik teknikler, aym1 anda ¢ok sayida maddenin analiz edilmesi ve

yiiksek duyarlik gibi énemli avantajlara sahiptir. Ozellikle GC/MS farkl tiirlerdeki



oksidatif DNA hasarinin tespitinde kullanilabilme avantajina sahiptir. Oksidatif DNA
hasar {iirlinlerinin miktarinin tayini, hem oksidatif DNA hasart hem de DNA onarim

seviyesi hakkinda bilgi vermektedir.

Reaktif oksijen turlerini etkisiz hale getirerek oksidatif hasari Onleyebilen ya da
geciktiren antioksidan bilesiklerin tedavide yardimci olarak kullanilmasi son yillarda
bliytik ilgi gormektedir. Bu amacla ¢ok sayida antioksidan bilesik i¢eren dogal iirtinler
ve tibbi bitkiler satisa sunulmaktadir. Cesitli hastaliklarin 6nlenmesinde bitkisel {iriin ve
bitkisel kaynakli etken maddelerin dogal oldugu igin zararli olmadig1 diisiincesi ile
bilingsiz kullanimi artmaktadir. Bitkilerdeki antioksidan 6zellikte bilesiklerin ¢ogunun
yap1 ve etkinlikleri tam olarak aydinlatilmamistir ve pek cok etken maddenin hem
oksidan hem de antioksidan Ozellikleri bulunabilmektedir. Cogu bitkisel {iriiniin
toksisiteleri ve insan sagligina olas1 etkileri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Bazi bitkisel iriinlerin in vitro bakteri sistemlerinde ve hiicre kiiltiirlerinde ylksek
konsantrasyonlarda oksidatif hasar1 artirabilecegi, mutajenik olabildikleri, DNA hasarini

indiikledikleri belirtilmisse de tersini belirten ¢alismalar da bulunmaktadir.

Bu caligmada, iilkemizde yetisen Origanum vulgare L. subsp. hirtum (link.) letswaart
tiirii kekikten ugucu yag, yag alt1 suyu ve ekstrakt elde edilerek antioksidan o6zellikleri
ve fenolik madde igerikleri tespit edilmistir. Hazirlanan bu numunelerin ve karvakrol,
timol, timokinon fenolik maddelerinin standartlarinin oksidatif DNA hasar1 olusumu
Uzerine etkisi incelenmistir. Saglikli (kontrol grubu) ve malign (hastalik grubu) akciger
hicrelerinde bulunan olasi tiim oksidatif DNA hasar {iriinlerini tespit etmek igin drnek
hazirlama ve GC-MS/MS ile tayin yontemi gelistirilmistir. BOylece oksidatif DNA
hasarmin gostergesi olan ve biyomarkér olarak degerlendirilebilecek hasar
rtiniinii/iriinleri ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tayin edilmesi saglanmistir. Farkli
miktarlardaki bitki ekstraktlarinin ve standart fenolik maddelerin hucre kultrd
ortaminda, oksidatif DNA hasar triinleri lizerinde etkisi incelenerek, antioksidan

maddelerin reaktif oksijen tirlerini etkisiz hale getirme 6zellikleri ortaya konmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. DNA’nin Yapisi

Deoksiribonikleik asit (DNA), tiim organizmalarin canlilik islevlerini ve biyolojik
gelismelerini  siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan, tiim genetik bilgileri tasiyan
biyomakromolekildir. DNA’da tekrarlayan temel birim, deoksiribonikleotiddir. Her
bir birim, seker olarak bir deoksiriboz, bir fosfat ve heretosiklik dort bazdan birini igerir.
Piirin yapisinda, adenin (A) ve guanin (G), pirimidin yapisinda, timin (T) ve sitozin (C)
bazlarimi igerir (Sekil 2.1.1. ve Sekil 2.1.2.). Bu bazlardan biri, 2’-deoksiribozun
1’karbonuna (1’-C) B-N-glikozid bag: ile baghdir. Bu yapiya niikleozid adi verilir.
Fosfat grubu ise sekerin 5’ veya 3’ karbonuna baghdir ve fosforillenmis niikleozid,

niikleotid olarak adlandirilir (Akgay 2006, Hari ve ark. 2012, Liang ve Wnuk 2015).

NH,, @)
h. Y
| XN | NH
NH/KO NH/go
Sitozin Timin
4-aminopirimidin-2-on 5-metilpirimidin-2,4-dion

Sekil 2.1.1. DNA’da bulunan piirin yapisindaki bazlar

NH, |o
X
SOOI N
Adenin Guanin
6-aminopurin 2-amino-6-hidroksipirin

Sekil 2.1.2. DNA’da bulunan pirimidin yapisindaki bazlar



Cift zincirli, sarmal yapidaki molekiiliin iki zinciri, piirin ve pirimidin bazlar1 arasindaki
hidrojen baglar1 ile bir arada tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar sarmalin i¢
kisminda, fosfat ve seker omurgasi ise dis kisimda bulunur. Bu nedenle, sarmalin i¢
kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofilik 6zellik tasimaktadir. Piirin ve pirimidin
niikteotidleri arasindaki eslesmeler son derece spesifiktir. Her zaman adenin karsisinda
timin ve guanin karsisinda sitozin olacak sekilde eslesmeler ger¢eklesmektedir. Bu
nedenle ¢ift zincirli yapinin bir zincirindeki baz dizilimi bilindiginde, diger zincirin baz

dizilimi belirlenebilmektedir (Hari ve ark. 2012, Liang ve Wnuk 2015).

DNA heliks yapisinin ¢esitli nedenlerle bozulmasina denatiirasyon adi verilmektedir.
Bu bozulma 260 nm dalga boyunda absorpsiyon olcilerek gdzlemlenebilmektedir.
Guanin ve sitozin arasinda ii¢ hidrojen bagi (G=C), adenin ve timin arasinda iki
hidrojen bagi (A=T) bulunur (Sekil 2.1.3.). Bu nedenle yiiksek oranda guanin ve sitozin
iceren DNA daha yiiksek sicaklikta denatiire olur (Akgay 2006).

Sitozin
F\—H —————————————— 0
Nr/ \ > \;
il e H—N
— %
J &
Adenin Timin

Sekil 2.1.3. Guanin ile sitozin ve adenin ile timin arasinda olusan hidrojen baglari



Bir eksen etrafinda donen ¢ift sarmal seklindeki molekiiliin bir zinciri 5°—3’ yoniine
dogru, digeri ise 3°’—5’ yoniine dogru oldugu icin ters yonde paraleldir. Sarmal i¢inde
iki zincir arasindaki iliski, biiyiik oluk (major) ve kiigiik oluk (mindr) olusturmaktadir.
DNA molekiilii ¢esitli ¢ift sarmal yapilarda bulunabilir. Dogada ii¢ farkli DNA fi¢
boyutlu konformasyonu oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar A-DNA, B-DNA ve Z-DNA
olarak adlandirilirlar (Sekil 2.1.4.).

Sekil 2.1.4. A-DNA, B-DNA ve Z-DNA vyapilari

James D. Watson ve Francis Crick tarafindan tanimlanmig olan B-DNA’nin hiicrelerde
hakim bi¢im oldugu goriisii yaygindir. 2,37 nm genisligindedir ve 10 baz cifti i¢in 3,4
nm uzanir (Richmond ve Davey 2003). DNA molekiiliiniin B sekli her 360°lik
doniistinde 10,4 baz ¢ifti igeren sag el doniislii sarmal yapisindadir (Sekil 2.1.5.). Benzer
sekilde sag el doniislii sarmal yapisinda olan A seklinin her bir doniisiinde 11 baz ¢ifti
bulunmaktadir. Sol el doniislii sarmal yapida olan ve her doniisiinde 12 baz bulunan Z-
DNA, DNA yapisinin 6zel bolgelerinde kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir. A-DNA, B-
DNA molekiline gore daha kisa ve kalin, Z-DNA ise, B-DNA molekiliine gore daha
ince ve uzundur. Cift sarmal yapidaki DNA, endotermik bir olay ile molekiil igerisinde
asir1 sarmal yapilar olusturarak siiper sarmal olarak adlandirilan ileri derecede sarmal

yapilar meydana getirebilmektedir. Siiper sarmal yapi, pozitif veya negatif siiper sarmal



olmak {iizere iki farkli sekilde meydana gelebilmektedir. Serbest DNA molekiiliinden
daha dayanikli bir yapiya sahip oldugu icin negatif siiper sarmal yapi tastyan DNA
molekiiliiniin biyolojik ©6nemi bulunmaktadir. Negatif siiper sarmal yapi, DNA

replikasyonu i¢in 6nemli olan ¢ift sarmalin kismen agilmasi sonucunda olusmaktadir
(Akcay 2006).

Sekil 2.1.5. DNA’nin ikili sarmal yapisi

DNA tim hiicrelerin ana bilesenidir ve hiicrenin kuru agirliginin %5-15’ini olusturur.
Okaryot hiicrelerde zarla gevrilmis bir ¢ekirdek yer alir ve kromozomal DNA, hiicrenin
cekirdeginde bulunur. Insan hiicresi 23 ¢ift kromozom icerir. En kiigiik insan
kromozomu 50 milyon, en biiyiigii 263 milyon baz gifti igerir. E. coli gibi bakteriler her
hiicrede yaklagik 1 mm uzunlugunda 4 milyon niikleotid ¢iftinden olugan DNA igerirler.
Insan hiicresi 174 cm uzunlugunda ve 6 pg agirhginda DNA igerir. Tiirden tiire
hiicrenin igerdigi DNA miktar1 ve uzunlugu degisir (Parimoo ve Parimoo 2003). Cesitli
hiicre tiirlerinin igerdigi DNA miktar1 ve niikleotid ¢ifti sayis1 Cizelge 2.1.1.°de

verilmigtir.



Cizelge 2.1.1. Bazi1 hiicrelerin igerdigi DNA ve niikleotid ¢ifti miktari

Hucre tara Organizma DNA/hlcre (pg) | Niikteotid cifti sayisi
Bakteriyofaj T4 2,4x10™ 0,17x10°

Bakteri E. coli 4,4x10°° 4.2x10°

Mantar N. crassa 1,7x107 20x10°

Eritrosit Tavuk 2,5 2000x10°

Lokosit Insan 6 6000x10°

Insan hiicresinde yaklasik 30000 gen vardir. Ancak tiim hiicrelerdeki tiim genler aktif
degildir. Genlerin c¢ogunun sahip oldugu fonksiyonlar su anda tam olarak
bilinmemektedir. Hiicrelerdeki genlerin boyutu degiskendir. Genlerin boyutu birkac baz
ciftinden binlerce baz ¢iftine kadar degisebilir (Chaisson ve ark. 2015).

2.2. Reaktif Oksijen Turleri

2.2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Serbest radikaller, eslesmemis elektron iceren ve bu nedenle reaktif 6zellik tasiyan atom
ya da atom gruplaridir. En Onemli ozellikleri kararsiz, kisa Omiirlii ve reaktif
olmalaridir. Bu nedenle DNA’da, hiicrelerde ve proteinlerde hasar olusturan zincir
reaksiyonlar1 baglatirlar. Serbest radikaller; viicutta metabolizma sirasinda, viriisler,
iyonlastirict radyasyon, UV 1sin1, sigara, enfeksiyonlar, stres, kimyasallarin etkisi
altinda kalma, ila¢ toksikasyonlari, demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa gibi
metal iyonlari, ozon, karbon monoksit gibi bir¢ok etken tarafindan meydana
getirilebilen kimyasal Grlnlerdir. Biyolojik sistemlerdeki en énemli serbest radikaller
oksijenden olusan serbest radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tirleri (Reactive
Oxygen Species, ROS) adi verilmektedir. ROS, oksijen radikallerini ve oksidan olan
fakat radikal yapida olmayan ve/veya radikalik yapiya kolaylikla doniisebilen
maddelerin tumuni kapsayan bir terimdir (Fung ve ark. 1997, Buonocore ve ark. 2010).
Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin yan sira reaktif nitrojen tlirevleri (Reactive Nitrogen
Species, RNS) de olusmaktadir. RNS azot oksit, azot dioksit radikallerini ve HNO, ve

N,O, gibi radikal yapida olmayan maddelerin timiinii kapsayan bir terimdir. Radikal ve

radikal olmayan reaktif oksijen tirleri Cizelge 2.2.1.1.’de gorulmektedir.



Cizelge 2.2.1.1. Reaktif oksijen turleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Superoksit radikali Oy Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil radikali *OH Lipid hidroperoksit LOOH
Peroksil radikali ROO- Hipohal6z asit HOX
Alkoksil radikali RO- N-halojenli aminler R-NH-X
Semikinon radikali HQ- Singlet oksijen 0,
Organik radikaller Re Ozon O3
Organik peroksit radikali | RCOOe | Azot dioksit NO;
Nitrik oksit NQe Hipokloroz asit HOCI
Peroksinitrit ONOO™

Serbest radikaller, kovalent bagin homolitik yarilmasi, bir molekiilin elektron
kaybetmesi veya bir molekiile elektron eklenmesi ile olusabilmektedirler. Bu molekiili
olusturan kovalent bagin homolitik yarilmasi sonucu eslesmis elektronlardan her birinin

ayr1 par¢cada kalmasi ile serbest radikaller meydana gelmektedir.
XY > Xe+Ye

Molekiiliin yapisindaki atomlardan birisinden elektron uzaklastirilmasit veya bir

molekiile elektron eklenmesi sonucu da serbest radikaller olusmaktadir.
X—>Xet+e X+e— X

Kararsiz bir yapiya sahip olan serbest radikaller, elektron konfigiirasyonlarini
dengelemeleri gerektiginden ¢ok reaktiftirler. Tek elektronunu bir baska molekiile
verebilen bu radikaller, bir baska molekiilden elektron alarak elektron cifti de
olusturabilmektedirler. Sonugta radikal olmayan bir yapi, elektron vererek radikalik
yapiya donligebilmektedir. En reaktif ve toksik etkili radikal olan hidroksil radikali
(*OH) Haber-Weiss reaksiyonu ve metallerin varliginda Fenton reaksiyonu ile
olusmaktadir (Cizelge 2.2.1.2.) (Fung ve ark. 1997, S6zmen 2006 Kruk ve ark. 2010).



Cizelge 2.2.1.2. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu

Haber-Weiss reaksiyonu:

Fe** + O —> Fe™ + O,

Fe’* + H,0, — Fe*" + «OH +OH"

O, + H,0, —» «OH +OH + O,

Fenton reaksiyonu:

Fe?* + H,0, —» Fe®" + «OH + OH"~

Biyolojik sistemlerde oksijen tasinmasi, ATP iiretimi, DNA ve klorofil sentezinde
onemli role sahip olan demirin serbest formlar1t canli hiicrelerde toksik etki
yapabilmektedir. Bu toksik etki sonucunda olusan reaktif oksijen tiirleri DNA’da ve
lipidler de hasar olusmasina yol agmaktadir. Tiim hiicreler serbest demirin toksik
etkisini yok eden ve demirin fazlasini toksik olmayan formlarda hiicre icinde depolayan
mekanizmalara sahiptir (Albertsen 2006). Birgok metal dogal olarak viicutta kelat
olusturmus formda bulunur. Ornegin; bakir cesitli enzimlerde, demir ise ferritin gibi
proteinlerde, miyoglobin ve hemoglobinin porfirin halkasinda kelat yapisinda
bulunmaktadir (Fraga 2005). Kelat olusumu antioksidan savunma sistemine Onemli
katkida bulunmaktadir. Ancak travma, toksinler, hastalik gibi ¢esitli nedenlerle oksidatif
reaksiyonlar1  katalizleyen = serbest ~metal iyon  formlarma  doniisiimler
gerceklesebilmektedir. Katarakt, ateroskleroz, diyabet gibi patolojik kosullar altinda
metal iyonlarinin serbest ve zararli formlarda bulunduguna dair calismalar

bulunmaktadir (Lavelli ve ark. 2000).

2.2.2. Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar

2.2.2.1. Elektron tasima zinciri:

Normal kosullarda mitokondri, oksijeni suya indirgeyerek etkisizlestirmektedir.

Elektron tagima zincirinde yer alan pek c¢ok bilesik oksijen ile tepkimeye girerek

stperoksit radikali (Oz¢") olusumuna neden olmaktadir. Normal kosullarda hiicrenin



savunma sistemleri ile yok edilebilen Oje”, oksidatif stres durumunda savunma

sistemlerinin yetersiz kalmasi sonucu mitokondride hasar olusturmaktadir (S6zmen

2006).
2.2.2.2. D1s etkenler:

Radyasyon, cevre Kirleticileri, pestisitler, metaller, gesitli tibbi tedavi yollari, kontamine
sular, sigara ve alkol gibi bir¢ok dis etken gesitli mekanizmalarla reaktif oksijen

tiirlerinin olugsmasina yol agmaktadir (Kaur ve Kapoor 2001, S6zmen 2006).
2.2.2.3. Enzimatik tepkimeler:

Oksijen kullanilan tepkimeleri katalizleyen enzimler oksidazlar ve oksigenazlar olarak
siiflandirilmaktadir. Bu enzimlerin katalizledigi tepkimelerde serbest radikaller
olusabilmektedir. Viicutta enzimatik tepkimelerle endojen olarak oksijen metabolitleri
meydana gelmektedir (S6zmen 2006). Vicutta, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin
oksidaz, miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi birgcok enzimin aktivitesinin bir
sonucu olarak da reaktif oksijen tirleri olusmaktadir (Meydani 2001).

2.2.2.4. Enzimatik olmayan tepkimeler:

Otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur (Lee ve ark. 2003). Otooksidasyon tepkimeleri sonucu, katekolaminler,
dehidrokoenzim Q, tetrahidrobiyopterin, indirgenmis flavin, Fe?* gibi maddelerle
oksijen molekulunin reaksiyonu sonucu enzimatik olmayan kaynaklardan da reaktif
oksijen turleri olusmaktadir (S6zmen 2006). Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu
olduk¢a hizlidir ve bu reaksiyonlarin baslangici i¢in birgok mekanizma tanimlanmaistir.
Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri ve fosfolipidler otooksidasyona daha
egilimlidirler (Reis ve Spickett 2012).
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2.3. Oksidatif Stres

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller, normalde radikalleri etkisiz
hale getiren antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, ¢esitli nedenlerle
reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi
sonucu oksidatif stres adi verilen bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir. Olusan
serbest radikaller arasinda hidroksil radikali (¢*OH) en reaktif olan serbest radikaldir ve

viicuttaki serbest radikal hasarinin en 6nemli sorumlusudur (Fung ve ark. 1997).

Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir ve viicutta bir denge halinde bulunurlar. Eger
serbest radikal tiretimi kontrolsiiz bir sekilde artarsa, hiicrelere ve bunlarin DNA’sina
zarar veren, zincir reaksiyonlarini baslatabilmekte ve kanser olusumuna yol acabilecek
bir dizi reaksiyona neden olabilmektedir (Cooke ve ark. 2003). Serbest radikaller,
hlcresel yapilari etkileyerek hiicre hasarina yol agmaktadir (S6zmen 2006). Sekil

2.3.1.”de serbest radikallerin hiicrede olusturdugu hasarlar goriilmektedir.

Solunum
Protein hasar %gemmlen Mitokondrial

hasar
Membra
hasari
DNA hasani 5/ Hicre
% gismesi

S Gecirgenligin
T A artmasi
gy o SRS Asin
Ca*;girisi
Lipid peroksidasyonu

Sekil 2.3.1. Serbest radikallerin hicresel hedefleri
Proteinlerin yap1 tasi olan aminoasitler radikal hasarmna agiktir. Aminoasitlerin

oksidasyonu proteinlerin pargalanmasina, ¢apraz bag olusumuna, agregasyona neden

olmaktadir. Memeli hiicre membranlar1 oksidatif hasara karsi oldukc¢a duyarli olan
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biiyiik miktarda ¢oklu doymamis yag asidi icermektedir. Bu yag asitlerinin oksidasyonu

hiicresel hasarin en 6nemli nedenlerinden biridir.

Cesitli nedenlerle olusan serbest radikaller hiicre c¢ekirdeginde baslica DNA ile
tepkimeye girmektedir. Niikleik asit yapisindaki baz degisimleri veya DNA =zincir
kirilmalart sonucu kromozomal yapida olusan degisiklikler sitotoksisiteye neden
olmaktadir (Forlenza ve Miller 2006). Oksidatif stres durumunda, farkli mekanizmalar
ile olusan reaktif oksijen tiirlerinin, DNA’da farkli mekanizmalarla; baz ve sekerlerde
lezyonlara, tek ve gift zincir kiriklarina, abazik bolgelere (AP; apiirinidik/apirimidinik
bolge), DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara

yol actig1 bilinmektedir (Williams ve Jeffrey 2000, Cooke ve ark. 2003).

Reaktif oksijen tirleri ve Ozellikle hidroksil radikali (¢OH), lipitler, proteinler,
karbonhidratlar ve nikleik asitler gibi tiim hucresel molekdllerle reaksiyona girerler
(Halliwell ve Guitteridge 2005). Bu reaksiyonla ikinci bir radikal olusur ve bu radikal
diger molekiiller ile reaksiyona girerek radikal zincir reaksiyonunu devam ettirerek
oksidatif hasar olusumuna neden olur. Hasar olusumu yaslanma, kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku
fonksiyonlarinin bozulmasi ile karakterize hastaliklarin baglica nedeni olarak

gorulmektedir (Forlenza ve Miller 2006).

2.4. Oksidatif DNA Hasari ve Nedenleri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde i¢ kaynakli (endojen) veya dis kaynakl
(ekzojen) faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler DNA hasar1 olarak
adlandirilir (Watson ve ark. 2008). DNA hasarina neden olan etkenler Cizelge 2.4.1.’de
verilmistir. Genomik DNA’nin biitiinliigii ¢evresel faktorlerin etkisiyle stirekli olarak
tehdit altindadir. DNA kararli bir molekiil olmasina ragmen yasam boyunca fizyolojik
sartlarda kendiliginden gelisen kimyasal oksidatif hasara ugrayabilir. Insan viicudundaki
her hiicre DNA’s1 giinde 1000-10000 kez oksidatif hasara maruz kalmaktadir (Halliwell
2002). DNA meydana gelen oksidatif hasar, hiicrenin yasami boyunca yaygin olarak
goriilen ve mutasyon, kanser, yaslanma ve sonucta hiicre o6liimiine yol agabilen bir

olaydir (Sastre ve ark.2000).
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Cizelge 2.4.1. DNA hasarina neden olan i¢ ve dis kaynakli etkenler

I¢ kaynakh etkenler Dis kaynakh etkenler
1. Yanlis eslesmeler, 1. Kimyasal maddeler: aflotoksin,
insersiyon/delesyonlar benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici

2. Kimyasal degisikler: deaminasyon, maddeler, vinil klordr v.b.

metilasyon 2. Fiziksel etkenler: UV 1s1n1, iyonize

3. Baz kayiplari: radyasyon v.b.

depurinasyon/depirimidinasyon 10 000
/hiicre/gin

4. Oksidatif Hasar: 100 000 /hiicre/giin

Reaktif oksijen tiirleri, DNA’da oksidatif hasar olusturarak DNA’nin yapisal degisimine
yol acar. Zincir kiriklari, baz ¢ifti mutasyonlari, yeniden diizenlenme, delesyon, baz
katilimi, dizi amplifikasyonu gibi yapisal hasarlar meydana gelir. Oksidatif hasara
ugrayan DNA antijenik karakter tasiyabilir ve anti DNA antikorlarinin olusumuna
neden olabilir (Dizdaroglu 1991). Reaktif oksijen tiirleri dogrudan DNA onarim
enzimlerini ve DNA polimeraz enzimini de okside edebilir. Bunun sonucunda DNA
onarim mekanizmasinin etkinligi azalir ve replikasyonun dogrulugu korunamaz. Reaktif
oksijen tiirleri, DNA’da dogrudan hasar yaparak kanser gelisimine katkida bulunur.
Ayrica hiicreler arasi sinyal iletimini aktive/inhibe ederek, hiicre ¢ogalmasinin
kontrolinde ¢cok 6nemli olan hicreler arasi etkilesime etki eder. Bunun sonucunda huicre
biiyiimesi, farklilasmasi ve apoptozis/nekroz ile hiicre 6limuine miidahale ederek kanser
olusumuna yol acabilir (Wu ve ark. 2004). Sonug olarak, oksidatif stres durumunda
DNA’nin onarimi, replikasyonu ve transkripsiyonu bozulur. Sekil 2.4.1.’de DNA’da

replikasyon dogrulugunun korunamamasi ve olasi sonuglar1 gosterilmistir.

