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OZET

Bu calismada, (-)-epigallokatesin gallat (EGCG) ve kafeik asit fenetil esterin
(CAPE) genotoksik ve MMC ve H,0O; tarafindan olusturulan hasarlar
iizerindeki antigenotoksit etkileri, insan periferal lenfositlerinde, kromozom
anormalligi (KA), kardes kromatid degisimi (KKD), mikroniikleus (MN) ve
comet testleri kullamlarak belirlenmistir. EGCG ve CAPE tek basina 6nemli
genotoksik etki olusturmamistir. Mutajenlerle birlikte kullamldiklarinda, KA
testinde EGCG potantiye edici, CAPE ise antiklastojenik etki gostermistir.
KKD ve MN testinde her iki polifenol genelde Onemli antimutajenik ve
antiklastojenik etki gosterirken, comet testinde diisiik konsantrasyonlarda
primer DNA hasarim engelleyici, yiiksek konsantrasyonda ise DNA hasarim

uyarici etki gostermistir. Ayrica her iki polifenol, antimitotik etkilidir.
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ABSTRACT

In this study, in vitro genotoxic and antigenotoxic effects of (-)-epigallocatechine
gallate (EGCG) and caffeic acid phenetyl ester (CAPE) against MMC and H,0,
induced genotoxicity were investigated by using chromosome aberrations (CAs),
sister chromatid exchanges (SCEs), micronuclei (MN) and comet assay. EGCG
and CAPE were not significantly genotoxic alone. When they were used
togehter with mutagens, in CA test, EGCG potantiated chromosome
aberrations, however, CAPE showed anticlastogenic effect. While both
polyphenols showed antimutagenic and anticlastogenic effect in SCE and MN
assay, they have protective effect in primer DNA damage at lower
concentrations whereas they increased DNA damage in higher concentrations.

In addition, both polyphenols have antimitotic effect.
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1. GIRIS

Kanser 200°den fazla ¢esidi olan bir hastalik grubu olup, kontrolsiiz ¢ogalan ve
yayilan anormal hiicreler seklinde tanimlanir. Kanserin goriilme sikligini iki temel
faktor etkiler. Bunlar kalitsal faktorler ve ¢evresel faktorlerdir. Kalitsal faktorler, her
bireyin ailesinden aldig1 genetik mirastir ve degismesi miimkiin degildir. Cevresel
faktorler ise, sigara icimi, sagliksiz beslenme, fiziksel aktivite yetersizligi, obezite,
belirli bazi enfeksiyonlara neden olan organizmalar, bazi ilag tedavileri, giines
1sinlar1, besinlerin igerisinde bulunan kanser yapici maddeler, caligma alanlarinda
bulunabilecek kanser yapici 6geler ve soludugumuz havada, igtigimiz suda ve
besinlerimizin temelini olusturan toprakta bulunabilecek kanser yapici ajanlardir.
Biitiin bu ajanlar, genetik materyalde mutasyonlar olustururlar. Yapilan ¢aligmalar,
kimyasallarin mutasyon olusturma giicleri ile kanser olusturma riskleri arasinda
pozitif bir iliski oldugunu gostermistir. Gilinlimiizde kanser hastalarinda yapilan

calismalarda, yliksek diizeyde gen ve kromozom hasarlar1 oldugu belirlenmistir.

Kansere yakalanan insanlar, ya radyasyon ile ve/veya ilagla-kimyasallarla tedavi
edilmektedir. Mitomisin-C (MMC), doxorubicin ve cisplatin, kanser tedavisinde
kullanilan ilaglardan sadece bir kagidir. MMC, antineoplastik bir ila¢ ve ayni
zamanda dogal bir antibiyotik olup, bifonksiyonel alkilleyici etkiye sahiptir. MMC,
sadece hedef alinan kanser hiicrelerinde degil, bazen normal hiicrelerde de DNA’da
tek veya c¢ift zincir kiriklar, niikleotidlerde baz degismeleri, zincir i¢i ve zincirler
aras1 ¢apraz baglar olusturarak, genetik materyalde mutasyonlar meydana getirir.
Antitimor ajanlari, serbest radikaller olusturarak kanserli hiicreleri dldiirtirken, diger
taraftan tiimor Ozelliginde olmayan hiicrelerde de sekonder tiimorlerin meydana
gelmesine neden olabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen siiperoksit
(02."), hidrojen peroksit (H2O,), serbest hidroksil radikali (HO’) ve bunlarin etkisiyle
olusan lipid peroksitleri ve diger benzer tiirevler, hiicrenin farkli kisimlarinda
bulunan protein, karbonhidrat, lipid ve DNA gibi 6nemli yapisal ve fonksiyonel
molekiilleri etkileyerek onemli degisikliklere neden olurlar. Eger bu hasarlar

onarilamazsa, kanserin tetikleyicisi olabilirler.