Hasar ajanlari Replikasyon Mutasyon

DNA —— DNA hasarn Replikasyon hatasi —— Hastalik
DNA onarimi Genomik bozukluk Yaslanma
Hucre 6limi

Sekil 2.4.1. DNA’da replikasyon dogrulugunun korunamamasi ve olasi sonuglari
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2.4.1. DNA baz hasan

Reaktif oksijen tiirleri dogrudan DNA’nin yapisindaki piirin, pirimidin bazlarina
saldirdiginda bazlarda modifikasyonlar meydana gelir. Ornegin, hidroksil radikali
(*OH) bir purin olan guaninin 4, 5 veya 8 pozisyonlarindaki C atomlarina veya 4, 5, 6
pozisyonlarindaki C atomlarina katilarak g¢esitli irlinler olusturur (Simic 1994,
Dizdaroglu 2012a). Hidroksil radikalinin saldir1 yapacagi bolgeler Sekil 2.4.1.1.’de
gosterilmistir. Hidroksil radikali piirin ve pirimidin bazlarinin ¢ift baglarina difiizyon
kontrollii olarak baglanir. Hidroksil radikali saldirilarinin yayginligi oksidasyona
ugrayacak molekiiliin elektron yogunluguna baghdir. Elektrofilik yapisi nedeniyle,
hidroksil radikali tercihen en yuksek elektron yogunlugu olan bolgeye eklenir (Sonntag
2006). DNA ile hidroksil radikallerinin etkilesimi durumunda radikallerin yaklasik
%80°1 bazlara eklenir ve %20’den az kismu1 da seker grubundan bir hidrojen atomu alir

(Saito ve ark. 2000).

NH,
</ Tl } Adenin
o N . *OH, e, . He
o—P—0— |
0 I
: i H T
o </ ] } Guanin
Ha ah N~ TN,

Sekil 2.4.1.1. DNA’nin oksidatif hasara ugrayabilecegi bolgeler
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Hiicreler UV 1s1na maruz kaldiginda da DNA hasar1 olusabilir. UV 1s1n etkisiyle iki
sekilde DNA hasar1 meydana gelebilir. UV 151n H,O,’e etki ederek hidroksil radikali
(*OH) meydana getirebilir veya dogrudan pirimidinlerin kovalent ¢apraz baglanmasina
ve pirimidin dimerlerinin olusumuna neden olabilir. Hidroksil radikalleri yaninda He ve
€ aq da DNA’ya etki eder. Iyonize radyasyonun suyun homolizine neden olarak,
hidroksil radikallerini olusturdugu ve bu yolla mutajenik ve karsinojenik etki gosterdigi

bilinmektedir (Dizdaroglu 1991).

Iyonlastiric1 radyasyon

HZO > .OH! eiaq, H.! 02.7) H202! H2

Hidroksil radikalinin DNA Uzerine etkili olabilmesi i¢cin DNA’da veya ¢ok yakininda
olusmas1 gerekmektedir. Reaktivitesi ok yiksek olan hidroksil radikalinin hiicre icinde
difiize olarak c¢ekirdege gecme olasiligi azdir. Olasi mekanizma, membran1 kolayca
gecebilen H,07’in hiicre ¢ekirdeginde demir/bakir iyonlari ile tepkimeye girerek
(Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari) hidroksil radikallerini olusturmasidir. DNA ¢ok
sayida negatif yiiklii fosfat gruplan icerdiginden, gesitli katyonlar1 baglama yetenegine

2+/3+ ve Cu+/2+

sahip buyuk bir anyondur. Fe iyonlar1 negatif yikli DNA’ya siirekli bagl
bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan demirli ve bakirh
proteinlerden serbest hale gecerek de DNA’yabaglanabilmektedirler. Redoks aktif gegcis
metal iyonlarinin baglanmalari DNA molekilinid H,O5’in hedefi haline getirmektedir.
DNA’ya bagli metal iyonlar1 ile HO;’in DNA {izerinde reaksiyona girmesinden olusan
hidroksil radikalleri, hidroksil radikal temizleyicileri tarafindan
uzaklagtirllamamaktadir. Ayrica, hidroksil radikal temizleyicilerinin olusturdugu
radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedir. Doku kiiltiir ortaminin Fe** ve Cu®* iyon
konsantrasyonunun arttirtlmasi ile oksidatif DNA baz hasarinin arttig1 ve H,O,’e maruz
birakilan hiicrelerde bakir ve/veya demir selatorlerinin (deferoksamin gibi) kullaniminin
DNA'’daki oksidatif hasar1 dnledigi gosterilmistir (Halliwell ve Aruoma 1991, Halliwell
2006). DNA’nin oksidatif hasardan korunmasi i¢in demir selatorleri ve radikal
temizleyicilerinin birlikte kullanilmalarinin 6nemli fayda sagladigi one siiriilmiistiir

(Halliwell 2006).
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Cu* iyonlar1 6zellikle DNA’nin guanin-sitozince zengin bdlgelerine baglanir ve
guaninin H,0; ile tepkimeye girmesi sonucunda guanin baz hasari olusur (Halliwell

and Auroma 1991).

Hidroksil radikali dért DNA bazima da saldir1 yapabilirken singlet oksijen (*O2) ok
daha secicidir (Cooke ve ark. 2003). 'O, dal kirigindan daha ¢ok, guanin tiirevli tiriinler
olan 8-hidroksiguanin ve 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin (FapyGuanin)
olusturmaktadir (Cadet ve ark. 2003). Hiicrede DNA ile birlikte bulunan Cu*
iyonlarmin bazi fenollerle reaksiyona girmesi ile reaktif oksijen tirleri olusmakta ve
sonucta baz modifikasyonlari, dal kiriklart ve DNA baz-fenol katilma iiriinleri gibi

cesitli DNA lezyonlari meydana gelmektedir.

Reaktif oksijen tirleri DNA’da Sekil 2.4.1.2.’de gosterilen 25°ten fazla oksidatif baz
hasar iriiniiniin olusmasina yol agar (Dizdaroglu 2012b). Hasara ugrayan bazlar
arasinda 8-hidroksiguanin (8-OHG) oldukg¢a duyarli ve en sik karsilasilan oksidatif
DNA hasar1 belirtecidir (De Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi, 2002).
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Sekil 2.4.1.2. DNA bazlarinin oksidatif hasar {iriinleri

2.4.2. DNA seker hasan

DNA makromolekiiliiniin yapisinda bulunan deoksiriboz sekerlerin radikaller tarafindan
saldiriya ugramasi sonucunda da bir¢ok iiriin olusur. Hidroksil radikali, DNA’daki
sekerlerin her bir karbon atomundan bir H atomunu uzaklagtirarak karbon merkezli

radikaller olusturur. Bu radikaller O, varliginda hizla seker peroksil radikallerine
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doniistirler ve dehidratasyon, C-C baglarinin kopmasi, yeniden diizenlenme gibi bir seri
reaksiyonla karbonil bilesiklerini olustururlar. Deoksiriboz radyasyona maruz
birakildiginda karbonil ve dikarboniller olusur. Deoksiriboz tirevli radikallerin DNA’da
abazik bolge olusumuna zincir kirilmalarina yol a¢tigi saptanmistir (Halliwell ve

Guitteridge 2005, Dexheimer 2013).

Bircok karbonhidrat gibi 2-deoksiriboz da Fe** baglanma &zelligine sahip oldugundan
Fenton reaksiyonu sirasinda olusan hidroksil radikallerinin O6zellikle 2-deoksiriboz
tizerine etkisi vardir. Reaktif oksijen tiirleri deoksiriboza saldirarak ile 10’dan fazla
oksidatif hasar iiriiniiniin olugsmasina yol acar (Sekil 2.4.2.1.) (Dizdaroglu ve ark. 2002).
Baz hasar urunleri kadar olmasa da, bu iiriinler de DNA’nin ugradigi oksidatif hasarin

Olciisiinii belirlemek ic¢in kullanilabilmektedirler.
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ng—CHz CH,
o—\u o—\u Hj\H é}"_c”z
0:|\H Hjﬁ.|

o] H 0 H

®~ & hoon
2-deoksipentoz-4-uloz 2,5-dideoksipentoz-4-uloz 2,3-dideoksipentoz-4-uloz
(DNA iginde) (5’ son grup olarak) (3’ son grup olarak)
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2-deoksipentonik asit lakton eritroz bazsiz bolge
(DNA icinde) (DNA icinde) (DNA icinde)
0
e base

o
Hj H H <
3 &0, H
H-»H H o H A\ ) pH
OH H d’)"‘ o 2 Cé»u
2-deoksitetrodialdoz 2-deoksitetrodialdoz glikolik asit 5’-aldehit niikleozit
(5’ son grup olarak) (3’ son grup olarak) (5’ son grup olarak)

Sekil 2.4.2.1. Baslica oksidatif DNA seker hasar iirtinleri
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2.4.3. 8,5’ -siklopurin-2’-deoksinukleozidler

Bu hasar drunleri, C5’-merkezli seker radikalinin aynmi piirin niikleozidindeki C8
pozisyonuna eklenmesi ile meydana gelir. Olusan molekiil i¢i halkalanmay1 oksidasyon
takip eder ve 8,5’-siklo-2’-deoksiguanozin (siklo-dG) ve 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin
(siklo-dA) ardisik lezyonlart olusur (Sekil 2.4.3.1.). DNA yapisindaki seker ve baz
arasinda fazladan bir kovalent bag olustugu i¢in bu lezyonlarin olusumu DNA’da hem
baz hem de seker hasarina neden olur (Jaruga ve Dizdaroglu 2010, Zaliznyak ve ark.
2012). Oksijenin C5’-merkezli radikal ile yaptig1 difiizyon kontrollii reaksiyon dncelikli
oldugundan, oksijen varliginda tiretilmezler (Evans ve ark. 2004, Brooks 2007).

Vi “NH
Gk 2 NT N NH,
H O\\
H
H H
OH H
(5’R)-8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin (5'R)-8,5’-siklo-2’-deoksiguanozin
NH o

.

N
7N
H (9 ///\\N ‘N) H_ {S// N &

N NH:
0 O
HO" | = HO™ | g o
H H H H

OH H cH H

(5’S)-8,5’-siklo-2’-deoksiadenozin (5’S)-8,5’-siklo-2’-deoksiguanozin

Sekil 2.4.3.1. Baslica 8,5’-siklopurin-2’-deoksinikleozidler
2.4.4. DNA-protein ¢apraz baglanmalari

Hiicre ¢ekirdegindeki proteinlerin de serbest radikallerin saldirisina ugradigi

bilinmektedir. Olusan protein tiirevli radikal, baz tiirevli radikal ile ¢apraz baglanarak
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DNA-protein c¢apraz baglanmas: gergeklesir. Hiicrelerin serbest radikal iireten
kaynaklara maruz kalmalar1 sonucu kovalent DNA-protein capraz baglanmalar
olusabilir (Sekil 2.4.4.1.) (Barker ve ark. 2005, Dizdaroglu ve Jaruga 2012). Bu olusum
kromatinin bozulmasina neden olur. Reaksiyon ya DNA baz radikalinin proteinin
aromatik amino asidine eklenmesi ile ya da DNA baz radikali ile bir amino asit
radikalinin kombinasyonu sonucu olusur (Dizdaroglu ve Jaruga 2012, Shoulkamy ve
ark. 2012).

CH, NH, 0

0 OH (8]
HNJ]:CHz HN OH s NZ ;
OA\N H O)\ H o=C |
| B N
DNA ?Ha

H-CHz-C(:H-N Honan |

DLIA H,
wWHN-CH-CHO™ ‘!Hz DNA
e é A*HN-CH-CHO ™~
Timin-tirozin ¢apraz bag1 H,
!!IHZ Sitozin-tirozin ¢apraz bagi

Timin-Lisin ¢apraz bagi

Sekil 2.4.4.1. Baslica DNA-protein ¢apraz baglanmalari

2.4.5. 8-hidroksiguanin olusumu

Fe?* ve Cu* iyonlart en ¢ok guanin-sitozin bakimindan zengin bdlgelerde
bulundugundan, en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz guanindir. Bu iyonlarin
polianyonik karakterde olan DNA’nin 6zellikle guanine yiiksek afinite ile baglandigini
ve H,0; ile etkilesime girerek DNA hasarin1 baglattigini gosterilmistir (Dizdaroglu
2012).

Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonlagma potansiyeline sahip olan ve
oksidasyona en yatkin olan bazdir (McDorman ve ark. 2005). Modifiye bir baz olan 8-
hidroksiguanin (8-OH-Gua), reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig1 20°den fazla
oksidatif baz hasar Grlintinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali
ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarli bir gostergesidir. Bu hasar

tirtiniinii olusumu Sekil 2.4.5.1.’de gosterilmistir.

20



@]

o}

Jo
5 . N

HN 6 N OH HN 8 OH

DY ="

HAS NR HNS H
2SN7 4 7y NN NR

guanin ‘/

le', H*, +0,, 0, -H*

9} o]

N N
HN HN \
)\ | >=O T HN | >_OH
NS NS
H,N N N PN NR

8-oksoguanin 8-hidroksiguanin

Sekil 2.4.5.1. 8-hidroksiguanin olusumu

Reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig1 bu baz hasar {iriinlerinden en sik karsilasilan
ve mutajenitesi en iyi bilinen 8-hidroksiguanindir. Bu urin, normal oksidatif
metabolizma sirasinda iiretilen endojen veya ekzojen kaynakli reaktif oksijen tiirleri

tarafindan DNA’da olusan bir mutajendir.

Hidroksil radikali, guaninin 4, 5 ve 8. pozisyonlarindaki karbon atomlar ile reaksiyona
girer ve DNA firiin radikallerini olusturur. Hidroksil radikalinin C-8’e katilmasi ile
olusan katilma {irlinii radikali (C8-OH), bir elektron ve proton kaybederek 8-
hidroksiguanine ylkseltgenir veya bir elektron ve bir proton alarak indirgendikten sonra
imidazol halkasinin agilmas1 ile 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidoprimidin’e
(FapyGua) doniisiir (De Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi 2002, Yokus ve Cakir
2012). Diisiik O, konsantrasyonlarinda 8-OH-Gua/FapyGua orani azalir (Kasai 1997).

Guaninde olusan bu hasar DNA replikasyonu sirasinda G-C baz ¢iftinin A-T baz ciftine
donilisime neden olarak mutasyona egilimi artirir (McDorman ve ark. 2005). Bu
lezyonun yaptigi yanhlis eslesmelerden 8-OH-Gua:C c¢iftinin etkili bir sekilde tamir
edildigi fakat 8-OH-Gua:A giftinde tamirin zayif kaldig1 gosterilmistir (Le Page ve ark.
1998). Ayrica, transkripsiyon ve replikasyonu etkiledigi ve pek ¢ok kanser tiiriinde
artigr gozlenmektedir (Culp ve ark. 1989). Bu nedenlerle 8-OH-Gua ol¢uimi,
DNA’daki oksidatif hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif
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DNA hasarint belirlemede en sik kullanilan yontem olarak uygulanmaktadir (Kumari ve
ark. 2008).

2.5. DNA Onarim Mekanizmalari

DNA onarim sisteminde 100°den fazla gen rol oynar. Bu genlerin kodladig: proteinler
tamir mekanizmalarinda gorev alirlar. DNA hasar1 tamir edilmezse mutasyonlara ve
genomik kararsizliga yol acar. DNA onarim mekanizmalar1 genomik stabilitenin

devamini saglayan ¢cok dnemli bir sistemdir (Biitiiner ve Kantarci 2006).

Normal bir insan hiicresinde replikasyon esnasinda DNA polimerazin yanlis niikleotid
yerlestirmesi ile meydana gelen hata orani 1.10™", hata okuma mekanizmasina ragmen
ortaya ¢ikan hata orani ise 1.10%dir (Biitiiner ve Kantarci 2006). DNA sentezi sirasinda
saglamali okuma ve yanlis yerlesimi onarma olmasina ragmen, bazi yanlis yerlesmis
bazlar kalmaktadir. Ayrica, hiicrelerde olusan, solunum yoluyla veya g¢evresel
mutajenlerle DNA hasara ugramaktadir. Normal hiicreleri kanser hiicrelerine

doniistiiren mutajenler, karsinojenler olarak adlandiriimaktadir.

Hiicrelerin DNA hasarini onarabilme yetenekleri, hasarin taninmasi ve onarilmasini
kapsamaktadir. Onarim mekanizmasi olmadan yasamin devam etmesi miimkiin degildir.
Cesitli  kimyasal maddeler ve radyasyonla etkilesim sonucu DNA hasar
olusabilmektedir. X-151n1, hiicrede DNA ile etkilesen molekiilleri harekete gecirmekte,
bazlarin yapisini degistirmekte ve DNA zincirinde kirilmalara yol agmaktadir. DNA
hasar1 olusmasina neden olan en 6nemli etkenlerden biri olan sigara dumaninda bulunan
karsinojenlerden aromatik polisiklik hidrokarbon yapisindaki benzo(a)pirendir.
Benzo(a)piren, hiicrede enzimler ile okside olarak, DNA yapisindaki guanine
baglanmaktadir. Giines 151¢min UV bileseni de komsu pirimidin bazlar1 arasinda

kovalent bag olusturarak dimer meydana gelmesine neden olmaktadir (Ak¢ay 2006).
DNA’da meydana gelen hasarlarin onarilmasi i¢in prokaryot ve dkaryot hiicrelerde, baz

kesip ¢ikarma ile onarim, niikleotid kesip ¢ikarma ile onarim, yanlis eslesme onarimi

(mismatch onarim) ve direkt onarim ve rekombinasyon/capraz baglanma olmak iizere
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bes farkli onarim sistemi bulunmaktadir (Sancar ve ark. 2015). Bu mekanizmalar ve

onarim yaptig1 hasarlar Cizelge 2.5.1.’de gérilmektedir.

Cizelge 2.5.1. DNA onarim mekanizmalari

DNA onarim mekanizmasi Onarilan DNA hasari

Pirimidin dimerleri

Direkt onarim 6 . .
O”-metilguaninler

Okside olmus bazlar

Baz kesip ¢ik
az Kesip gliatina onatim Alkillenmis bazlar

Pirimidin dimerleri
Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi Okside olmus bazlar
Cisplatin katilma tiriinleri

Yanlis baz eslesmeleri

Yanlis eslesme onarimi .
3 e3les Katilma ve silinmeler

Cift sarmal kiriklar

Rekombi / bagl
SROMBIIAsISEEpL +2 el e OQggtil Sarmallar arasi ¢apraz baglanmalar

2.5.1. Direkt onarim

Sadece timin dimerleri ve alkillenmis bazlara iliskin hasarlar, direkt onarim

mekanizmasi ile zincir kirilmadan onarilmaktadirlar.

a) Fotoreaktivasyon: Tek ve cift sarmal DNA (zerinde bulunan timin dimerleri, dalga

boyu 300-600 nm olan 1s1ikla uyarilan fotoliyaz tarafindan birbirinden ayrilmaktadir.

b) DNA alkilasyonunun onarimi: Alkilleyici maddelerin en fazla olusturdugu hasar,
guaninin metillenmesidir. DNA metiltransferaz enzimi guanindeki metil grubunu kendi
lizerine aktararak bu hasari onarmaktadir (Akg¢ay 2006, Biitiiner ve Kantarct 2006).

2.5.2. Baz kesip ¢ikarma onarim (BER)

DNA molekiiliindeki bazlar gesitli dis etkiler nedeniyle, oksidasyon, alkilleme veya

deaminasyon yapan bilesiklerin etkisi ile degisiklige ugrayabilmektedir. Hiicrelerde
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cesitli Onciil maddelerden olusan nitréz asit, guanin, sitozin ve adeninden amino
grubunu uzaklagtirmaktadir. Hiicrede giinde yaklasik 10000 adet piirin yapisindaki baz
kendiliginden kaybolmaktadir. Baz degisimi veya kaybi ile olusan hasarlarin
duzeltilmesinde 6ncelikle, hasarli bazlar spesifik DNA glikozilaz enzimleri tarafindan
DNA yapisindan ¢ikartilirlar (Akgay 2006). Enzimin baz ile seker arasindaki glikozidik
bag1 koparmasiyla apiirinik/apirimidinik (AP) olarak tanimlanan bir bolge olusur. AP
endonukleazlar, apurinik/apirimidinik bolgeyi keserek, bu bolgeyi uzaklastirirlar.
Ortaya c¢ikan bosluk DNA polimeraz | tarafindan doldurulup, DNA ligaz ile baglanarak
hasar onarilmaktadir (Sekil 2.5.2.1) (Tuteja ve ark. 2001, Biitiiner ve Kantarci 2006).
Oksidatif stres, hidroliz, deaminasyon nedeniyle hasar gormiis olan bazlar

uzaklastirmak i¢in kullanilan bir onarim mekanizmasidir (Boiteux ve Robertson 2013).

eg @0

op o0
'e o9

‘ePre e

Sitozin bir amino grubu Urasil, guanin ile

kaybeder ve urasil olusur. eslemez.
ey @0 ,®*¢ e _egpoe
% 99 % 9¢ % e e
v, X ‘:
e . W

A @

Bir glikozilaz enzimi
hatay: tespit eder ve
urasili keserek ¢ikartir.

Bir bagka enzim de DNA
zincirinden nukleotidi
uzaklastirir.

Sekil 2.5.2.1. Baz kesip ¢ikarma onarimi
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2.5.3. Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi (NER)

Hem prokaryot hem de dkaryot hiicrelerde en ¢ok kullanilan tamir mekanizmalarindan
biridir (Tuteja ve ark. 2001). Ozellikle giines 1513 etkisi ile olusan komsu
pirimidinlerin kovalent baglanarak dimer olusturmasi, DNA polimerazlarin ¢aligmasini
ve DNA zincirinin replikasyonunu engellemektedir. Ozel bir endoniikleaz olan
multifonksiyonel enzim Uvr ABC, hasar spesifik endoniikleaz tarafindan taninan timin
dimerlerinin zincirini iki ucundan kirmaktadir. Hasarli bolgenin ayrilmasiyla olusan
bosluk DNA polimeraz tarafindan doldurulup, DNA ligaz ile baglanarak hasar
onarilmaktadir (Sekil 2.5.3.1.) (Ak¢ay 2006, Biitiiner ve Kantarci 2006). DNA onarim
mekanizmalar1 i¢inde sadece niikleotid kesip ¢ikarma onarimi dogrudan biyolojik saat

ile kontrol edilmektedir (Sancar ve ark. 2015).

§ ¢ ¢y
KPSPUPUPUPIIS o oy oy B B P OB Y YR

UV 1s1mu iki timini hatali Endoniikleaz enzimi hasar1 bulur ve DNA
olarak birbirine baglar. zincirini keser. 12 niikleotid uzaklagtirilir.

Sy " sl ‘s ¥ s rTste

C}‘ g a A{
10,0 0 9 ¢ 1 0,0 0,0 90,9 (0,0 0,0 .0, |
Olusan bogluk DNA polimeraz tarafindan doldurulur. DNA zinciri DNA ligaz

tarafindan baglanir.

Sekil 2.5.3.1. Niikleotid kesip ¢ikarma onarimi

2.5.4. Yanhs eslesme onarim

Yanlis eslesme onariminda normalde DNA molekiiliinde bulunan ama yanlis eslesmis

olan bazlar degistirilmektedir. En ¢ok replikayon hatasi olarak goriilen yanlis eslesme,

25



rekombinasyon ve onarim islemleri sirasinda da olabilmektedir. Yanlis eslesmis olan
baz MutS ve MutL gibi gesitli proteinler yardimiyla taninip, kesilerek DNA kivrimi
acilmakta ve yikima ugramaktadir. Olusan bosluk DNA polimeraz ile doldurulduktan
sonra zincir baglanarak hasar onarilmaktadir (Sekil 2.5.4.1.) (Mu ve ark. 1997, Akcay
2006, Biitliner ve Kantarci 2006).