Iste hem insanlarin kansere yakalanma risklerinin azaltilmasi, hem de kansere
yakalanan kisilerde tedavi sirasinda olusabilecek ikincil kanserlerin engellenmesi ve
azaltilmasi, insan saglig1 agisindan biiyiikk dnem tagimaktadir. Diger yandan, yapilan
arastirmalarda, kanser olusumu ile beslenme arasinda ¢ok dnemli bir baglant1 oldugu,
ylksek diizeyde meyve ve sebze tiiketimi ile kansere yakalanma riski arasinda ters
orant1 oldugu, bitkilerde bulunan c¢ok cesitli bilesiklerin kanser riskini yiizde 30 ila
yiizde 40 oraninda azaltilabilecegi gosterilmistir. Ornegin, domateste bolca bulunan
ve karotenoidlerden biri olan likopen, prostat, meme ve akciger gibi bazi kanserlerin
riskini azaltmaktadir. Likopenin antikanserojen etkisinin, antioksidan 6zelliginden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Likopen ayrica karpuz, greyfurt ve kayisi gibi
kirmizi meyve ve sebzelerde de bulunmaktadir. Benzer sekilde, mandalinada bulunan
ve ona turuncu rengini veren karoten maddesinin, kansere yakalanma riskini
azalttigi, ayrica, karaciger hastaliklari, damar sertligi ve seker hastaligi riskini
azalttigi, mandalina suyu icen hepatit hastalarinin karaciger kanserine
yakalanmadiklar1 tespit edilmistir. Brokoli, karnabahar, lahana ve Briiksel
lahanasinin, yapisinda yiiksek oranda bulunan C vitamini, beta-karoten, lif, kalsiyum,
folik asit ve bir¢ok fitokimyasallar nedeniyle, kanser tiirleri arasinda {i¢iincii sirada
goriilme sikligina sahip olan kolon kanseri riskini azalttigi, DNA hasarin1 onaran
enzimleri tetikledigi, tiimdr biiyiikliiglinii ve Ostrojen benzeri hormonlarin etkinligini

azalttig1 gosterilmistir.

Bitkilerde ¢ok ¢esitli fitokimyasallar mevcut olup, polifenoller bunlardan yalnizca
biridir. Polifenollerin dogal kaynaklari meyveler ve meyve suyu ile cay ve kahvedir.
Sebzeler, tahillar, ¢ikolata ve kuru baklagiller de polifenol agisindan oldukg¢a
zengindir. Bu bilesiklerin en oOnemli 06zelligi, antioksidan etkili olmalaridir.
Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek onlarin hiicrelere zarar
vermesini engellemektedir. Antioksidanlarin aktivitesi serbest radikalleri tutabilme,
onlar1 bozundurabilme veya singlet oksijeni yakalayabilme kabiliyetlerine baghdir.
Polifenoller ile, bunlarin antioksidan etkileri ve hastaliklart Onleyici etkileri
konusundaki ¢aligmalar, 1995’11 yillardan sonra hiz kazanmaya baslamistir. Yapilan
calismalar, polifenollerin kalp-damar hastaliklarini, kanseri ve osteoporozu dnlemede

etkili oldugu, nérodejeneratif hastaliklarin ve diyabetus mellitusun 6nlenmesinde rol



oynadiginmi desteklemektedir. Fakat, mevcut bilgiler, bu bilesiklerin, belli hastaliklar
bakimindan risk altinda olan biitiin populasyona ya da belli populasyonlara tavsiye
edilmesi i¢in hala yeterli degildir. Diinya saglik orgiitii, flavanoidlerin, kalp-damar
hastaliklar1 riskini azaltmada “olas1” etki gosterdigini, kanser riskini onlemede ise

“yetersiz” oldugunu yaymlamistir [WHO, 2003].

(-)-Epigallokatesingallat (EGCQG), katesinlerin en aktif antigenotoksik bileseni olup,
cayda bolca bulunmaktadir. DNA stabilitesinin saglanmasinda ve saglikli yagsamada
olduk¢a etkili bir maddedir. EGCG’nin, bleomisin ile muamele edilmis insan
periferal kan lokositlerindeki genetik hasara karsi iyilestirici etkisi oldugu tespit
edilmistir. Kafeik asit fenetil ester (CAPE), hidroksisinnamik asit sinifinda bulunan
bir polifenolik bilesik olup, antioksidan ve antikarsinojenik etkilidir, sisplatin ile

olusturulmus kromozomal hasarlara karsi koruyucu etki gostermektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda, EGCG’nin ve CAPE’nin, kanser hastalarinda
antitimor ajan olarak kullanilan MMC’nin olusturdugu hasarlara karsi iyilestirici bir
etki yapip yapamayacagi konusunda her hangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu
nedenle, bu calisma, fenolik antioksidan maddelerden EGCG ve CAPE’in insan
periferal lenfositlerinde her hangi bir genotoksik etkisi olup olmadigini ve ayrica,
antitimor ajan1 olan MMC tarafindan olusturulan genetik hasar iizerine
antigenotoksik etki gosterip gostermedigini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu
calismada, uluslararas1 genotoksik arastirmalarda sik¢a kullanilan kromozom
aberasyonu (KA), kardes kromatit degisimi (KKD), mikronukleus (MN) ve komet
(Comet-Single Cell Gel Electrophoresisi-SCGE) testleri uygulanmistir. Buradan elde
edilen sonuglar, insan sagligi iizerine antioksidanlarin etkisinin belirlenmesi

acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Somatik hiicrelerde, DNA replikasyonlar1 esnasinda veya i¢ ve dis ajanlarin etkisiyle
mutasyonlar meydana gelebilmekte ve sonugta bu hiicreler bozularak normal
yapilarini ve fonksiyonlarini degistirmektedirler. Kanser, DNA'nin hasar1 sonucunda
meydana gelen ve hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir sekilde biiyiimesi ve
cogalmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Kanserde viicut hiicreleri kontrolsiiz
bir sekilde iireyerek komsu dokular1 isgal edebilir (invazyon) veya kaynagini aldigi

organdan daha uzak yerlere, kan veya lenf yoluyla yayilabilir (metastaz).

Viicudumuzda giinde binlerce hiicrenin DNA'sinda ¢esitli tipte mutasyonlar
gerceklesmesine ragmen, immiin sistem siirekli olarak viicudumuzu tarar ve kanserli

hiicreleri bulup yok eder.

Kanserin esas nedeni hiicre boliinmesi esnasinda DNA replikasyonunda (eslenmesi)
meydana gelen hatalar sonucunda hiicrenin farklilasmasidir. DNA replikasyon
anomalisine sebep oldugu bilinen ve diisiiniilen bir ¢ok faktdr mevcuttur ve bunlara
predispozan (hazirlayict) faktorler denir. Hiicrede mutasyonlara neden olan pek ¢ok

etken vardir. Ornegin;

1) X-1s1nlari, gama 1sinlari, radyoaktif maddelerden yayilan partikiil radyasyonlar1 ve
ultraviyole 1sinlar1 gibi iyonize edici radyasyonlar kansere zemin hazirlamaktadir. Bu
radyasyonlarin etkisi altinda doku hiicrelerinde olusan iyonlar yiliksek derecede

reaktif olduklarindan DNA zincirlerini kopararak mutasyona sebep olmaktadir.

2) Baz1 kimyasal maddelerin mutasyon potansiyeli yiiksektir. Mutasyona neden olan
kimyasal maddelere mutajenler denir. Anilin boya tilirevleri, sigara dumanindaki ¢cok
sayidaki kimyasal, metilmetakrilat, asbest, silika tozlari, komiir ve al¢1 tozu bunlara
ornektir. Giiniimiizde toplumda en biiyiik sayida kansere neden olan kanserojenler

sigara dumaninda bulunmaktadir. Bunlarin disinda, tarimda kullanilan bir ¢ok



pestisitler, gidalarda kullanilan bazi katki maddeleri, ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin

bazi ilaclar da mutasyonlara neden olmaktadir.

3) Fiziksel olarak tahris edici maddeler de kansere neden olmaktadir. Dokuda olusan
harabiyet, tahrip olan hiicrelerin yerine, hizli bir mitoz faaliyetiyle yeni hiicreler
olusturur. Mitoz ne kadar fazla ve hizli olursa mutasyon riski o kadar artar. Bu tiir
fiziksel etmenler arasinda (dudak 1sirma, sagla oynama, ben (nevus) koparma), yara

kabuklariyla oynama, bazi tahris edici gidalarin asir1 ve sik tiiketimi sayilabilir.

4) Bir ¢ok ailede kansere yakalanmaya kars1 giiclii bir kalitsal egilim vardir. Bu olay
belki de bir ¢cok kanser tipinde kanserin olusmasindan dnce birden fazla mutasyona
ihtiya¢ oldugu gergegiyle de uyusmaktadir. Kansere ozellikle yatkinligi olan bu
ailelerin kalitsal materyallerinde bir veya daha fazla mutasyona ugramis gen
bulunmaktadir. Bu yiizden bdyle kisilerde kanser biiyiimeye baslamadan 6nce ¢ok

daha az sayida ilave mutasyon olmasi, kanseri baslatmak icin yeterli olmaktadir.

5) Kanser olusumunda viral ve ¢esitli diger enfeksiyonel materyaller de rol

oynamaktadir.