Metil gruplu gl MutH

Hatali baz eslesmesi ~ Orijinal zincir
M‘”L/

MutS

Kopya
Wl v\‘\ by MutS
MutS ve MutL enzimleri Muts MutH enzimi DNA’daki metil Hatali kopya kesilir.
DNA’daki yanlis eslesmeyi gruplarini tespit eder. Kopyalama
tespit eder. sirasinda metil gruplarina baglanarak

orijinal zincir kalip olarak rol oynar.

-

Py DNA zincirinde olusan bosluk DNA
Yanlis eslesme uzaklagtirilir. polimeraz ile doldurulur ve DNA
ligaz ile baglanir.

Sekil 2.5.4.1. Yanis eslesme onarimi

2.5.5. Rekombinasyon/¢apraz baglanma onarim

Rekombinasyon onarimi, DNA’nin  replikasyonundan sonra aktif olan bir
mekanizmadir. Hasar bulunduran DNA replike olurken, DNA polimeraz once bu
hasarda duraklar. Hasarli bolgeyi de igine alacak sekilde bosluk birakarak atlayarak
senteze devam eder. RecA proteini, rekombinasyonel bir degis tokus ile hasarsiz
bilesenleri transfer eder. Dogru sekilde tamamlanan DNA zincirinde olusan bosluk

DNA polimeraz-ligaz enzimleri sayesinde doldurulur (Noll ve ark. 2006).
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2.6. Kanser Olusumunda DNA Hasarimin Rolii

Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel bir iliskinin varlig1 birgok deneysel
ve epidemiyolojik veri ile desteklenmektedir (Neri ve ark. 2006). Kanser olusumunun
temelinde daima genetik bir hasarlanma yatmaktadir. Bu hasarlanma kalitimsal olacagi
gibi cesitli c¢evresel faktorlerin etkisiyle sonradan da olabilir. Hiicre biiylimesini
destekleyen protoonkogenler, biiylimeyi inhibe eden tiimor baskilayici genler ve
apopitozu denetleyen genler bu hasar olusumunun baslica hedefleri arasindadir. Ayrica
DNA hasarinin onarimindan sorumlu genler de kanser olusumunda hedef genler

arasinda bulunmaktadir (Aslan 2006).

2.6.1. Onkogenler

Hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi iizerinde etkili olan genlerdir. Normal sartlarda,
genetik degisimlerin gézlenmedigi durumlarda bu yapilara proto-onkogenler ad1 verilir.
Normal kosullarda hiicre transformasyonu olusturmayan protoonkogenler delesyonlar,
eklentiler, nokta mutasyonlar1 ve translokasyonlar gibi genetik degisimler ile aktive
olarak onkogen haline doniismektedirler. Onkogenler normal hucrelerin  malign
hiicrelere transformasyonlarmi baslatmakta ve siirdiirmektedirler. Normal hiicre
bliylimesinin diizenlenmesinde islev goren proteinleri sentezleyebilen onkogenler,
malign hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalarina ve biiyiimelerine yol agmaktadir. Dominant
karakterdedirler, kromozom giftlerinden bir tanesinin icermesi, onkogenlerin

aktivasyonu igin yeterlidir (Pierotti ve ark. 2004, Aslan 2006).

2.6.2. Tiimor baskilayici genler

Hiicre c¢ogalmasim1 kontrol altinda tutan genlerdir. Etkilerini; bozulmus hiicre
dongiisiinlin  devaminit  engelleyerek, gerekli durumlarda hiicreleri apoptozise
yonlendirerek, hiicre igerisinde DNA replikasyonu ve tamirinin hatasiz gerceklesmesini
kontrol altinda tutarak, mutasyon oranlarmin diigiik seviyede tutulmasini ve genetik
yapinin degismemesini saglayarak gosterirler. Normalde hiicre boliinmesini baskilayan

proteinleri kodlayan tiimér baskilayici genlerin (anti-onkogenler) birinde veya
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birkagindaki mutasyon tiimdr olusumuna neden olmaktadir. Mutasyona ugramis timor
baskilayici genlere bagh kontrolsiiz hiicre biiylimesi genetik olarak resesiftir ve etkili
olmasi i¢in her iki kromozom ¢ifti de bu geni igermelidir. pRb, p53, p21 genlerinin her
iki kopyasinda da bulunan mutasyonun normal hiicre biiylimesini baskilanmasini
engellemesi sonucu tiimor olusmaktadir (Aslan 2006, Masthan ve ark. 2014, Anonim
2015).

2.6.3. DNA onarim genleri

DNA onarim genleri hiicre boliinmesi 6ncesi DNA kendisini eslerken olan hatalari
onaran bir grup proteini kontrol eden genlerdir. DNA onarim mekanizmalarinda ¢ok
sayida gen rol almaktadir. Bu genlerin {iriinii olan proteinler onarim mekanizmalarinda
gorev yaparlar. Cesitli ¢evresel etkilerin yani sira normal kosullarda boliinmekte olan
hiicrede replikasyon sirasinda DNA’da olusan hasarlarin hemen onarilamamasi halinde
hiicre neoplastik transformasyona ugramaktadir. DNA onarim genlerindeki bozukluklar,
DNA’da olusan hasarlarin onarilamamasina neden olur. Hasarlarin onarilamamasi da
pek ¢ok hastaligin olusmasina neden olur. DNA onarim genlerinde kalitimsal mutasyon

bulunanlarda kanser geligim riski bulunmaktadir (Friedberg 2003, Aslan 2006).

2.6.4. DNA hasari - kanser Iliskisi

Genellikle bir hiicrenin kanser hiicresine tam olarak doniisebilmesi i¢in birden fazla
genetik mutasyonun gergeklesmesi gerekmektedir (Sekil 2.6.4.1.). Timor baskilayici
genlerin mutasyon sonucu inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu, bircok kanser
tiirliniin gelisimi ile baglantilidir. Mutajenite ve karsinojenite arasindaki iligki, hem
karakteristik mutasyonlara neden olan kimyasal maddelere maruz kalma sonucu gelisen
kanserlerle, hem de DNA onarim hatalar1 sonucu artan kanser riski ile anlasilabilir.
Mutajenite, kanser gelisiminin hem baslangi¢, hem de gelisme evresinde rol oynar

(Croteau ve Bohr 1997, Biitiiner ve Kantarci 2006, Robin ve ark. 2015).
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Sekil 2.6.4.1. DNA hasari ile kanser olusumunun sematik gésterimi

Genetik kararsizlik kanserin karakteristik o6zelligidir. Kanserler, genetik kararsizliga
neden olan bir mutasyon olustuktan sonra, bu mutasyonlarin ¢ogalmasi ile olusur.
Normal hiicreden kanserli bir hiicreye geciste, hiicre yasaminin diizenlenmesi,
apoptozis, hiicre farklilasmasi1 ve diger bircok hiicre fonksiyonunu etkileyen spesifik
mutasyonlar gereklidir. Kanser, yalnizca bir hiicrede bir¢ok farkli gende mutasyon
olursa ortaya c¢ikar. Bu mutasyonlar genomun biitlinliigiinii saglayan genlerde veya
tiimor gelisimi siiresince hiicrelerde meydana gelebilir. Bu degisiklikler, tek bir
niikleotitte, kiiciik DNA boliimlerinde, genin tiimiinde, kromozomun yapisal
bilesenlerinde ya da kromozomun tiimiinde gerceklesebilir (Croteau ve Bohr 1997,
Dianzani ve ark. 2006, Robin ve ark. 2015).

Ornegin, kalitsal non-polipozal kolerektal kanser, hatali eslesmenin onarimindaki
bozukluktan, kolerektal kanser ise baz ¢ikarma onarimindaki bir bozukluktan
kaynaklanir. Niikleotid c¢ikarma onarimi mekanizmasindaki bozukluklar, giinese
duyarliliga ve UV kaynakli cilt kanseri riskinde artisa neden olur. Meme kanseri,
iyonize radyasyona maruz kalma ile iligkilidir. Malign prostat kanserli hiicrelerde, DNA
onarim genlerinin ekspresyonuyla fonksiyonu arasindaki farkliligin varligi, prostat

timorii gelisiminde, hatali DNA onariminin rolii oldugunu diisiindiirmektedir. DNA
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metilasyonu, prostat kanseri baglangicinda genetik bir faktor olarak kritik rol oynar

(Digweed 2003, Bagloni, 2004, Fan ve ark. 2004, Sieber ve ark. 2005).

Timor gelisiminde kararsiz genomun roliiniin en iyi gostergelerinden biri, sporadik
kolon ve endometrium kanserlerinin %10-15’inin nedeni, DNA hatali eslesme
onariminin gérevini yapmamasidir. Hatali eslesme onariminin eksik oldugu kanserlerin
cogunlukla kalitsal olmasi, ¢ok fazla genomik kararsizligin hiicre icin bir dezavantaj

oldugunu géstermektedir (Sieber ve ark. 2005).

Birgok kanser hiicresinde, artiritlmis DNA onarimi, kanser tedavisine gelisen direngle
iliskilendirilebilir ve boylece tedaviye cevabin azalmasma neden olur. Iyonize
radyasyon ve bircok anti-kanser ilag, DNA hasarmin en toksik sekli olarak diisiiniilen
DNA ift zincir kiriklarinin olugmasina yardimei olur. Bu kiriklarin onarimi hiicrenin
genomik kararlilig1 silirdiirmesinde ve hayatta kalmasinda kritik rol oynar. Bircok
arastirmaci, kanser hiicrelerinin hayatta kalma oranmi diisiirmek i¢in ¢ift zincir
kiriklarinin onariminda gorev alan proteinlerin inaktivasyonu veya ekspresyonlarinin

azaltilmasi yoniindeki tedavi seklini kullanmaktadir (Belzile ve ark. 2006).

Tum kanser turlerindeki ortak 0Ozellik kontrolsiiz hiicre bolinmesidir. Eriskin bir
insanda her giin yaklasik 350 milyar hiicre boéliinmesi gerceklesmektedir. Bu
bélinmelerden birinde buyime durdurucu sinyallere cevap vermeyen bir hiicre ortaya
ciktiginda kanser baslayabilir. DNA onarimindaki bozukluklar, akciger, meme, kolon
ve cilt kanseri gibi bircok kanser tiirline neden oldugu gibi, biiylime ve beyin

anomalilerine de sebep olur (Giles ve ark. 1997, Kryston ve ark 2011).

Tum kanserler, DNA’da meydana gelen anormallikler nedeniyle olusmaktadir.
Kanserlerin % 10-15’inin, kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden gelen genlerle
aktarildigi, geriye kalan % 85-90’lik kismini ise yasam boyunca canli hiicrelerdeki
DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre DNA’sindaki degisiklikler ve
replikasyonda hatalar olusmasi ile sekillendigi disiiniilmektedir. Bazen olusan bu
mutasyonlardan biri, i¢cinde bulundugu hiicrenin biiylimesini ve bu hiicreden tiireyen bir

kanser hiicresinin olusmasini saglar. Kansere sebep olan etmen ne olursa olsun, sonugta

30



hlcrenin genetik malzemesinde bozulma meydana gelir. Tek bir gendeki mutasyondan
cok, farkli genlerde olusan hasar kanser olusumunda rol oynamaktadir (Williams 2001,

Yokus ve Cakir 2012).

2.7. Oksidatif Strese Bagh DNA Hasar1 Tespit Yontemleri

Son yillarda DNA’da meydana gelen oksidatif baz hasarim1 belirlemek amaciyla ¢ok
sayida kimyasal ve biyokimyasal testler gelistirilmistir. Bu amagla, immiinokimyasal
teknikler, tek hiicre jel elektroforezi (comet testi), DNA onarim enzimleri kullanarak
alkalin elusyon, yiiksek performansli sivi kromatografi-elektrokimyasal dedektor
(HPLC/ECD), yiiksek performansli sivi kromatografi-kiitle spektrometri (LC/MS,
LC/MS/MS) ve gaz kromatografi-kutle spektrometri (GC/MS) gibi teknikler
kullanilmaktadir (Dizdaroglu ve ark. 2002). GC/MS ve LC/MS teknikleri kullanilarak
tayin edilebilecek oksidatif DNA hasar friinlerinin smiflari Cizelge 2.7.1.’de
gortulmektedir (Dizdaroglu 2012c¢).

Cizelge 2.7.1. Oksidatif DNA hasar Grlnlerini 6l¢tim teknikleri

GC/MS LC/MS
1. Modifiye bazlar 1. Modifiye nikleozidler
2. Modifiye nukleozidler 2. 8,5'-Siklopurin-2'-deoksinukleozidler

3. 8,5-Siklopurin-2'-deoksinukleozidler | (BaZ-seker kovalent baglanmasi)

(Baz-seker kovalent baglanmasi)
4. Modifiye sekerler

5. DNA-protein ¢apraz baglanmasi

Genellikle kiitle spektrometri icermeyen teknikler, farklt DNA hasar iiriinleri arasindan
tek bir tanesinin tayini i¢in kullanilmaktadirlar ve bu tekniklerle molekiil hakkinda
yapisal bir bilgi elde edilemez. En ¢ok kullanilan tekniklerden biri HPLC/ECD’dir. Bu
teknikle DNA’nin enzimatik hidrolizi sonrasi niikleozid yapidaki 8-OH-Gua veya 8-
OH-dG tayin edilir. Cilinkii bu teknik mutajenik 6zelligi bilinen 8-OHdG tayinine
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uygundur. Bu yontem ile 8-OHdAG 20 fmol’e kadar olgiilebilmistir. Ancak, biyomarkor
olarak tek bir molekiiliin tayini yaniltici olabilir. Tek bir hasar iiriiniin tayini olugan

DNA hasarinin genel oranini yansitmayabilir (Dizdaroglu ve ark. 2002, Jaruga ve ark.
2008).

Oksidasyon sonucu ortaya c¢ikan DNA baz hasarlarinin 6l¢iimiinde yaygin olarak
kullanilan diger bir kromatografik teknik GC/MS’tir. Simdiye kadar kullanilan 6l¢timler
igerisinde GC/MS, in vitro ya da hasara ugramis DNA’da dort bazda da olusan hasar
tiriinlerinin belirlenmesine olanak saglayan tek tekniktir (Yokus ve Cakir 2012). Ayrica
GC/MS, DNA onarim enzimlerinin kesip ¢ikarma onarimi kinetigini ve hiicresel DNA
onarim diizeyini 6lgmede kullanilabilir. GC/MS teknigi, olusan tiim baz {riinlerinin
karakterizasyonunda kullanilmistir. GC/MS ile analizde oncelikle DNA, saglam ve
modifiye bazlari elde etmek igin asitle hidrolize edilmeli veya saglam ve modifiye
nikleozidleri elde etmek icin endo ve ekzo nikleazlarla muamele edilmelidir. Asidik
hidroliz yerine Escherichia coli Fpg proteini (formamidopirimidin glikozilaz) ve
Escherichia coli Nth proteini (endonikleaz Il1) gibi onarim enzimleri de kullanilabilir.
Hidroliz asamasinda DNA onarim enzimlerinin kullanilmasinin avantaji ise asidik
hidrolize nazaran ortama hig¢bir saglam bazin salinmamasidir. Elde edilen hidrolizatlar
BSTFA (N,O-Bis(trimetilsilil)trifloroasetamid) kullanilarak tiirevlendirilir. Bdylece
ucucu formlarina doniistiiriileren hasar iiriinleri gaz kromatografisi ile ayrilir ve kiitle
spektrometresi ile dedekte edilir. GC/MS tekniginin kullanildigi caligmalarda 1sitma
islemiyle DNA iskeletinin sadece fosfodiester baglari degil, baz-seker baglar1 da
hidroliz olur ve 8-OH-G olusur. Ayrica gaz kromatografik yontemde, DNA baz hasar
tirlinlerinin gaz fazina gecebilmeleri ic¢in klasik olarak kullanilan trimetilsiliasyon ile
tirevlendirme basamagindaki 1sitma islemi sirasinda oksidatif hasar olusabileceginden,
hatali sonuglar alinabilmektedir. Bunu en aza indirmek igin tlirevlendirme islemi azot

gaz1 ortaminda yapilmalidir (Dizdaroglu ve ark. 2002).

GC/MS ile segilmis iyon taramasi (selected-ion monitoring, SIM) modunda DNA hasar
tirtinlerini diigiik konsantrasyonlarda tayin etmek miimkiindiir. Bu teknik ile 5 fmol’dan
daha diisiik miktarlarda 8-OHdG diizeyi ve 1 fmol civarinda FapyAde ile FapyGua
miktarlar1 belirlenebilmektedir (Dizdaroglu ve ark. 2002, Jaruga ve ark. 2008). GC/MS
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ve LC/MS ile 8-OHdG &lglimiiniin karsilagtirilmasinda, GC/MS’in daha hassas oldugu
belirtilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda DNA ekstraksiyon sartlarinin modifiye
olmayan bazlarin yapay oksidasyonuna sebep olarak hatali sonuglara neden olabilecegi
gosterilmistir. DNA ekstraksiyonu sirasinda fenol kullaninminin yapay oksidasyona
neden oldugu, kontaminasyon durumunda o6l¢iimde kullanilan DNA miktarinin az
olmasinin hata yiizdesini arttirabilecegi, DNA’nin enzimatik hidrolizinde inkibasyon
stiresinin ve enzim miktarinin deoksiniikleozid hidrolizini degistirerek farkli sonuglara

neden olabilecegi belirtilmistir (Yokus ve Cakir 2012).

LC/MS kullanim alam1 GC/MS’e gore daha smirlidir. LC/MS teknigi ile GC/MS’de
Olctlebilen modifiye bazlar, modifiye sekerler ve DNA-protein gapraz baglanmasi
olgiilememektedir. Ornek hazirlama isleminde tiirevlendirme basamagna gerek
duyulmamasi yontemin avantajidir (Dizdaroglu 2012c) Sekil 2.7.1.de GC/MS ve

LC/MS i¢in 6rnek hazirlama basamaklari goriilmektedir.
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Hidroliz Hidroliz
Formik asit (DNA bazlar1 i¢in) Enzimler
DNA gikozilaz (DNA bazlar1 igin) (Nikleaz P1, Fosfodiesteraz |,
Enzimler (DNA niikleozidleri igin) Alkalin fosfataz)
HCI (DNA-protein ¢apraz bag igin) ﬂ
ﬂ Analiz
Tarevlendirme Hazirlanan numunelerin LC/MS’e

Modifiye bazlarn GC’de  analiz enjeksiyonunun gerceklestirilmesi

edilebilmesi igin, trimetilsililasyon
ile ugucu tilirevlerine doniistiiriilmesi

{

Analiz

Hazirlanan numunelerin  GC/MS’e
enjeksiyonunun gerceklestirilmesi

Sekil 2.7.1. GC/MS ve LC/MS i¢in 6rnek hazirlama basamaklari

Kantitatif tayin yapmak icin, analiz edilmek istenen oksidatif hasar Grtnlerinin
standartlarindan  ¢esitli konsantrasyonda c¢ozeltiler hazirlanir. Bu ¢dzeltilerin
kromatografi cihazlarina enjeksiyonu yapilir. Elde edilen piklerin alanlar
konsantrasyona kars1 grafige gecirilerek bir kalibrasyon grafigi olusturulur. Kantitatif
tayin yapilmak istenen maddenin kromatogramindan elde edilen pik alami kalibrasyon
grafiginde yerine koyularak, miktar tayini yapilir. Ancak, 6rnek hazirlama islemlerinden
gelebilecek hatalart en aza indirmek ve olasi benzer maddeleri tam olarak
tamimlayabilmek i¢in, izotop seyreltme yontemini kullanmak daha uygundur
(Dizdaroglu 2012c¢). Bu yontemde analiz edilmek istenen maddenin yapisindaki azot-14
atomlar1 yerine azot-15 atomlar1 yerlestirilmis olan stabil izotop isaretli i¢ standart

kullanilir. Ornegin 8-OHdG molekiiliiniin molekil kiitlesi 283 g/mol iken, 8-OHdG-N
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molekilinin molekul kitlesi 288 g/mol’dur. Her iki molekilin de kimyasal ve fiziksel
ozellikleri ayn1 olmasina ragmen, >N igeren molekiilin kiitlesi icerdigi azot atomu
sayis1 kadar fazladir. Bu nedenle kromatogramda ayni alikonma zamanina sahiptirler.
Ancak, kiitle spektrumlar1 birbirinden farklidir. SIM moda calisildiginda her molekiile
ait pik alan1 ayr1 ayn elde edilebilir. I¢ standart ile bilinmeyen numunenin pik alanlart
oranlanarak konsantrasyonu bilinmeyen numunenin konsantrasyonu belirlenebilir. I¢
standart ortama Ornek hazirlama islemlerinin basinda eklendigi icin, analizi yapilmak
istenen numune ile aymi asamalardan ge¢mektedir. Bu sayede ornek hazirlama

kismindan gelebilecek hatalar en aza indirilmis olur.

2.8. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger dokularindaki hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogaldig1 bir hastaliktir.
Bu kontrolsliz ¢ogalma, hiicrelerin ¢evredeki dokulari istila etmeleri veya akciger
disindaki organlara yayilmalar1 ile (metastaz) sonuglanabilir. Oliim orani oldukga
yiiksek olan akciger kanserinin ortaya ¢ikmasindan sigara kullanimi, genetik faktorler
(Hackshaw ve ark. 1997, Gorlova ve ark. 2007), radon gazi (Catelinois ve ark. 2006),
asbest (O'Reilly ve ark. 2007) ve hava kirliligi (Coyle ve ark. 2006, Kabir ve ark. 2007)
gibi faktdrler sorumlu tutulmaktadir. Akciger kanserinin goriilme orani yagla artar,

genellikle 50-70 yaslarinda gorilir (Bozkurt ve ark. 2004).

2.8.1. Akciger kanseri olusumu

Solunum yollar1 mukozasinin karsinojen etkenlerle uzun silre karsilagsmasi sonucunda
dokularda bir takim degisiklikler olur. Karsinojenler hiicre iginde protein, lipid gibi
bircok molekile ve DNA'ya baglanir. Kronik karsinojen maruziyeti DNA’da hasarlar
olusur. Bu hasar hiicre ¢ogalmasindan sorumlu, c-myc, ras gibi onkogenlerin
aktivasyonu ve hiicre biiyiimesini baskilayan Rb, p53 gibi tiimor baskilayici genlerin

inaktivasyonuna yol acabilir (Keskin 2010).

Hiicre ¢ogalmasini kontrol eden genlerdeki hasar, kanser olusumundaki temel unsurdur

(Goksel ve ark. 2010). Son yillarda proto-onkogen olarak adlandirilan, normal ve
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genellikle hucrenin  boliinmesi ile ilgili islevlerde rol alan genlerin; belirli
karsinojenlerle onkogen haline gegerek, kanser olusumunda rol oynadiklar1 anlagilmistir
(Keskin 2010). Kiigiik hiicreli akciger kanserinde genellikle c-myc ve Rb; kiiglk htcreli

olmayan akciger kanserinde ise genelde ras ve p16 genlerinde sorun vardir.

Akciger kanseri ile ilgili etkinlesmis onkogenlerin 6 familyast vardir. En 6nemlileri ras
(H-ras, K-ras, N-ras) ve myc (N-myc, C-myc, L-myc) dir (Keskin 2010). K-ras proto-
onkogenindeki mutasyonlar akciger adenokarsinomlarinin %10-30'undan sorumludur
(Aviel-Ronen ve ark. 2006, Herbst ve ark. 2008).

Hiicrelerin ¢ogalma, apoptoz, damar gelisimi ve timor gelisiminde rol alan epidermal
blylme faktori (EGF) reseptorini kodlayan ERBB1 geni ve RAS protoonkogenleri
daha ¢ok kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri olgularinda izlenen mutasyonlardan
sorumludur (Goksel ve ark. 2010).

Insan kanserlerinde en sik bulunan tiimor baskilayici gen, kromozom 17'de bulunan p53
ve kromozom 13'te bulunan RDb genidir. Rb geni, blytmeyi kontrol eder. p53 genindeki
mutasyonlar biiylimeyi hizlandirarak kanser olusumunda rol oynar. Akciger kanserli
hastalarin biiyiikk bir kisminda bu mutasyonlar gdzlemlenmektedir (Keskin 2010).
Baskilayict genler i¢inde en fazla arastirilan1 p53 geni mutasyonlaridir. Bir nikleer
fosfoprotein olan p53, 6zellikle DNA hasarina cevap olarak hiicre dongusiini, DNA
sentezi ve onarimini, hiicre farklilasmasini ve apoptozisi kontrol eden genleri duzenler.
p53 tiimor baskilayict geninin mutasyonlari akciger kanseri vakalarinin ise %60-75'inde
gortliir. 3p, 5q, 13q, ve 17p konumlarinda meydana gelen kromozom hasarlari, bilhasa
kiigiik hiicreli akciger kanserleri olmak tizere akciger kanserlerinde goriiliir (Kijima ve
ark. 2003). Kuguk hiicreli akciger kanseri olgularinin %90'ida ve kii¢iik hiicreli dist
akciger kanseri olgularinin ise %50'sinden fazlasinda, 17p konumunda mutasyonlar
bulunmustur (Goksel ve ark. 2010).
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2.8.2. Diinya’da ve Tiirkiye’de akciger kanseri

Diinya Saglik Orgiitii'nin (WHO) raporuna gore akciger kanseri tiim diinyada kanser
turleri arasinda, erkeklerde en sik 6liime neden olan birinci, kadinlarda ise ikinci kanser
tiradir (Beaglehole ve ark. 2004). Uluslararasi Kanser Aragtirmalart Kurumu (IARC)
2008 yilinda 12,4 milyon yeni kanser vakasi, 7,6 milyon kanser nedenli 6liim oldugunu
tahmin etmektedir. Bunun 1,37 milyonunu akciger kanseri hastalar1 olusturmaktadir
(Boyle ve Levin 2008). Tiirk Kanser Arastirma ve Savas Kurumu Dernegi Tiirkiye’de
her yil yaklagik 200 000 kisiye kanser teshisi konuldugunu, akciger, meme ve kolon
kanserinin en sik goriilen kanser tiirleri oldugunu belirtmektedir (Anonim 2016a).
Tirkiye’nin Akciger Kanseri Haritas1 Projesi’nden alinan verilere gore akciger kanseri
erkelerde 100 000’de 75, kadinlarda 100 000°de 10 olup, yillik beklenen yeni hasta
say1s1 yaklasik 30 000°dir. Tiirkiye, akciger kanseri goriilme orani en yiiksek tilkelerden
biridir (Goksel ve ark. 2010, Anonim 2016b).

Akciger kanseri hem gelismis hem de gelismekte olan iilkeler i¢in dnemli bir 6lim
nedenidir. Diinya genelinde hem erkeklerde hem de kadinlarda kansere bagli 6liimlerin
en sik nedeni olup, tiim kanser oSliimlerinin %19,4’linden sorumludur. Bu say1 her yil
meme, kolon ve prostat kanserinden dolay1 kaybedilen hasta sayis1 toplamindan daha

fazladir (Anonim 2016b).

2.9. Antioksidan savunma

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama
ve etkisiz hale getirme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir (Gilgin
2012). Hducrelerde oksidatif hasar1 Onleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi
mekanizmalar bulunmaktadir. Sekil 2.9.1°de gosterildigi gibi antioksidan savunma
mekanizmasi, enzimatik olan ve enzimatik olmayan olmak Gzere ikiye ayrilir (Birben ve
ark. 2012).

Enzimler, oksidanlar tutarak daha etkisiz bir molekiile doniistiirmektedirler. Vitaminler

ve fenolik bilesikler, oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirebilmektedir.
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Agir metaller, hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini, oksidanlar1 baglayarak

fonksiyonlarii engellemektedirler (S6zmen 2006).

Antioksidan Savunma
Mekanizmasi

I
/ Enzimatik \ [ Enzimatik Olmayan J

1. Superoksit dismutaz |

2. Katalaz |
jl _Cra_lutat);onkp_erloksmaz / Vicutta \ ﬁ)iyetle Almanlar \
. Tiyoredoksinler S
entezlenenler il aci
5. Peroksiredoksinler y . L ASk(_)rb'k_ a§|t
QGlutatyon transferazlar/ 1. Billurubin (C vitamini)
2. a-Ketoasitler 2. a-Tokoferol
3. Cinsiyet hormonlari (E vitamini)
4. Serotonin-melatonin 3. Karotenoidler
5. Koenzim Q 4. Bitkisel fenolikler
6. Urik asit \ /
7. Lipoik asit
8. Histidin
9. Melaninler

@. Tiyol icerenler /

Sekil 2.9.1. Antioksidan savunma mekanizmasinin sematik gosterimi

2.9.1. Enzimatik antioksidan savunma sistemleri

Oksijeni metabolize eden bdtin hicrelerde bulunan stperoksit dismutaz (SOD),
siiperoksitin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir. Okaryotik
hiicrelerin sitozol ve mitokondri membranlar1 araliginda bulunan ve molekiil kiitlesi
31,2 kDa olan enzim, her bir dimerik protein igin birer molekiil bakir ve ¢inko iceren ya
da tetramerik Mn igeren izomer yapisindadir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni
metabolize eden hiicrelerde siiperoksit diizeyini disik tutmak ve lipid

peroksidasyonunu inhibe etmektir. (S6zmen 2006, Valko ve ark 2006).
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Katalaz enzimi diisiik hizda H,O; olusan durumlarda veya ortamda yiliksek miktarda
elektron alicist bulundugunda peroksidatif, H,O, olusum hizinin arttig1 durumlarda ise
hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir. Hidroksil radikali
olusumunu hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayarak engeller. Molekdl kutlesi 248 kDa
olan katalaz, kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve bdbreklerde yiiksek

miktarda bulunmaktadir (S6zmen 2006, Valko ve ark 2006).

Glutatyon peroksidaz enzimi, glutatyon ile hidrojen peroksit veya lipit peroksitlerinin
indirgenmesinde; glutatyon rediiktaz ise glutatyonda olusan disiilfit baginin tekrar
stlfidril yapisina indirgenmesinde gorev yapmaktadir (S6zmen 2006). Diger
antioksidanlarla birlikte solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde oksidatif strese karsi

en etkili antioksidan glutatyon peroksidazdir (Ozel ve Birdane 2014).

Tiyoredoksinler tiyol grubu iceren enzimlerdir. Insan hiicrelerinde sitoplazmada ve
mitokondride bulunurlar. Bu enzimlerin en énemli fonksiyonu tiyoredoksin proteininin
NADPH’a bagimli olarak indirgenmesini katalizlemektir. Bu reaksiyonda elektronlar
NADPH’dan enzimin substrati olan tiyoredoksine gecerek substrati indirger.
Tiyoredoksinler 10-12 kDa’luk bir protein ailesidir. Bu proteinlerin iki sistein grubu
geri dontisiimli yukseltgenme-indirgenmeye ugrar (Gromer ve ark. 2004, Birben ve ark.
2012).

Peroksiredoksinler, sistein kalintilarinin hidrojen peroksidi indirgemesinde kullanilan
peroksidaz enzim grubuna aittir. Insan hiicrelerinde 6 farkli peroksiredoksin
bulunmaktadir. Peroksiredoksinlerin en énemli gérevi, organik hidroperoksit (ROOH),
peroksinitrit ve hidrojen peroksitlerin toksik etkisini azaltarak veya inhibe ederek
antioksidatif etki gostermektir (Dubuisson ve ark. 2004, Birben ve ark. 2012).

Glutatyon transferazlar, dimerik yapida enzimlerdir. Mutajen, karsinojen ve diger zararli

kimyasal maddelerin hiicre icinde etkisiz hale getirilmesinde rollerinin oynarlar. Ayrica
metabolize edilemeyen hidrofilik-lipofilik pek ¢ok bilesigi ve ksenobiotikleri
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baglayarak, hiicre i¢inde baglayici ve tasiyict olarak da gorev yaptiklar: belirlenmistir.
(Akoz ve ark. 2000, Ladner ve ark. 2004).

2.9.2. Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri, viicutta sentezlenenler ve diyetle
alimanlar olmak {izere ikiye ayrilir. Viicutta sentezlenebilen antioksidanlar ve yaptiklari

gorevler Cizelge 2.9.2.1.”de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.9.2.1. Viicutta sentezlenebilen antioksidanlar ve islevleri

Antioksidan Islev

Billurubin Peroksil radikali ve singlet oksijeni yok etmektedir.

Piruvat ve a-ketoglutarat H,0O, ile enzmatik olmayan

a-Ketoasitler tepkimeye girmektedir.

Cinsiyet Disi cinsiyet hormonlar lipit peroksidasyonunu inhibe
hormonlari etmektedir.
Serotonl_n- Antioksidan enzim sentezini uyarmaktadirlar.
melatonin
Koenzim Q Serbest radikal tutucudur.
Urik asit O+, *OH radikalleri tutucusu
Lipoik asit Serbest radikaller, 6zellikle *OH radikalini etkisizlestirir.

o Bakir iyonlarini selatlayan karnozin, homokarnizon ve
Histidin T ) .

anserin lipit peroksdasonunu 6nlemektedir.
) Yapilarindaki eslesmemis elektronlar ile UV 1s1nin

Melaninler

absorbe edilmesini saglarlar.

Tiyol icerenler | Serbest radikal ve HOCI tutucucudur.

Diyetle alinan antioksidanlardan E vitamini ve analoglari, lipid peroksidasyon
irlinlerini tutarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarini durdurarak reaktif oksijen
radikallerini inaktive eder (Bader ve ark. 2006). Stperoksit (O,¢") ve hidroksil («OH)
radikallerini tutucu olan C vitamini, E vitaminini de rejenere eder. Stiperoksit, hidroksil,

singlet oksijen, hidroperoksil, lipid peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek onlari
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ortamdan temizler. Lipid molekullerinin oksidasyonu ile olusan lipid peroksitler;
vitamin C’nin antioksidan etkisiyle sulu ortamda ¢Ozulerek oksidan etkilerini
kaybederler (Kudlackova ve ark. 2006). Karotenoidler; hidroksil, stiperoksit ve peroksil
radikalleri ile etkilesime girerek radikal siipiiriiciisii olarak is goriir. Yapilarindaki ¢ift
baglarin yerlesik olmayan eslesmemis elektronlara baglanmasi sonucu antioksidan
aktivite gosterirler. Yuksek konsantrasyonlarda, lipidleri peroksidasyondan korurlar.
Serbest radikaller ile karotenoidler arasindaki iliskide temel olarak ii¢ mekanizma goze
carpar. Serbest radikallere yeni bir radikal ekleme, yapisindan bir hidrojen kopararak
radikali etkisiz hale getirme ve yapisindan bir elektron transfer ederek radikali

yiiksiizlestirme seklindedir (Lobo ve ark. 2010).

Diyetle alinan bitkisel kaynakli antioksidanlar, flavanoller ve fenolik asitler olarak iki
grupta toplanabilir. Pek ¢ok fenolik bilesik diyetle viicuda alinmaktadir. Flavanollerin
ve fenolik asitlerin bitkilerde en 6nemli islevi, bitkinin savunma mekanizmasindaki
aktif gorevleridir. Bitkinin asir1 UV 1s181ina maruz kalmasi, zarar gérmesi (yaralanma)
gibi durumlar fenolik bilesiklerin biyosentezine neden olmaktadir. Bu nedenle ¢evresel
kosullar bitkilerde bulunan flavonoid ve fenolik asitlerin miktarmni biiyiik Olciide
etkilemektedir. Fenolik bilesikler bitkilerdeki hastalik diren¢ mekanizmasina da katkida
bulunurlar. (Bennet ve Wallsgrove 1994). Bu nedenle antioksidan ¢zellikte maddeleri
igeren gidalarin tiiketilmesi saglik a¢isindan da oldukga 6nemlidir. Viicudun antioksidan
dengesi diyetten biyik 6lciude etkilenmektedir. Besin yetersizlikleri nedeniyle viicudun
savunma mekanizmalar1 tahrip oldugu zaman patolojik kosullar olusabilmektedir

(Kasnak ve Palamutoglu 2015).

2.10. Bitkisel Antioksidan Kaynag Olarak Kekik

Kekik, cesitli kimyasal ve aromatik 6zelliklerinden dolayi, tarimda, ilag ve kozmetik
endiistrisinde, besin maddelerini kokulandirmada, parfiimeride ve baharatlarin
yapiminda biiyiik 6l¢iide kullanilir. Ayrica kekik énemli bir kokulu bitki olup, Diinya
mutfaginda ve oOzellikle Akdeniz mutfaginda uzun yillardir yaygin olarak

kullanilmaktadir. Gidalarda bozulmaya ve gida zehirlenmelerine yol agan bakteriler
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uzerindeki antibakteriyel etkisi nedeniyle son yillarda fazlaca kullanilan bir baharat
bitkisidir (Kili¢ ve Bage1 2008).

2.10.1. Tarkiye’de kekik

Origanum vulgare L. ¢ok yillik, sik tiiylii, beyaz veya pembe ¢icekli, kuvvetli kokulu,
50-80 cm boylanabilen, kaliks tiip bi¢iminde, 5 disli ve tiiyli, Temmuz-Agustos
aylarinda c¢igeklenen bir tiirdiir. Trakya, Bati ve Giiney Anadolu'da yaygin olarak
bulunmaktadir (Girbiz ve ark. 2011). Sekil 2.10.1.1°de ¢alismamizda kullanilan kekik
(Origanum vulgare L. subsp. hirtum (link.) letswaart) gérulmektedir.
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Sekil 2.10.1.1. Calismamizda kullanilan kekik (Origanum vulgare L. subsp. hirtum
(link.) letswaart)

Zengin bir bitki ortistine sahip olan Anadolu’da, pek ¢cok Origanum tiirii halk arasinda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Origanum tdrleri ticari 6neme sahip, blylk
miktarlarda ihra¢ edilen bir bitkilerdir. Avrupa’da Greek Oregano olarak bilinen,
Tiirkiye’de ise Istanbul kekigi, Canakkale kekigi gibi yoresel adlara sahip Origanum

vulgare, ihracati gergeklestirilen ve ekonomik degere sahip bir tiirdiir (Baser ve ark.
1994).

Dogal antioksidan kaynagi olan bitkiler agisindan biiylik bir potansiyele sahip olan
Tirkiye, diinyanin sayili iilkelerinden biridir. Antioksidan 6zelliginin yiiksek oldugu

bilinen bitkilerden olan kekik de tlkemizin 6nemli bitki ihra¢ Grtnlerinden biridir.
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Tiirkiye, diinya kekik ticaretinin yaklasik %70’ini elinde tutmaktadir. Tiirkiye’de kekik
olarak tanimlanan Lamiaceae familyasina ait pek ¢ok hos kokulu bitki tiirii bulunmasina
ragmen, Ozellikle ugucu yagi karvakrol ve timol igeren tlrler kekik olarak kabul
edilmektedir. Bu tiirler arasinda Thymus, Origanum, Satureja, Thymbra ve
Coridothymus cinsleri hem yayilis olarak hem de ekonomik olarak biiyiik 6nem
tasimaktadir (Girbiz ve ark. 2011).

2.10.2. Kekigin kullanim alanlar

Bitki ¢ok degisik sekillerde kullanima sahiptir Origanum vulgare iyi bilinen bir halk
ilact olup, hem tip alaninda hem de yemeklerde baharat olarak tiiketilmektedir. Cesitli
kimyasal ve aromatik 6zelliklerinden dolayi, tarimda, ilag ve kozmetik endiistrisinde,
besin maddelerini kokulandirmada, alkollii i¢eceklerde, parfiimeride ve baharatlarin
yapiminda biiylik dl¢tide kullanilirlar (Novak ve ark. 2000). Ayrica Origanum, sindirim,
solunum sistemi rahatsizliklarinda, antiseptik, antispazmatik, gaz giderici, terletici,
kadin hastaliklarinda, uyarici, balgam, idrar ve gaz soktiiriicii, ses kisikligi, oksiirtik,
bogmaca, kellik ve uyuzlugun tedavisinde kullanilabilecek 6zelliklere sahiptir (Kilig ve
Bagc1 2008).

Origanum asgilikta da yillardan beri kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde énemli bir
kokulu bitki olup, Akdeniz mutfaginda ¢ok fazla kullanilmaktadir. Gidalarda bozulmaya
ve gida zehirlenmelerine yol agan bakteriler tizerindeki antibakteriyel etkileri nedeniyle

son yillarda fazlaca kullanilan bir baharat bitkisidir.

2.10.3. Kekik yagi ve yag alti1 suyu

Son yillarda ticari amagla pek c¢ok bitkinin ugucu yaglar iiretilmekte ve yag alti sulari
da siselenerek cesitli markalar altinda, gida takviyesi seklinde piyasaya siiriilmektedir.
Ugucu yag, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk veya kok kisimlarindan elde edilen, oda
sicakliginda sivi halde olan, kolaylikla kristallesebilen genellikle renksiz veya agik sar1
renkli, ucucu, kuvvetli kokulu, dogal bir {iriindiir. Giizel kokulu olmasindan dolay1

esans ya da eterik yag da denilmektedir. Su ile karigsmadiklar1 igin yag olarak
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tanimlansalar da sabit yaglardan farklidirlar (Ceylan 1996). Yag alti suyu, aromatik
bitkilerden su destilasyonu ile ugucu yag elde edilmesi esnasinda toplama kabinda
biriken yag alt1 suyunu ifade etmektedir. Ulkemizde gerek kdylerde imbiklerle yapilan
Uretimler sonucu gerekse fabrikasyon liretimlerde ucucu yaglar iiretilirken, yag alti

sular1 da bol miktarda elde edilmektedir (Kirimer ve ark. 2012).

Bitkilerden ugucu yag ve yag alt suyu etmek i¢in, su destilasyonu, ¢oziicii ekstraksiyonu
gibi Klasik yontemlerin yan1 sira mikrodalga eckstraksiyonu ve kati-faz mikro

ekstraksiyonu gibi modern yontemler de kullanilmaktadir (Kilig 2008).

Su destilasyonu ugucu bilesiklerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan geleneksel
bir yontemdir. Kicuk Olcekli Gretimlerde clevenger aparati ile yapilan destilasyon
islemi (Sekil 2.10.3.1.) endiistriyel uygulamalarda biiyiikk destilasyon kazanlarinda
(imbik) gerceklestirilmektedir. Yontemin esasi; sogutucuya baglanan bir cam balon
icerisinde su ve bitki materyalinin 2-8 saat sure ile kaynatilarak, su buhari ile birlikte
hareket eden yag molekiillerinin sogutucuda yogunlastirilip sudan ayristirilmasina

dayanmaktadir.

Sekil 2.10.3.1. Clevenger aparati
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Kekik suyu, bitkinin ¢igekli dallarindan su buhari destilasyonu ile elde edilir ve az
miktarda fenolik bilesikler tasir. Genellikle sindirim sistemi rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir (Kirimer ve ark. 2012). Kekik suyunda bulunan ugucu bilesikler
karvakrol ve timol olarak bildirilmektedir ve oranlar1 kekigin tiiriine gore
degismektedir. Kekik yaginin da ana bilesenleri karvakrol ve timoldiir (Gurbiz ve ark.
2011).

2.10.4. Kekigin kimyasal icerigi

Origanum vulgare bitkisi ile yapilan ¢alismalarda ugucu yaginda %1-7 verim, % 23-80
oraninda karvakrol tespit edilmistir (Price ve Price 2011). Yalova’da yapilan bir
calismada, Origanum vulgare subsp. hirtum L. bitkisinden elde edilen ugucu yag
oranlart yillara ve popiilasyonlara gore degisim gostermis, bicim zamanlarinin da
bitkinin ugucu yagi tizerinde etkisinin 6nemli oldugu bulunmustur. Ciceklenme
doneminde bigilen bitkilerin en yiiksek u¢ucu yag oranina (% 6,17-6,71), ciceklenme
oncesi bicilen bitkilerin de en diisiik ugcucu yag oranmna (% 4,15-4,51) sahip oldugu

bildirilmistir (Karik ve ark. 2007).

Kekigin ugucu yag orani ve bu yagin kimyasal bilesimindeki degisimlerin g0zlenmesi
amaci ile yapilan bir g¢alismada, bitkinin yetistigi yere goére igerdigi ugucu yag
miktarinin ve ugucu yagm kimyasal bilesiminin degistigi gozlenmistir (Cizelge
2.10.4.1.). Origanum vulgare L. subsp. hirtum ugucu yagimnin incelenmesi sonucu ana
bilesenlerinin y-terpinen, p-simen, timol ve karvakrol oldugu tespit edilmistir (Karik ve

ark. 2007).
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Cizelge 2.10.4.1. Farkli yerlerden toplanan Origanum vulgare L. subsp. hirtum’un
ucucu yaginin karvakrol ve timol igerigi

Kaltur Dogal
Bitki kaynag Ucucu Timol Karvakrol Timol Karvakrol

yag% (%) (%) (%) (%)
Can/Canakkale 5,7 0,6 81,0 1,4 80,9
Bayramic/Canakkale 51 0,5 85,2 1,2 82,9
Gokceada/Canakkale 5,4 42,3 15,9 48,1 31,9
Gokceada/Canakkale 5,4 0,7 88,6 1,8 75,7
Canakkale/Yenice 4,9 8,3 69,6 5,0 73,2
Sindirgl/Balikesir 4.6 68,0 8,7 60,1 7,5
Ivrindi/Balikesir 4,2 67,7 53 57,8 8,7
Gonen/Balikesir 4,6 1,3 84,0 19 68,8
Iznik/Bursa 4,4 0,4 79,2 0,3 78,3
Lapseki/Canakkale 5,0 36,6 14,2 52,3 29,1

Sekil 2.10.4.1.°de karvakrol, timol ve onlarin oksidasyonu firiinlerinden biri olan

timokinonun molekiiler yapis1 verilmistir.

H,;C HsC HsC
OH (@)
AN
NN
OH O
HsC CH4 HsC CH,4 H,;C CH4
Karvakrol Timol Timokinon

Sekil 2.10.4.1. Karvakrol, timol ve timokinonun molekiiler yapis1

Karvakrol (5-izopropil-2-metilfenol), monoterpenik fenol bilesigidir. Antioksidan,

antibakteriyel, antifungal etkisi oldugu ¢esitli ¢calismalarla gosterilmistir (Zeytinoglu ve

ark. 2003). Akciger, meme ve lenf kanseri lizerine etkili olduguna dair calismalar
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bulunmaktadir. Timol (2-izopropil-5-metilfenol), karvakroliin geometrik izomeri olan,
antioksidan Ozellikte aromatik bir monoterpendir. Antioksidan o6zelligine dair ¢esitli
calismalar bulunmaktadir (Martins ve ark. 1999). Bir oksidasyon urinu olan
timokinonun antioksidan, antienflamatuar ve analjezik Ozelliklere sahiptir. Bazi
bitkilerde, 6zellikle ¢orek otunda (Nigella sativa) bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
pek cok farkli kanser hiicresi lizerinde etkili oldugu, normal hiicreler icin ise ¢ok diisiik

toksik ozellik gosterdigi tespit edilmistir (Badary 1999).