2.1.1 Kanser tedavisi

Tiim hastaliklarin tedavilerinde esas rolii viicudun bagisiklik sistemi iistlenmektedir.
Bagisiklik sistemini zayiflatan etmenlerin ortadan kaldirilmasi, tedavinin ilk
basamagidir. Kanserli hiicrelerin ne kadar ve nerelere metastaz yaptigini tesbit etmek
olanaksiz oldugundan, kanser tedavisi goren hastalarin bagisiklik sistemlerinin
giiclendirilerek bu yayilmis hiicreleri yok etmesi arzu edilen bir durumdur.

Kanserlerin tedavisi genel olarak dort yolla yapilmaktadir.

1. Cerrahi tedavi, kanserli dokuyu ve ¢evresindeki invazyon riski tagiyan bir miktar
saglikli dokuyu alip ¢ikartmaktir. Baz1 durumlarda kanserli dokuyu cerrahi miidahale

ile ¢ikartmak imkansiz olabilir. Bu durumda radyoterapi veya kemoterapi uygulanir.



2. Radyoterapi-1s1n tedavisi, uygun dozda 151 uygulayarak kanser hiicrelerinin

oldurilmesidir.

3. Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek amaciyla ¢esitli ilaglarin kullanilmasidir.

4. Alternatif tip, bagisiklik sistemine giic vermeyi, asil tedaviye destek olmay1
amaclayan, ancak giivenilirligi ve etkinligi kontrollii deneylerle ispatlanmamis

yontemlerdir.

Biitiin bu tedavi ydntemlerinin gesitli avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Ornegin,
kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, patolojik sekilde ¢ogalmakta olan kanser
hiicrelerini ¢esitli mekanizmalarla yok ettikleri gibi, hizli bir gsekilde ¢ogalan normal
hiicrelerde (embriyo ve fetiis hiicreleri, kil folikiil hiicreleri, kemik iligi
hematopoietik hiicreleri ile agiz ve barsak mukoza hiicreleri vb.) veya g¢ogalma
gdstermeyen diger hiicrelerde de mutasyonlar olusturabilir. Iste iyilesmek amaciyla
kullanilan bu ilaglar, 6zellikle olusturduklar1 serbest radikaller ile sekonder olarak

kanser olusumuna neden olabilirler.

Hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi ¢esitli serbest radikaller, ¢esitli fizyolojik
ve patofizyolojik reaksiyonlarin sonucunda olustuklar1 gibi, bu radikallerin olugumu
radyasyon ve c¢esitli ksenobiyotiklerle (ilaglar veya ¢evresel kimyasallar) artis
gostermektedir. Bu kisa Omiirlii radikaller, hiicredeki bir¢cok fizyolojik olayin
gerceklesmesinde, sinyal iletiminde rol oynarlar. Fakat, miktarlar1 arttiginda ve bu
miktar hiicrenin rejenerasyon veya tamir kapasitesini agmasi durumunda, sinyal
iletiminde diizensizliklere neden olurlar ve/veya hiicresel makromolekiilleri (lipitler,
proteinler, DNA, RNA, karbohidratlar) oksidatif hasara ugratirlar. Sinyal
iletimindeki diizensizlikler ve/veya makromolekiiler hasarlar, sekonder olarak hiicre
fonksiyonlarmi1 bozabilir veya apoptotik veya nekrotik hiicre dliimlerini
tetikleyebilir. Viicutta ger¢eklesen oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda ortaya ¢ikan
serbest radikaller, bilhassa DNA {izerinde hasara yol agarak yaklasik 80 farkli
hastaliga zemin hazirlamaktadir. Bu hastaliklarin basinda kalp ve beyin damarlarinin

tikanmasina bagli hastaliklar, kanserler ve artrit yer almaktadir. Ancak, hiicrede



mevcut olan antioksidanlar (6rnegin C ve E vitamini) ve antioksidatif enzimler, bu

serbest radikallere karg1 direkt veya indirekt koruma saglar.

2.1.2. Kanser tedavisinde kullanilan ilaclar ve etkileri

Kanserin kemoterapi yolu ile tedavi edilmesinde, ¢esitli ilaglar kullanilmaktadir.
Siklofosfamid kemoterapide ve otoimmiin hastaliklarda kullanilan, DNA’daki guanin
bazlarin1 alkilleyerek etki gosteren bir ilagtir. Siklosfamid ile alkillenen DNA
nedeniyle olusan yiiksek hasardan dolay1 hiicre 6liimii meydana gelmektedir. Diger
bir kanser ilact olan taksol ise mikrotiibiiller iizerine etkili bir maddedir ve tiibiilin
sentezini uyarip, anafaz gecisini durdurarak kanserli hiicrenin mitozu tamamlamasini

engeller.