Kekik yaginin igerdigi yiiksek oranda karvakrol ve timol nedeni ile sahip oldugu
antibakteriyel ve antifungal etkilerinden dolay1 gidalarin bozulmadan saklanmasinda
kullanilabilecegi belirlenmistir (Chun ve ark. 2004). Ayrica, bitkilerde antioksidan
olarak bulunan maddeler, bitkileri DNA‘y1 parcalayan ve hiicre dliimiine neden olan
giin 15181, bitkinin bozulmas1 gibi c¢esitli yollarla olusan serbest radikallerin zararh
etkilerinden korur. Bitkiler Uzerinde boyle bir etkisi olan bu maddelerin ayni etkiyi
insan DNA’s1 {izerinde yapabilecegi de diisiiniilebilir. Bu nedenlerden dolayr kekik
onemli biyolojik 6zelliklere sahip, zengin fenolik bilesik icerigi nedeniyle arastirilmasi
gereken, sonuclar1 bilime ve giliniimiiz hastaliklarina 11k tutabilecek dogal bir

materyaldir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada kullanilan maddeler

3.1.1.1. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 3.1.1.1.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.1.1.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
ABTS Sigma-Aldrich A1888
Asetonitril Merck 100030
Buzag timiis DNA’s1 Sigma-Aldrich D4522
Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) Sigma-Aldrich E6758
Etanol Sigma-Aldrich 34870
FeSO,4.7H,0 Riedel-de Haen 12354
Formik asit Merck 100263
Gallik asit Sigma-Aldrich G7384
HCI Merck 100314
H,0, Sigma-Aldrich 16911
Karvakrol Aldrich 282197
Katalaz Sigma-Aldrich C1345
Metanol Merck 106007
NaCl Sigma-Aldrich S3014
NaOH Riedel-de Haen 06203
N,O-bis(trimetilsilil)trifloroasetamit Aldrich 15222
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Cizelge 3.1.1.1.1. (Devam) Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
Piridin Sigma-Aldrich 270970
Proteinaz K Sigma-Aldrich P2308
Sodyum dodesil stlfat (SDS) Sigma-Aldrich L3771
Timokinon Sigma-Aldrich 274666
Timol Sigma-Aldrich 16254
Trimetilklorosilan Merck 102333
Trolox Sigma-Aldrich 238813
5-hidroksimetil urasil Sigma-Aldrich 852589
8-hidroksi-2’-deoksiguanozin Sigma-Aldrich H5653
5,6-dihidroksi metilurasil Sigma-Aldrich D7628
4,6-diamino-5-nitropirimidin Sigma-Aldrich S454605
2,8-dihidroksi adenin TRC D45105
5-hidroksimetil sitozin TRC H945870
2-hidroksiadenin TRC 1819000
5,6-dihidro timin TRC D449440
5-hidroksihidantoin TRC H943000
5-hidroksi-5-metilhidantoin TRC H947500
4,6-diamino-5-formamidopirimidin Santa Cruz 217034
5-formilurasil IS Chemical Tech 1195080
Alloxan Titan Biotech 2244113

3.1.1.2. Cozeltiler

DNA oksidatif hasar iiriinlerinin standartlarinin ¢6zeltileri: Her bir DNA oksidatif hasar
tirtiniiniin ¢ozeltisi 200 mg/L konsantrasyonda piridin igerisinde ayr1 ayr1 hazirlanmistir.
0,0050 g DNA oksidatif baz hasar trlni tartilarak piridin ile 25 mL’ye tamamlanmstir.

Tim seyreltme islemleri de piridin ile yapilmistir.
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Karvakrol, timol, timokinon c¢ozeltileri: Her bir antioksidanin ¢o6zeltisi metanol
igerisinde ayr1 ayr1 40 mM konsantrasyonda hazirlanmistir. Karvakrol ve timol 0,060 g
tartilip, Timokinon 0,066 ¢ tartilip 25 mL’ye tamamlanmistir. Hiicre kiiltlirii ortamina

eklenenen ¢ozeltiler dimetilsiilfoksit igerisinde hazirlanmuistir.

Lizis tamponu: 7,88 g tris-HCI, 0,5840 g EDTA, 0,0584 g NaCl, 1 g SDS, 0,05 g
proteinaz K tartilip 90 mL saf suda ¢oziindiikten sonra pH 8’e ayarlanip 100 mL’ye

tamamlanmustir.

ABTS stok ¢ozeltisi: 0,0960 g ABTS ve 0,0166 g K,S,0g tartilip saf su ile 25 mL’ye
tamamlanmistir. 24 saat karanlhikta ekletildikten sonra saf su ile 1/10 seyrelerek

kullanilmustir.

10 mM Fe** gozeltisi: 0,139 g FeSO4.7H,0 tartilip saf su ile 50 mL’ye tamamlanmustir.
10 mM H,0, ¢ozeltisi: 9,79 M stok H,O, ¢dzeltisinden 205 pL alinip saf su 10 mL’ye
tamamlanarak 200 mM ara stok ¢ozelti hazirlanmistir. 200 mM ¢6zeltiden 1,25 mL

alinip saf su ile 25 mL’ye tamamlanarak 10 mM ¢o6zelti hazirlanmistir.

Lowry A cozeltisi: 0,4 g NaOH ve 2,0 g Na,COj tartilip saf su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

Lowry B ¢0zeltisi: 1,0 g NaKC4H40¢ ve 0,5 g CuSQOy tartilip saf su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

Lowry C c¢ozeltisi: 100 mL Lowry A c¢ozeltisine 1 mL Lowry B ¢Ozeltisi eklenerek

hazirlanmistir.
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3.1.1.3. Kekik

Calismada kullanilan kekik (Origanum vulgare L. subsp. hirtum (link.) letswaart)

Can/Canakkale’den toplanmistir. Tiir tayini Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii

Botanik Anabilim Dali’nda yapilmistir.

3.1.2. Cahismada kullanmilan cihazlar

Calismada kullanilan arag-gerecler cizelge 3.1.2.1.°de verilmistir.

Cizelge 3.1.2.1. Calismada kullanilan arag-gerecler

Arac-Gereg Marka Model
Liyofilizator Labconco Freezone 2.5 Plus
Isiticili manyetik karistirici Velp ARE
Coklu manyetik karistiric Wisd MS-MP8
Vorteks karistirict Wisd VM-10
Ultrasonik banyo United 2.8 L
Etlv VWR Dry-line
Inkiibator Memmert INB 400
Balon 1sitict Electromantle EM 0500
Santrifij Hermle Z 206 A
pH-metre Hanna HS221
Analitik terazi Mettler Toledo MS105DU
Saf su cihazi Elga Purelab Option Q DV25
Ayarlanabilir otomatik mikropipet (500-5000 pL) Eppendorf Research
Ayarlanabilir otomatik mikropipet (100-1000 uL) Eppendorf Research
Avyarlanabilir otomatik mikropipet (10-100 uL) Eppendorf Research
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3.1.3. Calismada kullanilan analitik cihazlar

3.1.3.1. Gaz kromatografi-kutle spektrometre/kitle spektrometre

DNA oksidatif hasar drdnlerinin analizi, Thermo Scientific Trace 1300 gaz
Kromatografi-kiitle spektrometre/kiitle spektrometre ile gergeklestirilmistir. Cihaza Al
1310 oto Ornekleyici ile numune enjeksiyonu otomatik olarak yapilmistir. Maddelerin
tayini TSQ8000 Evo kiitle spektrometre/kiitle spektrometre ile gergeklestirilmistir.
Analizlerde DB-5MS (Agilent 128-5512) kapiler kolon (uzunluk: 12 m, i¢ c¢ap: 0,20
mm, film kalinligt: 0,33 pm) kullanilmstir.

3.1.3.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi

Antioksidan maddelerin tayini, Agilent 1200 serisi yiksek performansli sivi
kromatografisi ile gergeklestirilmistir. Cihaz degazdr, ikili pomp, otomatik
ornekleyiciye sahiptir. Madelerin tayini diyot seri dedektor ile yapilmistir. Analizlerde
Waters Xbridge C18 (uzunluk: 250 mm, i¢ ¢ap: 4,6 mm, tanecik ¢ap1: 3,5 um) kolon

kullanilmistir.

3.1.3.3. Ultraviyole-gérunur bélge spektrofotometresi

Toplam fenolik madde, antioksidan kapasite, kantitatif DNA tayini ve Fenton
reaksiyonu takibi Varian Cary 50 Conc ultraviyole-gorinir bolge spektrofotometresi ile

gergeklestirilmistir. Tek 1smn yollu olan spektrofotometrede oOlc¢iimler kuartz kiivet

kullanilarak yapilmstir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kekik bitkisinden antioksidan maddelerin ekstraksiyonu

Kekik bitkisi kurutulmus olarak satin alinmistir. Dallarindan yapraklari ayrilarak,
sadece yaprak kisimlariyla calisgilmigtir. Su ve metanol-su ¢oziiciileri kullanilarak
manyetik karistirict ve ultrasonik banyo yardimiyla 2 saat ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstraksiyonlarda 4,0 g kuru kekik ve 80 mL ¢oziicii kullanilmistir. Ekstraksiyon

sonunda siizme yapilarak ekstraktlar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kekik yag ve distile suyu eldesi

Kekik yagi ve distile suyu clevenger cihazi kullanilarak elde edilmistir. 40,0 g kuru
kekik bir balona alinip tizerine 400 mL saf su eklenmistir. Balonun Uzerine clevenger
cithaz1 ve onun iizerine geri sogutucu baglanmistir. Balon, balon 1sitictya yerlestirilerek
7 saat kaynatilmistir. Siire sonunda 40 mL kekik distile suyu ve 1,5 mL kekik yag1 elde
edilmistir. Elde edilen yag ve yag alt1 suyu cam siselere alinarak buzdolabinda 4°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.3. Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini galismalarinda standart madde olarak gallik asit
kullanilmigtir. Kalibrasyon grafigi olusturmak igin farkli konsantrasyonlardaki gallik
asit ¢ozeltileri hazirlanmigstir. 0,1 M NaOH i¢inde %2’lik Na,COj3 olacak sekilde Lowry
A c¢ozeltisi ve %1’lik NaKC4H4O¢ icinde %0,5 CuSO, olacak sekilde Lowry B
¢ozeltisi hazirlandi. Lowry A ve Lowry B 50:1 (v/v) oraninda karistirilarak Lowry C
¢ozeltisi hazirlanmistir. Analiz tlplerine x mL 6rnek/standart ve (2-x) mL saf su, 2,5
mL Lowry C ¢ozeltisi ve 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir. 30 dk karanlikta
bekletildikten sonra, 6rneklerin ve standartlarin 750 nm’de absorbansi Olg¢iilmiistiir.
Standartlarin konsantrasyonuna karsilik absorbans grafigi cizilerek, en kiiglik kareler
yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 3.2.3.1). Numuneler igin toplam

fenolik madde miktarlar1 belirlenen kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanmstir.
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Sekil 3.2.3.1. Folin-Ciocalteu yéntemi icin cizilen kalibrasyon grafigi

3.2.4. Antioksidan kapasite tayini

Antioksidan kapasite tayininde standart madde olarak troloks kullanilmistir.
Kalibrasyon grafigi olusturmak icin farkli konsantrasyonlarda troloks c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Etanolde 6 mM ABTS stok ¢ozeltisi hazirlanarak, analizler i¢in 1:10
oraninda saf su ile seyreltilerek kullanilmistir. Analiz i¢in X mL 6rnek/standart lizerine
(4-x) mL etanol eklenmistir. Uzerine seyreltilmis ABTS ¢ozeltisinden 1 mL eklenerek 6
dk beklenip, 734 nm’de absorbansi Ol¢ililmiistiir. Antioksidan madde igermeyen kor
Ornegin absorbansina gdre her bir numunenin % inhibisyon degeri hesaplanmistir.
Troloks miktarina karsilik % inhibisyon grafigi cizilerek, en kiigiik kareler yontemiyle
dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 3.2.4.1). Numuneler icin antioksidan kapasite

miktarlart belirlenen kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.2.4.1. ABTS yontemi igin ¢izilen kalibrasyon grafigi
3.2.5. Ekstraktlarin HPLC ile analizi

3.2.5.1. Fenolik maddelerin tayini

Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ile analizi i¢in 10 pL enjeksiyon hacmi ve 0,5 mL/dk
akis hizi ile ¢alisilmistir. Analiz sirasinda asetonitril ve formik asitin sudaki %1’lik (h/h)
cozeltisinden olusan gradient hareketli faz programi uygulanmistir. HPLC-DAD igin
calisma kosullar1 Cizelge 3.2.5.1.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.2.5.1.1. HPLC-DAD gradient hareketli faz programi

Hareketli faz bilesimi
Sure (dk)
%1’lik formik asit asetonitril
0 %90 %10
10 %87 %13
20 %58,5 %41,5
25 %30 %70
30 %90 %10
35 %90 %10
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3.2.5.2. Karvakrol, timol ve timokinon tayini

Fenolik bilesiklerin HPLC-DAD ile analizi i¢in 10 pL enjeksiyon hacmi ve 0,5 mL/dk
akis hiz1 ile calisilmistir. Analiz sirasinda asetonitril ve saf sudan olusan izokratik
hareketli faz programi uygulanmistir. HPLC-DAD i¢in calisma kosullar1 Cizelge
3.2.5.2.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.2.5.2.1. HPLC-DAD izokratik hareketli faz programi

Hareketli faz bilesimi
Sure (dk) —
Saf su asetonitril
0 %42 %58
20 %42 %58

Kantitatif tayin yapabilmek i¢in karvakrol, timol ve timokinonun farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanip, enjeksiyonu yapilarak ve timol i¢in 273 nm
dalga boyundaki, Timokinon igin 254 nm dalga boyundaki pik alanlari alinmuistir.
Konsantrasyona karsilik pik alani grafikleri cizilerek, en kiigiik kareler yontemiyle

dogru denklemi hesaplanmustir (Sekil 3.2.5.2.2.).
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Sekil 3.2.5.2.1. Karvakrol, timol ve timokinon i¢in ¢izilen HPLC kalibrasyon grafikleri
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3.2.6. Fenton reaksiyonu

Fenton reaksiyonunun karvakrol, timol ve timokinon molekiillerine etkisini gérebilmek

i¢in, ¢izelge 3.2.6.1.°de belirtilen kosullarda reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2.6.1. Fenton reaksiyonu kosullari

Antioksidan H,0, Fe*
400 uM Karvakrol 200 uM 100 pM
400 pM Timol 200 UM 100 UM
40 uM Timokinon 20 uM 10 uM

Belirtilen konsantrasyonlardaki maddeleri iceren ¢ozeltiler saf su icerisinde 100’er mL

hazirlanarak 37 °C’deki inkiibatore yerlestirilmistir.

3.2.7. Fenton reaksiyonunun spektrofotometrik ve kromatografik takibi

37 C’deki inklbattre koyulan cozeltilerden 5 saate kadar belirli zaman araliklarinda
5’er mL aliarak Fenton reaksiyonunu durdurmak i¢in iizerlerine 50 pL 0,6 mg/mL
katalaz cozeltisi eklenmistir. Fenton reaksiyonu durdurulduktan sonra UV-gorinir
bolge spektrofotometresi ile 200-400 nm dalga boyu araliginda spektrum taramasi
yapilmistir. HPLC ile antioksidan maddelerin kantitatif tayinleri yapilmistir.

3.2.8. DNA oksidatif hasar drinlerinin GC-MS/MS ile analizi i¢in metot gelistirme

DNA oksidatif baz hasar Grlnlerinin analizi Cizelge 3.2.8.1.’deki kosullar ve Cizelge

3.2.8.2.”deki sicaklik programi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.2.8.1. GC-MS/MS c¢alisma kosullar1

Enjeksiyon hacmi 2 uL
Enjeksiyon modu Split

Split orant 5
Enjeksiyon sicakligi 250 °C

Ara yiizey sicakligi 280 °C
Iyon kaynag sicaklig 250 °C
Hareketli faz akis hizi 1 mL/dk
Tarama modu SRM (SIM/SIM)
GC program suresi 17 dk

Cizelge 3.2.8.2. GC-MS/MS sicaklik programi

Oran Sicakhik Bekleme sliresi
(°Cldk) (°C) (dk)
- 130 2
8 230 0
20 280 0

Belirtilen kosullarda, analiz edilecek DNA oksidatif hasar iriinlerinin her birinin
enjeksiyonu yapilmistir. GC-MS/MS ile DNA oksidatif baz hasar Grinlerinin analizi
icin secilmis reaksiyon gorilintilleme (selected reaction monitoring, SRM) teknigi
kullanilmigtir. Her bir madde igin alikonma zamani, 70 eV ile yapilan 1. iyonlagsma
sonrasi taranacak kiitleler, 2. iyonlagma i¢in uygulanacak en uygun en uygun enerji ve

2. iyonlagsma sonrasi taranacak kiitleler belirlenmistir.

3.2.9. DNA oksidatif hasar trunlerinin GC-MS/MS ile kalibrasyon grafiklerinin

hazirlanmasi

18 adet DNA oksidatif baz hasar Grlinli standardinin ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra bu
hasar Grtinlerinin tamamini igeren stok karisim ¢ozelti piridin iginde hazirlanmigtir. Stok
cozelti farkli konsantrasyonlara seyreltilerek uygun kosullarda, % 1 TMCS
(trimetilklorosilan)  iceren  BSTFA  (N,O-bis(trimetilsilil)trifloroasetamit) ile
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tirevlendirildikten sonra her bir numune 2 tekrarli olarak GC-MS/MS ile analiz
edilmistir. Konsantrasyona karsilik pik alani grafikleri ¢izilerek, en kiigiik kareler

yontemiyle dogru denklemleri hesaplanmastir.

3.2.10. Buza@ timiis DNA’s1 ile yapilan caliymalar

Saf su icerisinde 50 pg/mL konsantrasyonda buzagi timus DNA ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Bu ¢o6zeltiden 2 mL alinarak, 100 pg DNA igeren ¢ozeltiye ayri ayr1 40’ar uM ve 400’er
uM karvakrol, timol ve timokinon eklenmistir. Uzerlerine 200 pM H,0, ve 100 pM
Fe?* eklenerek Fenton reaksiyonu olusturulmustur. Sonugta, sadece DNA; DNA +
antioksidan; DNA + H,0, + Fe?*; DNA + H,0, + Fe** + antioksidan iceren numuneler
hazirlanmistir. 37 °C’de 15 dk bekletildikten sonra dondurulup liyofilize edilmistir.
Uzerine 1 mL %60 formik asit ¢ozeltisi eklenip 130 °C’de 30 dk bekletilerek DNA
hidroliz edilmistir. Tekrar dondurulup liyofilize edildikten sonra, % 1 TMCS igeren
BSTFA turevlendirilip GC-MS/MS ile analiz edilmistir.

3.2.11. Malign ve saghkh akciger hiicreleri ile yapilan cahsmalar

Hiicre kiiltiirii alismalar1 Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Biyokimya Anabilim

Dal1 Kanser Arastirma Laboratuvari’nda yapilmistir.

3.2.11.1. Hucre soylarinin stoktan ¢ikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla, -80°C’de kriyovial iginde saklanan malign (A549) ve
saglikli (BEAS-2B) hiicre soylari, sicak su banyosuna alinarak hizli bir sekilde
¢oOzilmiistiir. Hucre suspansiyonu; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin iceren 5 mL RPMI 1640 besiyeri igerisine alinmigtir. Falkon tiip 800 rpm’de 5
dk santrifiij edildikten sonra sulu tist kisim geKilip, hiicre pelleti Gzerine 1 mL besiyeri
ilave edilerek hicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglanmistir. Falkon tlp Uzerine 4
mL besiyeri ilave edilip, 5 mL’lik hiicre siispansiyonu 25 cm®lik flasklar icerisine
alinarak 37 °C’de, %5 CO; igeren ortamda inkiibe edilmistir.
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3.2.11.2. Hucre soylarinin pasajlanmasi

A549 ve BEAS-2B hiicre soylar1 i¢in besiyeri ortami %10 fetal bovine serum, %1
penisilin-streptomisin ¢ozeltisi (10000 U/mL penisilin, 10 mg/mL streptomisin), %1 L-
glutamin igeren RPMI 1640 ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. Kullanilan hiicreler, 25
cm®lik flask yiizeyini tamamen kapladiklarinda flaks igerisindeki besiyeri
uzaklastinlmustir. Hiicrelerin serumdan tamamen arindirilmast icin 25 cm?lik flaks
icerisine 2 mL 1X fosfat tampon cozeltisi (PBS) ilave edilip, hiicrelerin yiizeylerinin
hafifce yikanmasi saglanmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra flask yilizeyine yapisan
hiicrelerin ayrilmasi i¢in 0,5 mL % 0,05 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi kullanilarak, 37 °C’de,
%5 CO2’li ortamda 5 dk bekletilmitir. Hiicrelerin tamami ylizeyden ayrildiktan sonra
tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edilerek ylizeyden
ayrilan hiicrelerin, hiicre membranlarinin tripsinden zarar gormesi engellenmistir. Flask
icerisindeki hiicre stispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim
tripsinin 10 kat1 olacak sekilde) 15 mL’lik falkon tiip igerisine alinmistir. 800 rpm’de 5
dk santrifiij yapildiktan sonra sulu st kisim ¢ekilip, elde edilen hicre pelleti 1 mL
hlcre besiyerinde ¢6zundikten sonra 9 mL besiyeri ilave edilmistir. 10 mL’lik hiicre
stispansiyonu 75 cm®lik flasklara alinarak 37 °C’de, %5 CO, iceren ortamda
inkiibasyona birakilmistir. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar cogalmalari

saglanmistir.
3.2.11.3. Hucrelerin sayim

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
siispansiyonundan 20 pL 0,5 mL’lik tiipe alinip, {izerine esit miktarda % 0,5 tripan
mavisi koyularak karistirillmistir. Hematositometre distile su ile iyice temizlendikten
sonra, karisimdan 12 pL alinarak thoma lamina koyulup, mikroskopta bu lam Gzerinde
bes alanda hiicre sayimi yapilmigtir. Bulunan say1 seyreltme katsayisi ile ¢arpilarak 1

mL besiyerinde bulunan hiicre sayist hesaplanmistir.
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3.2.11.4. SRB (sulforhadamine B) metodu

SRB metodu hiicre Kkiiltiiriinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan, hiicre
cogalmasimi 6lgmek i¢in uygun olan hiicrelerdeki toplam protein dlgimine dayanan
kolorimetrik bir metottur. Siilforhodamin B (SRB) protein baglayabilen anyonik bir
boyadir. Triklorasetik asit (TCA) ile sabitlenen pH altinda aminoasitler ile bir kompleks
olusturarak renk degisimi gozlenmektedir. Bu renk degisimi 560 ve 580 nm

dalgaboylarinda 6l¢iilmektedir.

Pasajlama isleminden sonra 75 cm?’lik flask icerisindeki hiicreler, hiicre pasaj
yontemindeki gibi tripsin ile kaldirilmistir. Flask icerisindeki hicre suspansiyonu,
icerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15 mL’lik
falkon tiip icerisine alinmistir. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra sulu iist
kisim uzaklastirilmistir. Elde edilen hiicre pelleti 1 mL hiicre besiyerinde ¢ézindikten
sonra 9 mL besiyeri ilave edilerek 10 mL’lik hiicre siispansiyonu elde edilmistir.
Hicreler, 96 kuyulu plaka icerisine son hacim 200 pL medium (RPMI1640) i¢cinde 5000
hlcre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. KOr (negatif kontrol) icin kullanilacak kuyulara ise
200 pL medium eklenmistir.

Etkisi incelenecek maddelerin 40 mM stok ¢ozeltileri dimetilsulfoksit (DMSO) icginde
hazirlanmistir. SRB testi icin, orneklerin farkli konsantrasyonlart (10-80 puM) hiicre

besiyerinde hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulanmistir. Hucreler

sayilarak 100 pL besiyeri icerisinde 104 hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave
edilmistir. Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik, MO) olarak sadece
besiyeri ortami igerisinde ekilen hicreler kullanmilmistir. Kor igin ayrilan kuyular
icerisine ise 200 pL besiyeri ilave edilmistir. Ardindan hiicreler, 48 ve 72 saat 37 °C,
%5 CO3’li ortamda inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda hiicresel proteinleri fikse
etmek icin, her kuyuya 50 pL %10 (w/v) TCA eklenerek ve +4 °C’ de 1 saat
bekletilmistir. Stre sonunda plaka ters c¢evrilerek TCA dokiilmiistir. TCA’y1
uzaklagtirmak i¢in kuyular 5 kez, deiyonize su ile yikanmistir. Yikama sonunda % 0,4
(w/v) SRB c¢o0zeltisinden her kuyuya 50 pL eklenip, 30 dakika oda sicakliginda,

karanlikta bekletilmistir. Bekleme sonrast SRB plakadan dokiilerek uzaklastirilmistir.