Cisplatin de kanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir ve DNA’da zincir i¢i ve zincirler
arasi ¢apraz baglar olusturarak, transkripsiyon ve replikasyonun inhibe edilmesini
saglar [Hardman ve ark., 1996; Welters ve ark., 1999; Jordan ve ark., 2000].
Pirimidin analogu olan 5-florourasil, DNA ve RNA’da timin bazlarinin yerine
girerek sitotoksik etki meydana getiren ve hiicre dongiisiinii durdurarak hiicrelerin
apoptoza girmesine neden olan kematerapdtik bir ajandir [Boullata , 2007].
Kemoterapide kullanilan diger bir ajan olan etopsid, topoizomeraz II aktivitesini
inhibe edip, DNA’da kiriklar olusturarak genetik materyalde hasar meydana getirir
[Ng ve ark., 2006].

Bu ilaglardan biri olan doksorubisin, hizla ¢ogalan kanserli hiicrelerde DNA c¢ift
zincirinde birbirine yakin mesafede bulunan baz giftleri arasina girip ¢apraz bag
olusturarak DNA’nin seker-fosfat yapisina baglanir. Bunun sonucunda da DNA
zincirinde kirilmalara ve RNA sentezinin durmasina neden olur [Bechter ve ark.,
1987; Gheuens ve ark., 1991]. Boylece kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi engellenmeye

calisilir.

Antrasiklin glikosid antibiyotigi olup, insanda ¢ok ¢esitli tipte solid tiimdrlere ve

hematolojik anormalliklere kars1 kullanilmaktadir.



Fakat, bobreklerde, hematolojik sistemde ve testikular yapidaki toksik etkilerinden
dolayi, kemoterapide simirli bir sekilde kullanilmaktadir. Doksorubisin etkili
toksisite, oksidatif stresten kaynaklanmaktadir. Doksorubisin ile olusan
nefrotoksisitenin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, bu etkinin serbest
radikal olusumu, biyolojik makromolekiillerin demire bagli oksidatif hasar1 ve
membran lipit peroksidasyonu ile gergeklestirildigi diistiniilmektedir [Mohan ve ark.,

2010].

Mitomisin-C (MMC) yine kemoterapi amacgli kullanilan, birincil hedefi DNA olan
bir antibiyotik olup, ayn1 zamanda alkilleyici bir antitlimér ajanidir. DNA’ya capraz
baglanarak etki eder ve bu ¢apraz baglanma dolayisiyla DNA sentezinin
inhibisyonuna neden olur. Bir yandan kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyip,
tiimor biliylimesini azaltirken, diger yandan normal ve saglikli hiicrelerde de benzer

etkileri gostermek suretiyle, klastogeneze ve mutageneze neden olmaktadir.

Kanser hiicrelerinin, tiim bu kemoterapi ilaglarmin etkisi ile meydana gelen hasarlari
onarim kapasitesi normal hiicrelere gore ¢ok daha diisiiktiir. Bu nedenle hiicreler
daha ziyade apoptoza yonlendirilerek yok edilmekte ve bdylece tiimor biiylimesi
engellenmektedir. Ancak, kanser hiicrelerini yok etmek icin uygulanan bu
kemoterapétik ajanlar, organizmanin saglikli hiicrelerinde de genetik hasar meydana
getirebilmekte ve bdylece kanser hastalarinda sekonder tiimorler olusabilmektedir.
Benzer sekilde, bu ilaclarla tedavi yapan saglik calisanlarinda da istenmeyen
hasarlara neden olabilmekte ve kanserogenezi baslatabilmektedir. Biitiin bu
kematerapdtik ajanlar, genetik etkilerini daha ziyade serbest radikaller olusturmak

suretiyle meydana getirmektedir. DNA’ya zarar vermektedir.



2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya birden fazla ortaklanmamig elektron
tagtyan atom veya molekiillerdir. Paylasilmamis elektrondan dolay: stabil olmayan,
oldukca reaktif, yar1 omiirleri cok kisa olan maddelerdir. Hiicrenin tiim bilesenleri ile
kolayca etkilesebilme 6zelligine sahiptirler [Halliwell, 2001]. Fe™, Cu™, Mn" * ve
Mo gibi gecis metalleri de ortaklanmamus elektronlara sahip olduklart halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, ancak serbest radikal olusumunda Onemli rol

oynarlar [Smith, 2005].

Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidratlar gibi tiim &nemli
bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Serbest
radikaller organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi,
cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Aerobik metabolizmaya sahip olan
memelilerde serbest radikaller baslica oksijenden tiiremektedir [Uysal, 1998].
Oksijen, canlilarin yagamlarini siirdiirmeleri i¢cin mutlak gerekli bir element olup
hiicre i¢inde cesitli reaksiyonlardan gegerek su haline doniismektedir. Bu sirada
hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siiregte oksijenin %1-3’i
tam olarak suya donilisemez, siliperoksit anyonu ve hidroksil radikali olusturur
[Nakazawa ve ark., 1996]. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit
radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen peroksit olusur. Ugiincii
elektron 1ilavesi ile yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali olusur. Dordiincii

elektron eklenmesi ile su olugsmaktadir (Sekil 2.1).