62



Baglanmis boyayr uzaklastirmak i¢in kuyular 5 kez %1°lik asetik asitle yikanmustir.
Yikama sonunda plaka kuruduktan sonra proteinlere baglanan boyanin ¢dziinebilmesi
icin, 10 mM pH 10 tris ¢ozeltisi (150 plL/kuyu) eklenmis ve 10 dk 150 rpm’de
calkalanmistir. ELISA okuyucuda 564 nm’de absorbans okunmustur.

% Canlilik hesabu:

Omek uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canlihigi %100 olarak kabul edilerek,
antioksidan uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmigstir. Deney igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz {i¢ farkli

kuyuda tekrarlanmaistir.

9% Canlilik = (Bilesik ile muamele edilmis hiicre absorbansi — kér numune absorbanst) 100
o A= (kontrol hiicre absorbansi — kér numune absorbansi) X

3.2.11.5. Orneklerin uygulanmasi

Pasajlama isleminden sonra sayilan hiicreler, flask icerisinde 3x10° hiicre olacak sekilde
toplam 9 adet 75 cm? flask igerisine alinarak 37 °C’de, %5 CO, iceren ortamda inkiibe
edilmistir. 24 saat sonra her bir flask icerisindeki besiyeri uzaklastirilmigtir. Her biri
ayr1 ayr1 75 cm? flasklar icinde 10 mL besiyeri tizerine timol, timokinon, karvakrol,
kekik suyu, kekik yagi, kekik su ve kekik su-metanol ekstrakti eklenerek hazirlanmistir.
Ayrica her bir 6rnek igerisine, son konsantrasyonu 20 pM olacak sekilde H,O,
eklenmistir. Negatif kontrol grubu icin sadece 10 mL besiyeri ve peroksit grubu icin 10

mL besiyeri icinde 20 uM H,0; eklenmistir.

48 saat muamele sonunda flasklar icerisindeki besiyeri cekilerek ortamdan
uzaklastirilmigtir. Hiicreler PBS ile hafifce yikandiktan sonra tampon ¢ozelti ¢ekilerek
uzaklastirilmistir. Hiicrelerin flask yilizeyinden kalkmalarimi saglamak icin % 0,05
Tripsin-EDTA c¢0zeltisi eklenip, 37 °C’de, %5 CO;’li ortamda 5 dk bekletilmistir.
Mikroskopla bakildiginda flask ylizeyinden ayrildigi kabul edilen hiicrelere, tripsinin
inhibe edilmesi icin en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edilmistir. Flask igerisindeki
hlcre stispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan falkon tipe alinmistir. 800 rpm’de 5 dk

santrifiij yapildiktan sonra sulu iist kisim ¢ekilerek hiicre kiimesi elde edilmistir.
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3.2.12. Hucrelerden DNA izolasyonu

Hiicre kiimelerinin bulundugu tiiplerin igerisine 1 mL lizis tamponu eklenerek 37 °C‘de
24 saat bekletilmistir. Stre sonunda Uzerine 0,5 mL doygun NaCl ¢ozeltisi eklenip,
vorteks ile karstirildiktan sonra 56 °C’de 10 dakika bekletilmistir. Ornekler oda
sicakliginda 4000 x g‘de, 45 dakika santrifiij edildikten sonra DNA‘y1 igeren sulu faz
yeni bir tiipe alinmistir. Sulu fazin iizerine 3 mL soguk susuz etanol eklenip yavasca
karistirtlarak DNA‘nin goriiniir hale gelmesi saglanmistir. DNA igeren tipler 3000 x
g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz pipetle gekilip atilarak, DNA pellet halinde

elde edilmistir.

DNA’nin yikanmasi: DNA’nin tizerine 200 pL %70’lik etanol eklenip c¢alkalanmustir.
3000 x g’de 5 dk santrifiij yapilip siv1 faz pipetle ¢ekilip atilmigtir. Ayni islem 250 pL
%70’lik etanol eklenerek tekrar edilmistir. Elde edilen DNA pelletlerinin saf su

icerisinde ¢ozunmeleri icin 3 mL saf su eklenip +4 °C*de 48 saat bekletilmistir.

3.2.13. DNA miktar1 tayini

DNA’nin miktar ve saflik tayini spektrofotometrik olarak yapilmistir. DNA saf su
icerisinde tamamen c¢ozlndukten sonra elde edilen ¢ozeltinin 260 ve 280 nm’de
absorbansi ol¢iilmiistiir. Azeo/A2g0 oranindan saflik derecesi belirlenmistir. 260 nm’deki

absorbans degerinin 50 ile ¢arpilmasi ile pg DNA miktar1 hesaplanmistir.

Hg DNA = Ay X 50

100 pg DNA icerecek sekilde ayrilan &rnekler dondurulduktan sonra -86 °C’de 100

mbar basing altinda liyofilize edilmistir.
3.2.14. DNA numunelerinin GC-MS/MS ile analizi
Liyofilize edilmis olan DNA iizerine 1 mL % 60 formik asit eklenip 130 °C’de 30 dk

bekletilerek hidroliz edilmistir. Hidroliz edilen numune dondurulduktan sonra -86 °C’de

100 mbar basing altinda liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasi tizerine 40 pL
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piridin ve 60 pL % 1 TMCS iceren BSTFA eklenerek 120 °C’de 40 dk
tiirevlendirilmistir. TUrevlendirilen numuneler hi¢ bekletilmeden GC-MS/MS ile analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kekik (Origanum vulgare L.) Bitkisinin Antioksidan Ozellikleri

40 g kekikten clevenger aparati ile 40 mL yag alti suyu ve 1,5 mL kekik yag1 elde
edilmistir. Ayrica su ve metanol-su ekstraktlart hazirlanarak toplam fenolik madde,
antioksidan kapasite ve HPLC analizleri yapilmistir.

4.1.1. Toplam fenolik madde tayini

Folin-Ciocalteu yontemiyle yapilan toplam fenolik madde tayini sonuglar1 ¢izelge

4.1.1.1.°de verilmistir.

Cizelge 4.1.1.1. Kekikten hazirlanan numunelerin toplam fenolik madde miktarlari

Toplam fenolik madde
(mg gallik asit/mL)

Kekik yag1 143,10 + 1,30
Kekik yag alt1 suyu 0,29+0,01
Su ekstrakti 1,41 + 0,03
Metanol-su ekstrakti 3,15+0,12

Kekik yagi, kekik yag alt1 suyuna gore ¢ok daha yiiksek toplam fenolik madde icerigine
sahiptir. Metanol-su ekstrakti da su ekstrakrindan daha yiiksek toplam fenolik madde
igerigine sahiptir.

4.1.2. Antioksidan kapasite tayini

ABTS yontemiyle yapilan antioksidan kapasite tayini sonuglar1 ¢izelge 4.1.2.1.°de

verilmistir.
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Cizelge 4.1.2.1. Kekikten hazirlanan numunelerin antioksidan kapasite degerleri

Antioksidan kapasite
(mg troloks/mL)

Kekik yag1 271,73 +11,45
Kekik yag alt1 suyu 0,39 +£0,04
Su ekstrakti 1,74 £ 0,15
Metanol-su ekstrakti 5,12+ 0,41

Antioksidan kapasite degerleri de toplam fenolik madde igerigi ile paralel sekilde kekik
yaginin kekik yag alti suyundan ve metanol-su ekstraktinin su ekstraktindan daha

yiiksek olarak bulunmustur.

4.1.3. HPLC analizi

Kekikten hazirlanan numunelerin i¢erdigi antiokidan maddeler ve miktarlar1t HPLC ile

belirlenmistir. Sonuglar ¢izelge 4.1.3.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1.3.1. Kekikten hazirlanan numunelerin HPLC sonuglari

Kekik yag alt1 Kekik yag1 Su ekstrakti Metanol-su
suyu (mg/L) (mg/mL) (mg/L) ckstrakts
(mg/L)
Karvakrol 198 £ 2,8 100,3+1,2 384+1,2 175,1+7,3
Timol 921 +8,6 5138+ 3,1 128,6 + 5,2 612,0+9,5
zsrﬁmkatek“'k ND ND 41402 145+09
Kafeik asit ND ND 11,3+0,9 20,2+1,7
Epikatesin ND ND 21,2+1.8 40,1 £ 3,2
Rosmarinik asit ND ND 103,7+ 2,9 3445+7,1

ND: tespit edilmedi

HPLC analizleri sonucunda, toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite degerleri
yiksek ¢ikan numunelerin daha yiiksek oranda antioksidan madde igerdigi
belirlenmistir. Literatiirde yapilmis olan c¢alismalarda, Origanum vulgare L. subsp.

hirtum tiirii kekigin en yiiksek oranda igerdigi antioksidanlarin karvakrol ve timol
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oldugu, bunlarin oranlarinin kekigin yetistigi bolge ve toplnma zamanina gore degistigi
belirtilmistir (Baser ve ark. 1994, Karik ve ark. 2007). Calistigimiz kekikte de en
yuksek miktarda bulunan antioksidan maddelerin timol ve karvakrol oldugu, timolin

karvakrolden daha yiiksek miktarda bulundugu tespit edilmistir.
4.2. Fenton Reaksiyonu Calismalari

Karvakrol, timol ve timokinon molekiillerinin Fenton reaksiyonu sonucu olusan

hidroksil radikaline kars1 6zellikleri arastirilmistir.

4.2.1. Karvakrol, timol ve timokinonun hidroksil radikalini siptrme etkisinin

spektrofotometrik incelenmesi

400 pM karvakrol, 200 pM H,0,, 100 pM Fe?* karistinlarak 37 °C’de Fenton
reaksiyonu baslatilmistir. UV-gorinur bolge spektrofotometresi ile 200-400 nm dalga
boylar1 arasinda, 300 dk boyunca belirli zaman araliklarinda bu ¢6zeltiden numune

aliip Fenton reaksiyonu durdurularak spektrum taramasi yapilmistir (Sekil 4.2.1.1.).

1,2 -

o o
o e

Absorbans

o
~
1

0,2

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2.1.1. Karvakroliin Fenton reaksiyonu ile oksidasyonu (Reaksiyon kosullar1: 400
UM karvakrol; 200 uM H,0,; 100 uM Fe?*; sicaklik 37 °C)
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400 pM timol, 200 pM H,0,, 100 UM Fe®* karistirilarak 37 °C’de Fenton reaksiyonu
baslatilmigtir. UV-gorinir bolge spektrofotometresi ile 200-400 nm dalga boylari
arasinda, 300 dk boyunca belirli zaman araliklarinda bu ¢6zeltiden numune alinip

Fenton reaksiyonu durdurularak spektrum taramasi yapilmistir (Sekil 4.2.1.2.).

=== 0.dk

1.2 — 1. dk

— 2.dk

14 e 3. dk

5. dk
08 - —10. dk
20. dk
= ——30.dk
£ 0,6 - — 60. dk
2 100. dk
< 04 - e 120, dK
180. dk
240. dk
0.2 1 300. dk

O i
200 250 300 350 400

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2.1.2. Timolin Fenton reaksiyonu ile oksidasyonu (Reaksiyon kosullari: 400
UM karvakrol; 200 uM H,0,; 100 uM Fe?*; sicaklik 37 °C)

40 uM timokinon, 20 pM H,0,, 10 uM Fe?** karistirilarak 37 °C’de Fenton reaksiyonu
baslatilmistir. UV-gorinlr bolge spektrofotometresi ile 200-400 nm dalga boylari
arasinda, 300 dk boyunca belirli zaman araliklarinda bu ¢ozeltiden numune alinip

Fenton reaksiyonu durdurularak spektrum taramasi yapilmistir (Sekil 4.2.1.3.).

69



=== 0.dk
= 1ldk
= 2.dk
= 3.dk
= 5.dk
= 10. dk
20. dk
= 30. dk
60. dk
100. dk
e 120. dK
180. dk
240. dk
300. dk

Absorbans

200 250 300 350 400
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2.1.3. Timokinonun Fenton reaksiyonu ile oksidasyonu (Reaksiyon kosullar1: 40
UM timokinon; 20 uM H,0,; 10 pM Fe?*; sicaklik 37 °C)

Karvakrol ve timoliin en yiksek absorpsiyon yaptigi dalga boyu 273 nm ve
timokinonun en yliksek absorpsiyon yaptig1 dalga boyu 254 nm olarak tespit edilmistir.
Fenton reaksiyonu sonucu karvakrol, timol ve timokinon molekiillerinin hizli bir sekilde
hidroksil radikali ile reaksiyona girdigi spektrumdaki degisimlerden anlasilmaktadir.

Fenton reaksiyonu sonrasi absorbans degerlerinde artis oldugu goriilmektedir.

Fenton reasiyonu sonrasi goézlenen absorbans artiglarini agiklayabilmek i¢in karvakrol,
timol ve timokinon molekdllerinin 254 ve 273 nm’de molar soniim katsayilari

belirlenmistir. Katsayilar ¢izelge 4.2.1.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.2.1.1. Karvakrol, timol ve timokinon molekillerinin 254 ve 273 nm’de molar
sOniim katsayilari

€ 254 nm € 273nm

(L mol™em™) (L mol*em™)
Karvakrol 781 2233
Timol 621 2031
Timokinon 20266 6953
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273 nm dalgaboyunda timokinonun molar soniim katsayisinin karvakrol ve timolden 3
kattan daha yiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle karvakrol ve timolin Fenton
reaaksiyonu sonucu spektrumlarinda gézlenen absorbans artis1 oksidasyon Urlin olarak
olusan timokinondan kaynaklandigi goriilmistiir. HPLC ile yapilan ¢alismalar sonucu
karvakrol ve timoliin oksidasyon firiinlerinden birinin timokinon oldugu tespit

edilmistir.

4.2.2. Karvakrol, timol ve timokinonun hidroksil radikalini stpirme etkisinin

HPLC ile incelenmesi

Karvakrol c¢ozeltisinin Fenton reaksiyonu oncesi ve 10 dk sonrast HPLC ile
kromatografik analizi yapilmistir. Fenton reaksiyonu sonrasi karvakrol miktarinda
azalma gozlenmistir. Yan iriin olarak timokinon olustugu belirlenmistir. Elde edilen

kromatogramlar Sekil 4.2.2.1.’de gorilmektedir.
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Sekil 4.2.2.1. (a) 400 uM karvakrol ¢ozeltisinin kromatogrami
(b) 400 uM karvakrol ¢ozeltisinin Fenton reaksiyonu sonrasi kromatogrami

O H
OH ¢, CHg
CH,4 Fe*", H,0, CHg
—_—
HaC HsC
O
Karvakrol Timokinon

Sekil 4.2.2.2. Karvakrolden timokinon olusum reaksiyonu
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Timol ¢o6zeltisinin Fenton reaksiyonu dncesi ve 10 dk sonras1t HPLC ile kromatografik
analizi yapilmistir. Fenton reaksiyonu sonrasi timol miktarinda azalma gdzlenmistir.
Yan iiriin olarak timokinon olustugu belirlenmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil

4.2.2.3.”de gorilmektedir.

140 - % Timol Timol
20 -
120 - 2 15 |
100 | & 10 1
5 4
. 254 nm
2: 80 0 AL |
£ 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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273 nm l (a)
0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zaman (dk)
120 1 55 - Timol
20 | Timol
100 +
) 15 1 T k
80 - Elo i IMOoKINnon
5 4
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< 60 0 —
1S 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zaman (dk)
40
20 ~
273 nm L(b)
0 T T T T T T T -~ T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Sekil 4.2.2.3. (a) 400 uM timol ¢ozeltisinin kromatogrami
(b) 400 uM timol ¢6zeltisinin Fenton reaksiyonu sonrasi kromatogrami
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H,C

Sekil 4.2.2.4. Timolden timokinon olusum reaksiyonu

OH

Timol

Fe?*  H,0,
_—

H,C

O CH,
CHj
(@)
Timokinon

Timokinon ¢o6zeltisinin Fenton reaksiyonu oncesi ve 10 dk sonrast HPLC ile

kromatografik analizi yapilmistir. Fenton reaksiyonu sonrasi timokinon miktarinda

azalma gozlenmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.2.2.5.”de gorilmektedir.

90 +
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mAuU
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70
60
50
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mAuU

8 10
Zaman (dk)

Timokinon
~ _JL @
12 14 16 18
Timokinon

\A J\
8 10
Zaman (dk)

_JL ®

12 14 16 18

Sekil 4.2.2.5. (a) 40 uM timokinon ¢6zeltisinin kromatogrami
(b) 40 uM timokinon ¢ozeltisinin Fenton reaksiyonu sonrasi kromatogrami
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Q CH OH  ch, 9 cH, O cH,
HO
CH
3 Fe* H,0, CHs CHg CHs

(6] OH O (6]

Timokinon Timohidrokinon Benzokinonlar

Sekil 4.2.2.6. Timokinondan timohidrokinon ve benzokinonlarin olusumu

4.2.3. Karvakrol, timol ve timokinonun hidroksil radikalini siipiirme Kinetigi

Karvakrol ~ve timol ¢ozeltilerinin  Fenton reaksiyonu sonrasi  zamanla
konsantrasyonlarindaki azalma ve olusan timokinon miktarlar1 Sekil 4.2.3.1. ve Sekil
4.2.3.2.°de verilmistir. 400 uM karvakrol 15 dakika sonunda 356 uM’a inmistir ve 6,5
uM timokinon olusmustur. 400 uM timol 15 dakika sonunda 341 uM’a inmistir ve 10

UM timokinon olugmustur.

400 - 30
=¢— Karvakrol
== Timokinon | o5
380 A
2 202
= 360 - =
S —— = S
X [
© - 15 g
E o
S 340 | E
- 10
320 f'...._ﬁ’_.‘ — =" — ;
300 . . . : 0
0 3 6 9 12 15

Zaman (dk)

Sekil 4.2.3.1. 400 pM karvakroliin Fenton reaksiyonu sonrast HPLC ile takibi
(karvakrol = 400 uM, H,0, = 200 pM, Fe?* = 100 pM)
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Sekil 4.2.3.2. 400 uM timoliin Fenton reaksiyonu sonrast HPLC ile takibi
(timol = 400 pM, H,0, = 200 pM, Fe** = 100 uM)

Timokinon ¢ozeltisinin Fenton reaksiyonu sonrasi zamanla konsantrasyonundaki
azalma miktar1 Sekil 4.2.3.3.’de verilmistir. 40 pM timokinon 15 dakika sonunda 22

uM’a inmistir.

40

==¢="Timokinon
35 -

30 -

20 -

Timokinon (uM)
4

10 -

Zaman (dk)

Sekil 4.2.3.3. 40 uM timokinonun Fenton reaksiyonu sonrast HPLC ile takibi
(timokinon = 40 uM, H,0, = 20 uM, Fe** = 10 pM)
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Antioksidanlar tarafindan HOe radikalinin siipiiriilmesi ile oksidasyon drinleri
olusumaktadir. Fenton reaksiyonu sonucu olusan HO- radikali fenolik bilesikler (ArOH)
ile iki farkli mekanizmayla reaksiyona girmektedir. (i) fenolik bilesikten hidrojen atomu
cikarilmasi ve (i1) antioksidandan (ArOH) veya antioksidan olusan fenoksit anyonundan
(ArO") HOe- radikaline elektron transferi. Fenton reaksiyonu ile hizli bir sekilde
meydana gelen HO- radikali ortamdaki fenolik bilesikler tarafindan da hizli bir sekilde
stparaldr.
Fe*" + H,0,—> Fe®" + HO« + OH’

ArOH + HO® —— ArOe + HOH
ArQe + HOe — Oksidasyon urlnleri
Elde edilen HPLC verilerinden karvakrol, timol ve timokinona ait ikinci dereceden hiz

denklemleri tiiretilmistir. Reaksiyon hiz sabitlerini belirlemek i¢in 1/[ArOH] degerine

karsilik zaman grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.2.3.4., Sekil 4.2.3.5., Sekil 4.2.3.6.).

— =kt+ ——
[ArOH]t [AFOH]O
3,0E+03 - y = 1,36x + 2553,10
R2=0,8286
2,8E+03 -
¢
5 * :
€ 2,6E+03 -
=
'f L 2
Q
< 2,4E+03 -
S
2,2E+03 -
2,0E+03 ' ' I I I
: - 60 90 120 150
Zaman (s)

Sekil 4.2.3.4. Karvakroliin oksidasyonun ikinci derece kinetik grafigi
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Sekil 4.2.3.5. Timoliin oksidasyonun ikinci derece kinetik grafigi

4,0E+04 -
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Sekil 4.2.3.6. Timokinonun oksidasyonun ikinci derece kinetik grafigi
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Karvakrol, timol ve timokinon icin ¢izilen ikinci derece kinetik grafiklerinden
yararlanarak her bir fenolik maddenin oksidasyonu i¢in hiz sabiti ve yarilanma siiresi
belirlenmistir (Cizelge 4.2.3.1.). Hiz sabitleri k=kggzienen/[ArOH]o formiiliinden

hesaplanmustir.

Cizelge 4.2.3.1. Karvakrol, timol ve timokinona ait hiz sabiti ve yarilanma siireleri

k tie

(Lmol™s™) (s)
Karvakrol 3,40.10° 1838
Timol 5,52.10° 1132
Timokinon 9,22.10° 678

En yiiksek hiz sabiti timokinon i¢in belirlenmistir. Karvakrol, timol ve timokinon
arasindan Fenton reaksiyonu ile olusturulan *OH radikalini siipiirme hizi1 en yiiksek olan
molekiil timokinondur. Daha sonra sirasiyla timol ve karvakrol gelmektedir. 400 pM
karvakrol, timol ve timokinon ¢ozeltilerinin ABTS yontemiyle antioksidan kapasiteleri
sirastyla 0,22, 0,28, 0,30 mg troloks/mL olarak bulunmustur. *OH radikalini stptrme
hiz1 en az olan karvakroliin antiokisidan kapasite degeri de en az bulunmustur. *OH
radikalini siiplirme hizi en fazla olan timokinonun antiokisidan kapasite degeri de en

fazla bulunmustur.

4.3. DNA Oksidatif Baz Hasar Uriinlerinin GC-MS/MS ile Analizi icin Metot

Gelistirilmesi

4.3.1. DNA oksidatif baz hasar Urunlerinin analizi icin GC-MS/MS c¢alisma

kosullarinin belirlenmesi

Analiz edilecek her bir DNA oksidatif baz hasar trlini %1 TMCS iceren BSTFA ile
tirevlendirildikten sonra GC-MS/MS enjeksiyonu yapilmistir. Her bir madde igin
alikonma zamani, birinci iyonlagma sonucu taranacak kitleler, ikinci iyonlagsma igin
gerekli enerji (collision enerji) ve ikinci iyonlagsma sonrasi taranacak kiitleler
belirlenmistir. Elde edilen veriler cizelge 4.3.1.1. de verilmistir. 18 farklt DNA oksidatif
baz hasar drinunun tayini igin gerekli parametreler belirlenerek GC-MS/MS analiz

programi olusturulmustur.
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Cizelge 4.3.1.1. DNA oksidatif baz hasar drtinlerinin GC-MS/MS verileri

Alikonma Kiitle spektrumu degerleri
Molekil zamani / / Enerji
O
CHj3
HN 271,1 113,0 18
/)\ 41 2711 2551 10
0] N
H
5,6-dihidrotimin (5,6DHT)
O
HN 257,1 2411 10
/)\ 4,81 257,1 99,1 16
0 N
H
5,6-dihidrourasil (5,6DHU)
H
O~ N OH
\( cH 331,1 73,1 20
N 2 4,94 331,1 172,2 10
H o)
5-hidroksi-5-metil-hidantoin (5SH5MH)
I
HN/w/OH 1891 1472 8
N 517 202,1 75,1 12
7
O H
5-hidroksi hidantoin (5HH)
O
CHO
HN | 269,0 73,1 18
5,95
Oéj\ N 269,0 143,1 10
H
5-formilurasil (5FU)
HO
\N
| 329,1 241,1 10
HO A 6.22 329,1 157,1 24
N OH ' '

5-hidroksiurasil (5HU)
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Cizelge 4.3.1.1.(devam) DNA oksidatif baz hasar rtinlerinin GC-MS/MS verileri

Alikonma Kiitle spektrumu degerleri
Molekil zamani m/z m/z Enerji
(dk) ' 2 (V)
0O
HN | OH 343,1 147,1 20
7,33
O)\N 358,2 357,2 10
H
5-hidoksimetil urasil (SHMU)
@]
O\ N/H
/g 3311 73,1 18
7,39
0 I}I o 331,1 172,2 10
H
Alloksan (AlXx)
NH,
OH
=
j‘\ | 3282 240,2 10
~ 7,57
o N 343,2 342,3 10
H
5-hidroksisitozin (5HC)
NH,
ON 240 158,1 14
J [ 285 240,1 10
NN
H,N N
4,6-diamino-5-nitropirimidin (4,6 D5NP)
0
HO NH 620 259,1 116,1 8
' 259,1 101,1 12
HO N 0O
H
Timin glikol (TG)
OH NH,
XN 357,2 356,3 8
| IS 8,34 3572 2542 8
N O

H
5-hidroksi metilsitozin (5SHMC)
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Cizelge 4.3.1.1.(devam) DNA oksidatif baz hasar trtnlerinin GC-MS/MS verileri

Kiitle spektrumu degerleri

.. Alikkonma
Molekul Enerji
zamani (dk
dk)  m/z; m/z, V)
H,N 9
NH—LL
N | H 076 280,1 73,1 22
k\ 280,1 264,2 10
N NH,

4,6-diamino-5-(formilamino)pirimidin (FapyAde)

NH,
N

N7 X N\ on 367,2 352,3 10

t/ : 11,29 3522 26472 1
N
N H

8-hidroksiadenin (8HA)

NH,
NZ N 352,13 264,2 17
| \>-H 12,47
N 352,19 130,1 26
HO N N
H
2-hidroksiadenin (2HA)
O
NH O
HN | \/ 457,2 4423 10
N ~NH 12,70 4572 3683 12
H,N N 2
2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin
(FapyGua)
NH,

H

4402 42472 10
HN SN 13,50

Y =0 ' 4552 4402 10

ZN

O~ 'N N

2,8-dihidroksi adenin (28DHA)
0

N
HN
e T
H,N N H : :

8-hidroksi-2-deoksiguanin (8HG)
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4.3.2. DNA oksidatif baz hasar uUruUnlerinin turevlendirilmesinin kemometrik

optimizasyonu

DNA baz hasar iirlinlerinin tiirevlendirilerek analizi icin literatiirde farkl tiirevlendirme
protokolleri bulunmaktadir. 18 farkli hasar iirliniiniin ayn1 anda analizi i¢in ortak bir
tirevlendirme prosediiriiniin kullanilmas1 gerekmektedir. Bu nedenle, DNA oksidatif
baz iiriinlerininin analizini en 1iy1 sekilde yapabilmek i¢in tiirevlendirme kosullari
kemometrik olarak optimize edilmistir. Bunun igin 5 seviyeli 3 prametreli, 18 deneyden
olusan ¢ok yanitli merkezi kompozit dizayn tasarlanmistir. Tiirevlendirme islemine,
tlrevlendirme siresi, tiirevlendirme sicakligi ve tiirevlendrici/cozelti oranimin etkisi
incelenmistir. Incelenen parametreler ile bu parametreler igin segilen kodlanmis ve

gercek degerler cizelge 4.3.2.1.”de gdsterilmistir.

Cizelge 4.3.2.1. Merkezi kompozit dizaynda kullanilan kodlanmis ve ger¢ek degerler

Kodlanmis Turevlendirme Turevlendirme Turevlendirici/cozelti
deger suresi (dk) sicakhg (°C) oram (h/h)
-1,732 14,4 68 0,362

-1 40 90 0,667
0 75 120 1,083
1 110 150 1,500
1,732 135,6 172 1,805

Olusturulan 18 deneylik dizayna uygun olarak yapilan deneyler sonucu segilen her biri
1,0 mg/L derisimde 6 farkli DNA oksidatif baz hasar (rlini i¢in pik alanlart alinmistir.
Ucli pirin (5,6-dihidrotimin, 5-formilurasil, 5-hidroksimetilurasil), tct pirimidin (4,6-
dimino-5-nitropirimidin,  4,6-diamino-5-formilamidopirimidin,  8-hidroksiguanin)
yapisindaki baz hasar iiriinleri segilerek ¢ok yanith merkezi kompozit dizayna uygun
olarak islemler gergeklestirilmistir. Olusturulan deneysel dizayn cizelge 4.3.2.2.°de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.3.2.2. DNA oksidatif hasar Grtnlerinin tirevlendirilmesinin optimizasyonu
icin merkezi kompozit dizayn tablosu

Parametreler
Deney Kodlanmis degerler Gergek degerler
No X1 Xy X3 _.TUr_ev. T[]rvev.0 Turev./¢oz.
stresi (dk) sicakhigi ("C) orani (h/h)
1 -1 -1 -1 40 90 0,667
2 1 -1 -1 110 90 0,667
3 -1 1 -1 40 150 0,667
4 1 1 -1 110 150 0,667
5 -1 -1 1 40 90 1,500
6 1 -1 1 110 90 1,500
7 -1 1 1 40 150 1,500
8 1 1 1 110 150 1,500
9 -1,732 0 0 14,4 120 1,083
10 1,732 0 0 135,6 120 1,083
11 0 -1,732 0 75 68 1,083
12 0 1,732 0 75 172 1,083
13 0 0 -1,732 75 120 0,362
14 0 0 1,732 75 120 1,805
15 0 0 0 75 120 1,083
16 0 0 0 75 120 1,083
17 0 0 0 75 120 1,083
18 0 0 0 75 120 1,083

Cizelge 4.3.2.2.°deki deneysel dizayn tablosu kullanilarak yapilan tiirevlendirmeler
sonucu alinan pik alanlart kullanilarak Design Expert 7.1.4. programi ile model

denkleminin olusturulmasinda kullanilacak b katsayilar1 hesaplanmistir.

Her bir DNA oksidatif baz hasar Grininl icin modelin uygunlugunu ve hangi
parametrelerin  6nemli oldugunu belirlemek amaciyla varyans analizi (ANOVA)

yapilmistir. ANOVA sonuclarma gore, p degeri 0,05’den kiiclik olan parametreler
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onemli, biiylik olan parametreler dnemsiz kabul edilmistir. Buna gére olusturulan yeni

model denklemleri ¢izelge 4.3.2.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3.2.3. Onemli parametrelere gére olusturulan model denklemleri

DNA oksidatif

. .. .. Model denklemi
baz hasar Urinu

y=1,432.10" — 1,223.10° x; — 3,909.10° x, + 8,535.10° x5 — 1,634.10° X1 X,

5,6DHT —1,906.10° x,% — 1,074.10° x4°
SEU y =2,766.10" — 1,097.10° x; — 1,993.10° x, + 4,765.10° x5 — 1,545.10° X1 X,

- 1,660.10° x3°

y=6,078.10" + 1,761.10° x; + 1,957.10° x, + 3,155.10° x5 + 1,544.10° X,X5

S5HMU 5 2 6. 2

—7,185.10° x,% — 2,648.10° X,
46D5NP y=2,821.10" + 1,005.10° x; + 1,279.10° x, + 2,612.10° x5 — 1,127.10° x5°
FapyAde y =1,034.10° - 3,681.10° x, + 7,886.10° x5 — 4,071.10° x,° — 4,914.10° x5°
8HG y =2,093.10° + 7,573.10* x; + 1,771.10° x, + 3,614.10° x5 — 2,297.10° x5°

X1—X2 (tlrevlendirme siresi—sicaklik), X;—X3 (tUrevlendirme siresi-tlrevilendirici/¢ozicl
orani), X; — X3 (sicaklik—tiirevlendirici/¢oziicli orani) parametreleri arasinda {i¢ boyutlu
yanit ylzey grafikleri cizilerek incelenen parametrelerin pik alani iizerine etkileri Sekil
4.3.2.1.,4.3.2.2. ve 4.3.2.3.de gosterilmistir.
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Sekil 4.3.2.1. Tiirevlendirme siiresi ile sicaklik ve karsilikli etkilesimlerinin pik alani
Uzerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi

Grafige gore pik alani, tiirevlendirme siiresi azaldikga ve sicaklik en diisiik ve en ylksek

degerlere kaydikca azalmaktadir.
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Sekil 4.3.2.2. Tiirevlendirme siiresi ile tiirevlendirici/¢cozelti oran1 ve karsilikli
etkilesimlerinin pik alan1 lizerine etkisini gosteren yanit ylizey grafigi

Grafige gore, tiirevlendirici/¢oziicli oraninin orta degerleri ile tiirevlendirme siiresinin

orta degerlerinde pik alan1 en yliksek degerlere ulagsmaktadir.
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Sekil 4.3.2.3. Sicaklik ile tlirevlendirici/¢ozelti oran1 ve karsilikli etkilesimlerinin pik
alani1 {izerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi

Grafige gore sicaklik 120 °C civarindayken, tirevlendirici/cozelti oran1 en diisiik ve en

yiiksek degerlere yaklastikca pik alan1 azalmaktadir.

Olusturulan model denklemlerine gére Design Expert 7.1.4. programi kullanilarak her

bir parametre i¢in optimum deger belirlenmistir. Belirlenen optimum degerler ¢izelge
4.3.2.4.”de gorilmektedir.
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Cizelge 4.3.2.4. DNA oksidatif baz hasar driinlerinin tirevlendirilmesi icin optimum
degerler

Turevlendirme Turevlendirme  Turevlendirici/gozelti
stiresi (dk) sicakhigi (°C) oram (h/h)

Optimum deger 40 120 1,4

DNA oksidatif baz hasar fiiriinlerinin tiirevlendirilmesi icin literatiirde kullanilan
degerler, 30 dk tiirevlendirme siiresi, 120 °C tiirevlendirme sicakhigni ve 1,0
tirevlendirici/¢cozelti oranidir (Reddy ve ark. 2004). 1,0 mg/L dersimdeki 11 tane DNA
oksidatif baz hasar Grunu icin literatiirde belirtilen kosullarda hazirlanan numune ile
belirlenen optimum kosullarda hazirlanan numuden elde edilen pik alanlar
karsilagtirtlmistir. Her bir DNA oksidatif baz hasar trunt icin pik alanindaki degisim
Cizelge 4.3.2.5.”de verilmistir.

Cizelge 4.3.2.5. DNA oksidatif baz hasar urtinleri i¢in pik alanindaki degisim

DNA oksidatif Pik alam
baz hasar Grunu % degisim
S56DHT 24,3
56DHU 22,9
SH5MH 16,9
SHH 9,9
SFU 29,5
SHMU 21,0
Alx -12,6
46D5NP 20,2
FapyAde 17,3
2HA 76,4
8HG 30,1
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4.3.3. DNA oksidatif baz hasar trunleri icin validasyon parametreleri

DNA oksidatif baz hasar driinlerinin GC-MS/MS ile analizi igin gelistirilen metodun
validasyon parameteleri belirlenmistir. Her bir hasar iirlinii i¢in kalibrasyon grafigi
denklemi regresyon katsayist ve kalibrasyon grafiginin ¢izildigi dogrusal aralik Cizelge

4.3.3.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.3.3.1. DNA oksidatif baz hasar iiriinleri i¢in kalibrasyon grafigi denklemleri

ve calisilan dogrusal aralik degerleri

Regresyon  Dogrusal

Molekul Kalibrasyon denklemi katsayis1 arahk

(R%) (Hg/L)
56DHT y = 16646x + 18767 0,9999 0,25-200
56DHU y =29866x + 26116 0,9999 0,25-200
SH5MH y = 139484x + 40828 0,9995 0,25-200
SHH y =332926x + 456151 0,9999 0,10-200
SFU y = 37526x + 182000 0,9985 0,50-200
5HU y = 180247x — 71952 0,9983 0,25-200
5HMU y = 35141x + 5368 0,9997 0,05-200
Alx y = 403716x — 448535 0,9985 0,10-200
SHC y = 234156x - 344006 0,9969 0,10-200
46D5NP y = 25379x - 19999 0,9978 0,50-200
TG y = 650289x + 807385 0,9966 0,10-200
S5HMC y = 12495x — 2449 0,9991 0,10-200
FapyAde y =123507x + 139198 0,9998 0,10-200
8HA y =204511x + 825496 0,9918 0,10-200
2HA y = 8172x + 55630 0,9104 0,25-200
FapyGua y =99348x - 214935 0,9962 0,25-200
28DHA y = 63055x — 139448 0,9976 0,50-400
8HG y = 82775x + 2508 0,9874 0,10-25
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Kalibrasyon grafikleri olusturulurken yapilan analizlerden 18 adet DNA baz hasar

uruntnd 10 pg/L konsantrasyonda iceren
Sekil 4.3.3.1.”de gorilmektedir.

56DHT
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Sekil 4.3.3.1. 10 pg/L konsantrasyondaki 18 adet DNA baz hasar iiriinii
GC-MS/MS kromatogrami

standardinin

DNA oksidatif baz hasar Grlnlerinin her biri icin tespit limiti (LOD), tayin limiti

(LOQ), giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degerleri Cizelge 4.3.3.2.”de verilmistir.

LOD ve LOQ degerleri her bir baz hasar trlint i¢in kalibrasyon grafigindeki en diisiik

noktada tekrarlanan 6l¢iimlerin standart sapmalarinin hesaplanmast ile belirlenmistir.



Cizelge 4.3.3.2. DNA oksidatif baz hasar trunleri icin tespit limiti (LOD), tayin limiti
(LOQ) ve tekrarlanabilirlik degerleri

Analiz  Tekrarlanabilirlik (%BSS)

LoD Lo edi.l_er] en . _
Molekdl o) (ng/E) rﬁl;%%::: Gunic®  Giinler arast ez
miktari
(fmol)
56DHT 76 254 0,78 0,30 6,93 105
56DHU 69 232 0,88 1,17 5,66 105
SH5MH 37 125 0,77 0,38 8,39 109
SHH 28 93 0,34 1,57 3,20 108
S5FU 145 485 1,43 0,53 10,07 77
SHU 17 58 0,78 4,83 11,48 103
SHMU 8 26 0,14 5,92 7,49 118
Alx 11 35 0,28 2,63 11,84 98
5HC 25 83 0,31 1,31 8,07 106
46D5NP 89 297 1,29 1,30 4,40 104
TG 16 52 0,25 1,83 9,54 113
S5HMC 24 80 0,28 1,22 7,76 118
FapyAde 31 102 0,26 1,28 571 103
8HA 28 92 0,26 5,68 8,26 103
2HA 76 253 0,66 571 11,61 129
FapyGua 26 86 0,59 2,40 8,69 118
28DHA 142 472 1,20 4,06 6,10 83
8HG 30 99 0,24 3,37 7,27 82

% Kalibrasyon grafiginin en diisiikk konsatrasyon noktasi i¢in GC-MS/MS’e enjekte
edilen maddenin mol sayisidir.

® 10 png/L konsatrasyondaki ¢ozeltinin ayni giin yapilan 3 Olglim degerinin bagil
standart sapmasidir (N=3).

°: 10 ng/L konsatrasyondaki ¢dzeltinin her giin yapilan 3 &lgiimiin (n=3) 3 giin tekrar
edilmesiyle elde edilen degerlerin bagil standart sapmasidir (N=9).
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DNA oksidatif baz hasar friinleri yapilan metot gelistirme sayesinde ¢ok diisiik
miktarlarda tayin edilebilmistir. En disiik tayin limitine 30 ng/L ile 5-hidroksimetil
urasil molekiilii i¢in inilebilmistir. En yiiksek tayin limiti de 480 ng/L ile 5-formilurasile
aittir. Literatlirdeki calismalarda tayin edilen en kiicik miktar enjeksiyon yapilan
hacmin igerdigi mol sayisi ile verilmektedir. Jaruga ve ark.’nin (2008) yaptigi ¢alismada
4,6-diamino-5-formilamidopirimidin (FapyAde) ve fapyguanin (FapyGua) icin tayin
edilen en kiigiik madde miktar1 ~1 fmol olarak vermistir. Yaptigimiz ¢alismada ayni
molekdller i¢gin tayin edilen en kii¢iik madde miktar1 sirasiyla 0,26 ve 0,59 fmol olarak

bulunmustur.

4.4. Buzag Timus DNA’s1 ile Yapilan Calismalar

Buzag: timiis DNA ile yapilan ¢aligmalarda higbir islem yapilmamis DNA’nin igerdigi
oksidatif baz hasar iiriinleri analiz edilmistir. Ayrica, bu DNA’y1 igeren ¢ozeltiye iki
farkl1 konsantrasyonda karvakrol, timol ve timokinon eklendikten sonra yapilan
analizler sonucunda bu antioksidanlarin DNA’daki hasar1 arttirmadigi belirlenmistir. Bu
veriler Cizelge 4.4.1.”de gorulmektedir. DNA (zerine antioksidan eklenmesi baz hasar

tiriinlerinin miktarlarinda 6nemli degisikliklere yol agmamustir.
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Cizelge 4.4.1. 100 pg buzag timiis DNA’sindaki ve iizerine antioksidan madde
eklendigindeki DNA oksidatif baz hasar iiriinleri (ng/mg DNA)

Kontrol 400 uM K [400 uM T |400pM Tq| 40pM K | 40uM T |40 uM Tq
56DHT <LOD 0,23+0,07| 0,65+0,21 0,32+0,01 <LOD 0,18+0,07] 0,35%0,02
56DHU <LOD 0,47+0,14 0,83+0,19 0,84+0,16 1,18+0,19 0,61+0,13 0,68+0,13
5H5MH 1,51+0,01] 3,59+0,04 5,18+0,03 2,80+0,04/ 1,48+0,11 18,85+1,31] 5,62+0,07
5HH 8,27+0,34] 8,14+0,06/ 8,13+0,23 5,80+0,13 6,68+0,13 16,01+0,41] 8,07+0,10
5FU 4,62+0,32| 21,42+1,66| 15,14+1,61) 24,91+2,72| 25,17+2,27| 3,21+0,18 12,76+1,20
5HU 0,19+0,08 4,86+0,34 2,73+0,28 0,81+0,14 0,76+0,16( 2,48+0,04 0,45+0,06
5SHMU 0,49+0,03 4,67+0,89 6,63+0,72 2,87+0,11 3,86+0,31 5,28+0,41] 3,16+0,36
AlX 0,31+0,07, 0,29+0,01 0,60+0,05 0,22+0,02] 0,30+0,01 1,19+0,04 0,42+0,01
5HC 1,84+0,19 2,36+0,37| 6,52+0,27| 2,10+0,16( 4,09+0,39 3,03+0,14| 4,92+0,15
46D5NP | 18,81+2,91) 0,62+,0,02 1,28+0,14 0,99+0,14] 1,09+0,11 0,22+0,02 1,77+0,02
TG 0,17+0,020 0,39+0,01 0,42+0,02 0,360,013 0,12+0,01 0,93+0,10 0,42+ 0,01
SHMC 3,17+£0,16 1,16+0,08 4,62+0,27| 1,84+0,07| 4,89+0,17| 2,14+0,06 3,03+0,04
FapyAde | 2,25+0,22 2,09+0,44 2,40+0,18 0,66+0,07] 1,76+0,17) <LOD 0,46+0,14
SBHA 1,95+0,37 1,85+0,41] 5,52+0,89 1,92+0,32 3,05+0,35 0,08+0,01 1,07+0,12
2HA 7,05+0,33 2,56+0,55 6,36+0,86 5,44+0,27| 6,04+0,22] 1,20+0,02 2,05+0,08
FapyGua | 0,16+0,03 <LOD 0,14+0,03 0,11+0,02] 0,08+0,01 <LOD 0,48+0,02
28DHA 0,35+0,05 0,60+0,02 0,88+0,07, 1,61+0,04f 1,13+0,03 0,46+0,01] 0,50+0,02
8HG 21,66+2,17| 14,38+0,95 21,36+2,01) 14,28+1,21 22,12+1,10| 15,02+1,37 21,20+1,05
TOPLAM| 72,80+3,71] 69,68+2,32 89,39+3,02 67,88+3,03| 83,80+2,64 70,89+2,01] 71,41+1,67

<LOD: tespit limitinin altinda

Buzagi timiis DNA’sina H,0, ve Fe?* eklenerek Fenton reaksiyonu olusturulmus ve

DNA oksidatif baz hasar

urunlerinin  arttig:

gorilmiistir.

Fenton

reaksiyonu

olusturulmamig kontrol DNA numunesinde taranan 18 DNA baz hasar urinunden 16

tanesi tespit edilmistir. Fenton reaksiyonu sonrasi taranan tiim DNA baz hasar Grinleri

tespit edilmistir. Her bir hasar iirliniin miktarinda artis olmustur ve hasar iiriinlerinin

toplami1 72,80 ng/mg DNA’dan 1952,42 ng/mg DNA’ya ¢ikmistir. Karvakrol, timol ve
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timokinon varliginda Fenton reaksiyonu gerceklestirildiginde DNA oksidatif baz hasar

tiriinlerinin ¢ok daha az miktarlarda olustugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4.2.).

Cizelge 4.4.2. 100 ng buzagi timiis DNA’sinda Fenton reaksiyonu ortaminda ve
antioksidan madde igeren ortamda olusan DNA okidatif baz hasar iirtinleri (hg/mg

DNA)

Antioks. | Kontrol [400 uM K | 400 uM T |400 uM Tq| 40 uM K | 40 uM T | 40 pM Tq
H,0, 200uM | 200pM | 200pM | 200 M | 200 M | 200 pM | 200 uM
Fe** 100pM | 100pM | 100puM | 100pM | 100 pM | 100 uM | 100 pM
S6DHT 2,05+0,34| 2,35+0,37| 1,89+0,20] 2,55+0,38| 1,57+0,42| 1,34+0,06| 0,93+0,04
56DHU 8,569+0,82| 9,04+0,25 1,73+0,01) 4,76+0,76| 2,85+0,48| 2,83+0,27| 2,78+0,30
SH5MH  |546,64+35,92| 83,54+1,31| 40,09+1,24| 58,16+1,24| 56,13+4,05| 58,25+1,02| 57,44+0,86
SHH 140,01+4,14| 31,21+0,19| 18,65+0,80( 14,52+0,18| 19,66+0,17| 20,33+1,06| 23,07+1,16
5FU 38,28+3,07| 30,37+3,89| 36,56+1,79| 24,65+1,21| 26,20+1,18| 34,56+2,93| 41,77+1,53
5HU 521,81451,06| 13,71+0,32| 11,72+1,85 6,03+0,37| 5,85+0,24| 7,58+0,61| 13,22+1,11
SHMU 187,47+6,26| 43,07+0,56| 27,64+0,38| 15,22+0,26| 43,79+3,28| 47,47+1,73| 38,49+1,55
Alx 17,93+1,14| 3,84+0,03| 1,61+0,11| 0,94+0,06| 2,71+0,18 3,55+0,11] 2,02+0,13
5HC 18,13+0,20| 8,71+0,15| 6,15+0,14| 6,90+0,10| 5,75+0,35 7,00+0,30| 8,39+0,18
46D5NP 1,16+0,23| 0,43+0,04| 0,43+0,06] 0,26+0,03| 0,47+0,02| 0,64+0,04| 0,50+0,01
TG 45,27+3,13| 8,49+0,14| 5,37+0,20, 4,24+0,18| 7,51+0,10| 7,76+0,09| 10,31+0,14
5HMC 21,38+0,62| 12,68+0,52| 5,16+0,20| 3,36+0,18 7,58+0,10, 8,65+0,59| 8,53+0,76
FapyAde | 1,70+0,16| 2,03+0,21| 1,81+0,14| 0,11+0,02| 1,20+0,16| 1,78+0,28| 1,50+0,14
8HA 126,92+9,34| 44,29+1,31| 25,86+0,17| 22,87+2,35| 31,53+1,43| 36,23+1,24( 41,38+1,41
2HA 171,93+11,52| 90,81+7,84| 69,08+5,71| 61,11+5,10| 69,29+4,82| 71,37+5,41| 77,94+2,77
FapyGua | 3,37+0,05 0,11+0,01f <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
28DHA 2,57+0,08| 1,32+0,13| 1,15+0,10[ 0,55+0,04| 0,91+0,05| 1,45+0,14| 1,85+0,11
8HG 97,21+9,18| 42,34+2,37| 71,82+5,86| 35,46+2,93| 68,35+4,55| 62,90+6,27| 77,58+5,40
TOPLAM (1952,42+65,42|428,34+9,31|326,72+8,72|261,69+6,65(351,35+8,67|373,69+9,21|407,70+6,90

<LOD: tespit limitinin altinda
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Antioksidanlarin hasar olusumunu engellemesi incelenirken, tayini yapilan 18 adet
DNA oksidatif baz hasar iirlinli de numunelerde goézlenmistir. Sadece FapyGua
molekili  Fenton reaksiyonu ve 400 pM karvakrol iceren ortamdaki Fenton
reaksiyonunda gozlenmis, diger numelerde gozlenmemistir. Antioksidan iceren ortamda
Fenton reaksiyonu gerceklestirildiginde DNA baz hasart olusumunda 6nemli azalma
olmustur. DNA bazlarin1 okdidatif hasara karst en iyi 400 uM timokinonun korudugu

belirlenmistir.