Serbest radikaller {i¢ farkli sekilde olusur [Akkus, 1995];

1- Normal bir molekiiliin kovalent bir baginin her kisminda ortaklanmamas bir
elektron kalacak sekilde homolitik pargalanmasi

XY — X+Y

2-Normal bir molekiiliin tek bir elektronunu kaybetmesi

XY —» X +Y"



3-Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

A+e —» A

Katalaz, glutatyon peroksidaz

Siperoksit
dismutaz Fenton reaksiyonu
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Sekil 2.1. Mitokondride radikal olugumu

Serbest radikallerin biyolojik ortamlardaki tiirleri Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive
Oxygene species)-ROS ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (Reactive Nitrogene Species)—
RNS olarak bilinir. Bunlardan ROS; oksijen radikallerini ve radikal olmayan reaktif
oksijen tlirevlerini kapsayan genel bir terimdir (Cizelge 2.1). Aym sekilde RNS’ler

de, fizyolojik 6nemi olan serbest radikal tiirleridir (Cizelge 2.2) [Darley-Usmar ve

ark., 1995; Halliwell, 2006].

= OH®t OH -+ 0, [Haber-Waiss]




Cizelge 2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller

Non-radikaller

Stiperoksit, O7*

Hidrojen peroksit, H,O,

Hidroksil, OHe

Hipoklorik asit, HOCL

Peroksil, LO, Ozon, O3
Alkoksil, LOs Singlet oksijen
Hidroperoksil, HO2¢ | Lipit peroksitleri

Cizelge 2.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Radikaller

Non-radikaller

Nitrikoksit, NOe

Nitroz asit, HNO»

Nitrojen dioksit, NO,*

Dinitrojen trioksit N,O3
Dinitrojen tetraoksit, NyOy4

Peroksinitrit, ONOO"

Serbest radikaller ve radikal tiirevleri ile radikal olmayan reaktif tiirler yiiksek
konsantrasyonlarda bulunduklarinda, canli organizmalar i¢in tehlikelidir ve hemen
hemen tiim hiicre yapilarina zarar verirler. Diisiik konsantrasyonlarda, ortamda
bulunan nitrik oksit, siiperoksit anyonu ve reaktif oksijen tiirleri sinyal iletiminde
medyator olarak 6nemli rol oynarlar. ROS’larin aracilik yaptigi bir ¢ok cevap,

aslinda hiicreleri oksidatif strese karsi korumakta ve redoks dengesini yeniden

olusturmaktadir [Droge, 2002].
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Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak)
hiicrelere zarar vermelerini Onler. Bu o6zellikleriyle hiicrelerin anomalilesme, ve
sonug olarak tlimor olusturma risklerini azalttiklar1 gibi, hiicre yikimini da azalttiklar
icin, daha saglikli ve yaslilik etkilerinin minimum oldugu bir yasam sans1 saglarlar.
Organizmada, serbest radikallerin ve antioksidanlarin seviyeleri arasinda uygun bir
dengenin olmasi gerekmektedir. Bu denge korunamadigi taktirde hiicre hasarina
kadar giden bir ¢ok patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir [Yal¢in, 1998]. Yapilan
calismalar dogrultusunda belirlenen patolojik degisiklikler Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.3. Serbest radikallerle iligkili olarak ortaya ¢ikan bazi patolojik durumlar

¢ YASLANMA ¢ RADYASYON HASARI

¢ ATEROSKLEROZ ¢ INFLAMASYON

¢ KANSER ¢ DIYABET

¢ ISKEMI-REPERFUZYON HASARI | ¢ BEYIN VE MERKEZI SINIR SISTEMI

¢ ROMATOID ARTRIT HASTALIKLARI

¢ OTOIMMUN HASTALIKLAR ¢ BOBREK BOZUKLUKLARI

¢ AKCIGER HASTALIKLARI ¢ GOZ BOZUKLUKLARI

¢ KAS HASTALIKLARI ¢ CILT BOZUKLUKLARI

¢ KARACIGER BOZUKLUKLARI | ¢ GASTROINTESTINAL BOZUKLUKLAR
¢ KAN HASTALIKLARI ¢ BESLENME YETERSIZLIKLERI

2.2.1. Serbest Radikal Olusumunu Artiran Faktorler

Organizmada serbest radikal olusumunu artiran faktorler, ekzojen ve endojen

faktorler olmak tizere gruplandirilmaktadir [Uysal, 1998].

A. Ekzojen Faktorler

Organizmada serbest radikal olusumunu artiran ekzojen faktorler;
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1. Diyetsel faktorler: Doymamis yag asitleri bakimindan zengin diyetle beslenme,
alkol, fazla kalorili beslenme (obezite), hayvansal proteinlerce zengin yiyeceklerle
beslenme, az sebze ve meyve tliketimi, yiyeceklerin uygun olmayan ortam ve

kosullarda hazirlanmast.

2. Cevresel faktorler: Sigara dumani, hava kirliligi (O3, NO,, SO,, Hidrokarbonlar),

radyasyon ve diger kirleticiler (Asbest, pestisitler, vs.)

3. Ilaglar: Antikanser ilaglari, glutatyon tiiketen ilaglar.

B. Endojen Faktorler

Organizmada serbest radikal olusumunu artiran endojen faktorler;

1. Fiziksel egzersiz

2. Stres

3. Yashlik

4. Doku hasar1 ve kronik hastaliklar

5. Diyet ile antioksidan alimini etkileyen kosullar

2.2. 2. Serbest Radikallerin Biyolojik Hasarlar:

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bir¢ok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar soyle

stralanabilir [Uysal, 1998];

a) DNA’nin yapisinin bozulmasi,

b) Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi,

¢) Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
d) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
e) Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yapmasi,

f) Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmast,

g) Steroid ve yag pigmenti denilen baz1 madddelerin birikimi,
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h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein turnover’nin artmast,

1) Tiollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiol/disiilfit oraninin degigmesi,

j) Kollajen ve elastin gibi uzun omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin
bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olugsmasi,

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir.

Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin lipitler iizerindeki en Onemli etkisi, lipit peroksidasyonunu
uyarmasidir. Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan ve hiicre
zarlarinda bulunan doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol acan kimyasal bir
olaydir. Lipit peroksidasyonunu baslatan baslica radikaller siiperoksit radikali,
hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikalidir [Nakazawa ve ark., 1996;
Halliwell, 1999].

Hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi etkilenmekte,
hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artmakta ve buna bagli olarak proteazlar aktive olmaktadir. Bu
olaylar hiicre hasarinda etkin bir rol oynamaktadir. Ote yandan lipit peroksidasyonun
son iirlinii olan aldehitler de sitotoksik etkilere sahiptir [Nakazawa ve ark.,1996;

Halliwell, 1999; Uysal, 2006].

Organizmadaki etkileri,

a) Lipid peroksidasyonu sonucu membran akiskanligi azalir, buna bagli olarak
normalde hiicre i¢ine gegemeyen maddelerin hiicre icine girisleri artar.

b) Lipid peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein kisimlarina
ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana getirirler.

¢) Lipid peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri i¢in siilfidril ve amino grubuna
gereksinim duyan, 6zellikle hormonal uyarilara cevap verme imkani saglayan yiizey

reseptorlerini inhibe ederler (G6P-az ve Na-K ATP-az gibi).
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d) Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de lipid
peroksidasyonundan hasar goriirler ve bazen DNA’nin replikasyonu yapilamaz.

e) Bazi aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gdsterirler.

f) MDA gibi aldehitler, LDL’yi modifiye ederek metabolik yolu degistirebilirler
[Baykal, 2000].

Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller bazi1 aminoasitlerle reaksiyona girerek, enzimlerin aktivitelerini
ortadan kaldirarak, modifiye ya da fonksiyon gérmeyen proteinlerin olusmasina
sebep olurlar. En ¢ok sorumlu tutulan amioasitler siilfiir icerenlerdir [Nordberg ve
ark., 2001]. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi halkali amino asidler
oksidasyona en fazla maruz kalan aminoasitlerdir. Oksidasyon sonucu proteinlerin
sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler, bunlarin fonksiyonlarin
etkilemektedir. Enzim veya reseptor fonksiyonuna sahip membran proteinleri,
ozellikle serbest radikallere duyarli olduklar i¢in, protein oksidasyonu ile dnemli
hiicresel ve membran fonksiyonlar1 da bozulmaktadir [Nakazawa ve ark., 1996;

Halliwell, 1999].

Serbest Radikallerin DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin etkisi ile DNA’da yapisal degisimler meydana gelir. Bu yapisal
degisimler 6zellikle OH" radikali ile piirin ve pirimidin bazlarinda par¢alanma, zincir
kirilmalari, DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli olaylar1 kapsamaktadir [Nakazawa ve
ark.,1996; Halliwell, 1999]. Bu mekanizma, oksidatif strese maruz kalmis kisilerde
kanser sikliginin artmasi ile agiklanmaktadir. Serbest radikal vasitasiyla olusan
apoptozis, bazi vakalarda serbest radikale bagli DNA hasarinin bir parcasidir

[Nordberg ve ark., 2001].