4.5. Malign (A549) ve Saghkh (BEAS-2B) Akciger Hiicresi ile Yapilan Calismalar
4.5.1. Hiicre kiiltiirii ortaminda toksik H,O, dozunun belirlenmesi

Hiicre DNA’sinda oksidatif hasar olusturmak amaciyla hiicre kiiltiirii ortamina
eklenecek H;0O, miktarin1 tespit etmek i¢in hiicre kiiltiiri ortamima farkli
konsantrasyonlarda H,O, eklendikten sonra hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlenmistir.

0,1-50 UM konsatrasyon araliginda elde edilen veriler Sekil 4.5.1.1.”de gorilmektedir.

100 -

i,

01 019 039 078 156 312 6,25 125
HM H,0,

N (o] [ee)
o o o
1 1 1

% Canhhk

N
o
I

Sekil 4.5.1.1. Farkli H,O;, konsantrasyonlarinda A549 hiicrelerinin canlilik oranlari

Yapilan ¢alisma sonucunda 20 pM H,0O, konsantrasyonunun htcrelerin yliksek oranda

canli kaldig1 en yiiksek konsantrasyon oldugu belirlenmistir.
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4.5.2. Hiicre kiiltiirii ortaminda antioksidanlarin toksik dozunun belirlenmesi

Hiicre kiiltiirti ortamina eklenecek antioksidanlarin miktarininin belirlenmesi icin hilicre
kiltlirii ortamina farkli konsantrasyonlarda antioksidan eklendikten sonra hiicrelerin
canlilik oranlar belirlenmistir. Karvakrol, timol, timokinon, kekik yag1 ve kekik suyu
icin 10-80 pM araliginda, kekigin su ve su-metanol ekstrakti igin 5-40 pM
konsantrasyon araliginda ¢alisilmistir. Bitkisel kaynakli numunelerde belirtilen
konsantrasyon numunenin en yiikksek oranda igerdigi antioksidan maddenin
konsantrasyonudur. Kekik suyu dogrudan, kekik yagi ve standart antioksidanlar
dimetilsulfoksit ile ¢ozulerek, ekstraktlar liyofilize edildikten sonra dimelsulfoksit ile
coziilerek kullanilmistir. Karvakrol, timol, timokinon, kekik suyu ve kekik yagi i¢in
elde edilen veriler Sekil 4.5.2.1.”de, kekik su ekstrakti ve su-metanol ekstrakti i¢in elde
edilen veriler Sekil 4.5.2.2.”de gortlmektedir.

100
80
» m Timol
% 60 = Timokinon
S = Karvakrol
X 40 m Kekik Yagi
m Kekik Suyu
20
0
10 20 40 80
Doz (uM)

Sekil 4.5.2.1. Karvakrol, timol, timokinon, kekik yagi ve kekik suyunun farkli
konsantrasyonlarinda A549 hiicrelerinin canlilik oranlar
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Sekil 4.5.2.2. Farkli kekik ekstrakti konsantrasyonlarinda A549 hiicrelerinin canlilik
oranlari

Yapilan denemeler sonucunda her bir antioksidan ig¢in hiicre kiiltiiri ortamina
eklendiginde hiicrelerin canliligina etki etmeyen en yiiksek konsantrasyon

belirlenmistir. Belirlenen konsantrasyonlar Cizelge 4.5.2.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.5.2.1. Hiicre kiiltiirii ortamina eklenecek antioksidanlarin toksik olmayan
konsantrasyonlari

Toksik olmayan

Antioksidan konsantrasyon (UM)
Karvakrol 40
Timol 80
Timokinon 10
Kekik suyu 40
Kekik yagi 40
Su ekstrakti 5
Su-metanol ekstrakti 5
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4.5.3. Hiicre Kkiiltiirii ortaminda oksidan ve antioksidan varhgmmin malign akciger

hiicrelerinde (A549) DNA baz hasar iiriinii miktarina etkisi

Malign akciger hiicresi (A549) kiiltiir ortamina alinip ¢ogalmaya basladiktan kontrol
numunesine herhangi bir sey eklenmeden 72 saat kiiltlire edilmistir. Oksidasyon ig¢in
hiicreler ¢ogalmaya basladiktan 24 saat sonra kiiltlir ortamina 20 uM H,0O, eklenerek
kiiltiir islemine 48 saat daha devam edilmistir. H,O, eklenmemis ortamdaki hiicrelerden
izole edilen DNA’ya goére H,0O, eklendiginde DNA baz hasar firiinlerinde artis
gozlenmistir (Cizelge 4.5.3.1.). Kontrol numunesinde taranan 18 DNA baz hasar
tirtiniinden 10 tanesi tespit edilmis, H,O, igeren ortamdaki hiicrelerin DNA’sinda ise 15
baz hasar triini tespit edilmistir. Ancak H,O, iceren ortamdaki DNA baz hasar
tirtinlerinin miktarindaki artis buzag timiis DNA’sindaki kadar yiliksek olmamistir.
Bunu nedeni eklenen H,07’in hiicre ¢ekirdegine tamamen ulagamamasi, hiicredeki
antioksidan savunma sistemleri ile etkisiz hale getirilmesi ya da olusan DNA hasarinin

hiicredeki tamir mekanizmalar tarafindan onarilmasi olabilir.
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Cizelge 4.5.3.1. A549 hiicre kiiltiirii ortaminda ve 20 uM H,0, eklenen ve eklenmeyen
hiicrelerden elde edilen DNA’daki DNA oksidatif baz hasar rinleri (ng/mg DNA)

Kontrol 20 UM H,0,
56DHT 0,13+0,01 0,59+0,03
56DHU 4,09+0,12 8,52+0,23
5H5MH 1,12+0,03 1,40+0,11
5HH 2,91+0,05 3,38+0,18
5FU <LOD <LOD
5HU 0,24+0,02 0,46+0,02
S5HMU <LOD 0,02+0,00
Alx 0,15+0,02 2,56+0,12
5HC 0,50+0,03 2,93+0,11
46D5NP <LOD 1,46+0,05
TG <LOD <LOD
5HMC <LOD 0,34+0,02
FapyAde 0,51+0,02|  0,60+0,01
8HA <LOD <LOD
2HA <LOD 0,28+0,02
FapyGua 3,20+0,21 3,16+0,20
28DHA <LOD 0,71+0,05
8HG 0,49+0,10 1,86+0,11
TOPLAM 13,34+0,82| 28,29+1,46

<LOD: tespit limitinin altinda

Kontrol ve 20 uM H,0; eklenerek hazirlanan hiicrelerin DNA’sinin GC-MS/MS
analizine ait kromatogramlar sirasiyla Sekil 4.5.3.1. ve 4.5.3.2.’de gortlmektedir.
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Sekil 4.5.3.2. 20 UM H,0; iceren ortamdaki A549 hicrelerinden izole edilen DNA’ya
ait GC-MS/MS kromatogrami

Antioksidanlarin hiicre DNA’sim1 hasara karsi korumasmin belirlenmesi i¢in A549
hiicreleri c¢ogalmaya bagladiktan 24 saat sonra kiiltiir ortamina antioksidanlarin
belirlenen toksik olmayan dozlarindan ve 20 UM H,0O; eklenerek kiiltiir islemine 48
saat daha devam edilmistir. Antioksidan iceren ortamda H,O, eklenerek hasar

olusturulmaya c¢aligildiginda, antioksidan igermeyen ortama gore daha az DNA baz
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hasar drind olustugu gozlenmistir. (Cizelge 4.5.3.2.). Olusan DNA baz hasar

tirtinlerinin toplam miktarina bakildiginda, DNA bazlarmi oksidatif hasara karst en iyi

koruyan standart antioksidan madde timokinon, bitkisel numune ise su-metanol

ekstrakti olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5.3.2. A549 hiicre kiiltiirii ortaminda antioksidan varliginda 20 uM H,0,
eklendikten sonra hiicrelerden elde edilen DNA’daki DNA oksidatif baz hasar Grlnleri
(ng/mg DNA)

Antioks. | A0pM K | 80 uM T |10 uM Tq [Kekik suyu|Kekik yagi| Sueks. [Su-met. eks.
H,0, 20 uM 20 uM 20 uM 20 uM 20 uM 20 uM 20 uM

56DHT 0,36+0,02| 0,36+0,03| <LOD 0,03+0,01| <LOD <LOD <LOD

56DHU 5,20+0,19| 5,95+0,21| 4,34+0,19| 4,67+0,21| 4,57+0,22| 5,99+0,36| 4,24+0,30
5H5MH 1,29+0,12| 1,29+0,14| 1,06+0,09| 0,97+0,02| 0,93+0,03| 1,25+0,09| 1,10+0,09
5HH 2,78+0,09| 1,99+0,10, 1,03+0,08/ 1,59+0,06| 1,99+0,11| 2,84+0,21| 1,67+0,15
5FU <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

5HU 0,42+0,03) <LOD <LOD 0,07+£0,01| <LOD <LOD <LOD

5HMU 0,03+0,01| 0,03+0,01| 0,04+0,01| 0,02+0,01| 0,01+0,00f <LOD 0,03+0,01
Alx 1,80+0,05/ 1,80+0,07| 1,71+0,11| 1,86+0,10{ 1,80+0,09| 1,71+0,11| 1,76+0,12
5HC 0,61+0,05 0,53+0,04| 0,42+0,03| 0,49+0,03| 0,52+0,04| 0,35+0,02| 0,58+0,04
46D5NP 1,15+0,08| 1,07+0,07| 1,07+0,08| 1,07+0,06| 1,30+0,11| 1,07+0,08/ 1,35+0,11
TG <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

5HMC 0,33+£0,04| 0,32+0,02| 0,32+0,01| 0,34+0,03| 0,32+0,02| 0,34+0,04| 0,30+0,06
FapyAde | 0,37£0,02| 0,19+0,01| 0,39+0,03] 0,43+0,03| 0,35+0,03| 0,61+0,05 0,50+0,03
8HA <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

2HA 0,19+0,01| 0,16+0,01| 0,16+0,01| 0,18+0,01| 0,16+0,01| 0,20+0,02| 0,15+0,01
FapyGua | 3,10£0,18 3,05+0,21| 2,96+0,19| 3,12+0,20| 3,12+0,19| 2,96+0,22| 2,96+0,18
28DHA 0,61+0,05 0,51+0,02| 0,58+0,03| 0,61+0,04| 0,53+0,05] 0,42+0,03| 0,40+0,03
8HG 0,99+0,08/ 1,11+0,10f 1,05+0,09| 1,06+0,10, 0,96+0,09| 1,18+0,11| 0,85+0,06
TOPLAM | 19,22+1,12| 18,36+1,26| 15,13+0,98| 16,51+1,05| 16,56+1,02| 18,94+1,62| 15,90+1,10

<LOD: tespit limitinin altinda
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Standart antioksidanlar, bitkisel kaynakli antioksidanlar ve 20 pM H,0O, eklenerek
hazirlanan hiicrelerin DNA’larinin GC-MS/MS analizine ait kromatogramlar sirasiyla

Sekil 4.5.3.3.,4.5.3.4.,45.35.,45.3.6.,4.5.3.7., 45.3.8. ve 4.5.3.9.”da gorulmektedir.
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Sekil 4.5.3.3. 40 uM Kkarvakrol ve 20 uM H,O;, iceren ortamdaki A549 hiicrelerinden
izole edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5.3.4. 80 uM timol ve 20 uM H,0 iceren ortamdaki A549 hiicrelerinden izole
edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami1
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Sekil 4.5.3.5. 10 uM timokinon ve 20 uM H,0, iceren ortamdaki A549 hiicrelerinden
izole edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5.3.6. Kekik suyu ve 20 uM H,O, iceren ortamdaki A549 hiicrelerinden izole
edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5.3.7. Kekik yagi ve 20 uM H,0; iceren ortamdaki A549 hiicrelerinden izole
edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5.3.8.

Kekik su ekstrakti ve 20 pM H, O, iceren ortamdaki A549 hiicrelerinden
izole edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami
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Sekil 4.5.3.9. Kekik su-metanol ekstraktt ve 20 uM H,O, iceren ortamdaki A549
hicrelerinden izole edilen DNA’ya ait GC-MS/MS kromatogrami

4.5.4. Hiicre kiiltiirii ortaminda oksidan ve antioksidan varh@min saghkh akciger

hiicrelerinde (BEAS-2B) DNA baz hasar iiriinii miktarina etkisi

Saglikli akciger hiicresi (BEAS-2B) kiiltiir ortamina alinip c¢ogalmaya basladiktan
kontrol numunesine herhangi bir sey eklenmeden 72 saat kiiltiire edilmistir. Oksidasyon
olusturmak i¢in hiicreler cogalmaya basladiktan 24 saat sonra kiiltiir ortamina 20 uM
H,0, eklenerek Kkiiltiir islemine 48 saat daha devam edilmistir. H,O, eklenmemis
ortamdaki hucrelerden izole edilen DNA’ya gore H,O, eklendiginde DNA baz hasar
urtinlerinde bir miktar artis gozlenmistir. Kontrol numunesinde, taranan 18 DNA baz
hasar Uriinlinden 6 tanesi tespit edilmis, H,O, iceren ortamdaki hiicrelerin DNA’sinda
ise 11 baz hasar iriinii tespit edilmistir. Malign akciger hiicreleri tizerinde DNA
bazlarinda oksidatif hasar olusumunu en fazla 6nleyen timokinon ve kekigin su-metanol
ekstraktinin saglikli akciger hiicelerinde de DNA baz hasarin1 6nleme miktari
incelenmistir. Timokinon eklenen kiiltiir ortamindaki hiicrelerde 9 baz hasar {irlinii
ekstrakt eklenen kiiltiir ortamindaki hiicrelerde 10 baz hasar iiriinii tespit edilmistir. Her

ikisinde de toplam DNA baz hasar Uriinii miktarinda azalma tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5.4.1. BEAS-2B hiicre kiiltiirii ortaminda kontrol, 20 uM H,0, ve
antioksidan varliginda 20 uM H,0O, eklendikten sonra hiicrelerden elde edilen
DNA’daki DNA oksidatif baz hasar trtnleri (ng/mg DNA)

- Timokinon | Su-met. eks.
Kontrol
20 phM H,0, (20 pM H,0, |20 pM H,0,
56DHT <LOD 0,19+0,02 0,16+0,02 0,11+0,02
56DHU 0,33+0,03 6,11+0,52 3,87+0,41 2,16+0,23
5H5MH 0,97+0,08 1,54+0,09 0,64+0,05 0,93+0,08
5HH <LOD 2,01+0,12 0,81+0,07 1,06+0,09
5FU <LOD <LOD <LOD <LOD
5HU <LOD <LOD <LOD <LOD
5HMU <LOD <LOD <LOD <LOD
Alx 1,73+0,15 1,87+0,16 1,7840,12 1,87+0,13
5HC 2,39+0,16 2,59+0,15 2,62+0,13 2,51+0,12
46D5NP <LOD 1,07+0,08 1,28+0,1 1,25+0,10
TG <LOD 0,01+0,00 <LOD <LOD
5HMC <LOD <LOD <LOD <LOD
FapyAde <LOD <LOD <LOD <LOD
8HA <LOD <LOD <LOD <LOD
2HA <LOD <LOD <LOD <LOD
FapyGua 3,06+0,22 3,44+0,26 3,17+0,20 2,98+0,21
28DHA 0,53+0,03 0,68+0,06 0,57+0,04 0,70+0,05
8HG <LOD 0,44+0,03 <LOD 0,11+0,01
TOPLAM 9,01+0,32| 19,95+0,65| 14,90+0,51| 13,68+0,39

<LOD: tespit limitinin altinda

Saglikli akciger hiicrelerinde malign akciger hiicrelerinden daha az miktarda DNA baz
hasar {irlinii belirlenmistir. Ayrica tespit edilen DNA baz hasar iiriinii sayisi da saglikli
hicreler de daha azdir. Malign akciger hiicresi kontrol numunesinde 10 DNA baz hasar
irlinti tespit edilmisken, saglikli akciger hiicresi kontrol numunesinde 6 DNA baz hasar
trtinti tespit edilmistir. 20 UM H»0O» ile oksidasyonu olusturulduktan sonra malign
hicrelerde toplam DNA baz hasar drinleri kontrole gore %112 artarken saglikli
hicrelerde %121 artig gostermistir. Antioksidan varliginda H,O; eklendiginde ise DNA
baz hasar {irlinlerinin olusumunu en fazla kekigin su-metanol ekstraktinin engelledigi

gozlenmistir.
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5. SONUC

Tim canlilarda metabolizmada ve cevresel etkiler nedeniyle reaktif oksijen tdrleri
olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin, 6zellikle de hidroksil radikalinin protein, lipid,
DNA, RNA gibi o6nemli makromolekiillerle reaksiyona girip hiicre yap1 ve
fonksiyonunu bozarak birgok patolojik olaya katkisi oldugu bilinmektedir. Bu patolojik
olaylar kardiyovaskiiler hastaliklar, yaglanma ve kanser gibi hastaliklar olugsmasina yol
agmaktadir. DNA’nin oksidatif hasarmin karsinogenezin baslangi¢, ilerleme ve
maligniteye donusim evrelerinin her birinde rol sahibi oldugu pek c¢ok calisma ile
gosterilmistir. Canlilar bu zararli etkilerden korunmak i¢in enzimatik ve enzimatik
olmayan pek c¢ok mekanizma ile kendilerini savunur. Antioksidan savunma
mekanizmasinin yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif stres meydana gelir. Bitkisel
kaynakli fenolik bilesikler antioksidan 6zellikleri nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin
zararli etkilerine kars1 organizmanin korunmasinda ve radikal hasarma bagh

bozukluklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar.

Bu ¢aligmada o6ncelikle kullanilan kekik bitkisinin (Origanum vulgare L. subsp. hirtum
(link.) letswaart) antioksidan 6zellikleri ortaya koyulmustur. Toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasite tayini sonucunda yiiksek antioksidan Ozelliklere sahip oldugu,
HPLC analizleri sonucunda da yapisindaki temel antioksidan maddelerin literatlire de

uygun olarak karvakrol ve timol oldugu belirlenmistir.

Kekik bitkisinin igerdigi karvakrol ve timol molekiilleri ile bunlarin oksidasyon
urnlerinden biri olan ve ¢orek otunda da bulunan timokinon molekulinin hidroksil
radikalini stpirme o6zellikleri arastirilmistir. Sulu ¢6zelti ortaminda Fenton reaksiyonu
sonucu olusturulan hidroksil radikali ile karvakrol, timol ve timokinon arasindaki
oksidasyon kinetigi sabitleri belirlenmistir. Karvakrol, timol ve timokinon arasindan
hidroksil radikali ile en hizli reaksiyon veren molekiiliin timokinon oldugu
belirlenmistir. ABTS yontemi ile yapilan antioksidan kapasite tayininde de timokinonun
en ylksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. Hidroksil radikali ile en

yavas reaksiyonu veren karvakroliin de en diisiik antioksidan kapasiteye sahip oldugu
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belirlenmistir. Bu sonuglara gore molekiiliin hidroksil radikalini siiplirme hiz sabiti ile

antioksidan kapasite degerinin iliskili oldugu goriilmiistiir.

DNA’nin oksidanlara maruz kalmasi sonucu olusan DNA oksidatif baz hasar
urtnlerinin GC-MS/MS ile yiiksek duyarlilikta tayini i¢in oncelikle drnek hazirlama ve
metot gelistirme calismalar1 yapilmistir. Ornek hazirlama ve cihaz parametreleri
optimize edilerek literatlirde ilk kez 18 adet DNA oksidatif baz hasar Grlndnin ng/L
seviyesinde ve es zamanli tayini yapilmistir. Gelistirilen yontem ile buzagi timiis
DNA’s1 lizerinde ¢alismalar yapilmistir. Buzagi timiis DNA’sinda Fenton reaksiyonu ile
olusturulan hidroksil radikalinin yol acacagi oksidatif hasara karvakrol, timol,
timokinon molekiillerinin etkisi incelenmistir. Buzagi timiis DNA’s1 ve antioksidan
iceren ortamda Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali olusturulmus, DNA oksidatif
baz hasar Urlnleri GC-MS/MS ile analiz edilmistir. Antioksidanlarin varliginda

DNA’da oksidatif baz hasar1 olusumunun biiyilik oranda engellendigi belirlenmistir.

Karvakrol, timol, timokinon molekilleri ile kekik bitkisinin su ve su-metanol ekstrakti,
yag alt1 suyu ve yagi elde edilerek malign akciger hiicrelerinde (A549) H,O2’nin
olusturacagt DNA oksidatif baz hasarim1 engelleme etkinligi arastirilmistir. Etkisi
incelenen maddeler toksik olmayan dozlarda hiicre kiiltiirii ortamina eklendikten hemen
sonra H,O, de eklenmistir. 48 saat sonunda hiicreler alinip DNA izolasyonu yapildiktan
sonra GC-MS/MS ile DNA oksidatif baz hasar driinleri analiz edilmistir.
Antioksidanlarin hiicre kiltiiri ortaminda da DNA’da oksidatif baz hasar1 olusumu
engellemeyi basardiklar1 belirlenmistir. Calisilan standart antioksidanlar arasinda
timokinonun, bitkisel kaynakli numuneler arasinda da su-metanol ekstraktinin DNA’y1
oksidatif hasar olusumuna karsi en iyi korudugu belirlenmistir. H,O, ile olusturulan
oksidasyona kars1 hiicre DNA’sin1 en iyi korudugu tespit edilen timokinon ve kekigin
su-metanol ekstraktinin hiicre kiiltiirii ortaminda saglikli akciger hiicreleri (BEAS-2B)
izerine de etkisi incelenmis, saglikli akciger hiicrelerinin DNA’sin1 da oksidasyona
karst koruduklar1 belirlenmistir. Diger taraftan, DNA hasar {irlinlerinin distk
konsantrasyonlarda tayin edilebilmesi akciger kanseri erken teshisinde bu molekdllerin

biyomarker olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Tez kapsaminda calisilan antioksidan maddelerin ve bitkisel kaynakli numunelerin
DNA oksidatif hasar1 ile ilgili hastaliklarda Onleyici olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak, ¢alismamiz hiicre kiiltlirii ortaminda yapilan in vitro bir
calismadir. Insan saghigma olasi etki ve yan etkilerini aydinlatmak icin in vivo

calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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