Organizmada, siirekli bigimde serbest radikal niteliginde bilesikler olusmaktadir.
Fakat, antioksidan kaynaklar1 (6rnegin C ve E vitamini) ve antioksidatif enzimler

ROS’lara kars1 direkt veya indirekt koruma saglarlar [Wells ve ark., 2009].
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Bu nedenle serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme hizinin dengede
tutulmas1 son derece Onemlidir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest radikallerin
zararl etkileri ortaya ¢ikmakta ve ¢esitli organ ve sistemler olumsuz etkilenmektedir.
Yapilan caligmalar, antioksidanlarin bolca bulundugu bitkilerle beslenmenin ve
bitkilerdeki kompleks bilesiklerin viicuda alinmasinin, antikanser ilaglarinin neden
oldugu genotoksisiteyi azalttigini, ve bdylece kanser hastalarinda sekonder
tiimorlerin olusumunu da azalttigini gostermistir. Bu nedenle antioksidan sistemlerin
ve bunlarin etki mekanizmalarinin bilinmesi ve kullanimi, oksidan stresin yol agtig1
zararlarin engellenmesi ve saglikli bir yasam agisindan biiylik 6nem tasimaktadir

[Halliwell, 1999; Siddique ve Afzal, 2009].

Aktif oksijen radikalleri Aktif oksijen radikalleri
(ROS) (ROS)

OLUSUMU ELIMINASYONU

OKSIDATIF
STRES

PROTEINLER LIPITLER DNA

HASARLANMIS HASARLANMIS HASARLANMIS
PROTEINLER LIiPITLER DNA
PROTEIN L]F’i_T ) DNA

TURNOVER TAMIRI TAMIRI

Sekil 2.2. Oksidatif stresin makromolekiiller tizerine etkileri

®)
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2.3. Antioksidanlar

Gelisen ve artan teknolojik {riinler ve atiklari, pesitisit kullanimi, ¢evre kirliligi,
sigara, UV 1sinlari, gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar vs. gibi pek ¢ok
cevresel madde nedeniyle, stirekli olarak cesitli toksik maddelerle karsit karsiya
kalmaktayiz. Bu maddelerden bazilari, zararl etkilerini, serbest radikal olusturmak
suretiyle gostermektedir. Ayrica viicuda alinan besinler, sindirilebilmek i¢in bir dizi
reaksiyondan gecerken serbest radikaller olusturmakta ve bu radikaller de hiicreyi
oksidasyonla hasara ugratmaktadir. Bu radikallerin organizmaya zarar vermesi,
antioksidan kaynaklar1 ve antioksidatif enzimlerle, direkt veya indirekt sekilde

saglanmaktadir [Wells ve ark., 2009].

Serbest radikallerin olusum hiz1 ile, etkisizlestirme hizinin dengede tutulmasi
gerekmektedir, aksi taktirde serbest radikallerin zararli etkileri g¢esitli organ ve

sistemleri olumsuz etkilemektedir [Halliwell ve ark., 2001;Yal¢in ve ark., 1998].

Antioksidanlar, radikal olusumunu smirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin dnlenmesini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve hasarh
molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi c¢esitli mekanizmalarla etkilerini
gostermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda ¢ozlinen radikal
tutucularin1 ve metal iyonlarin1 baglayan proteinleri kapsamaktadir [Yal¢in ve ark.,

1998; Halliwell ve ark., 2001].

Antioksidan maddeler organizmaya dogal yollarla, besinlerle alinmaktadirlar.
Birincil antioksidanlar, peroksidaz ve metal baglayan proteinlerin baskilanmasi ile
serbest radikallerin meydana gelmesini Onlerken, ikincil antioksidanlardan olan
vitamin C ve vitamin E gibi radikal temizleyici antioksidanlar, oksidasyon zincirinin
baslamasini inhibe ederek, zincirleme reaksiyonlarin yayilmasmi dnlerler. Ugiinciil
antioksidanlar ise onarict ve yeniden yapilandirict enzimleri (lipazlar, proteazlar,
DNA onaric1 enzimler ve tranferazlar gibi) kapsamaktadir. Ugiinciil antioksidanlar
son basamakta mevcut hasar1 onararak organizmayi eski haline getirmeye g¢alisirlar

[Willcox ve ark., 2004].
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Antioksidanlar, ¢esitli mekanizmalarla oksidanlar1 etkisiz hale getirmekte ve bu

islemi dort yolla gerceklestirmektedirler.

1) Temizleme (Scavenging ) etkisi
Enzimler tarafindan yapilan, oksidanlar1 tutma ve zayif bir molekiile doniistiirme

seklinde olusturulan etkidir.

2) Baskilama (quencher) etkisi
Oksidanlara bir elektron aktararak onlar1 etkisiz hale getiren vitaminler ve

flavanoidler bu sekilde etki etmektedirler.

3) Onarma etkisi

Hasar gormiis hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir iglemidir.

4) Zincir koparma etkisi
Oksidanlar1 baglama yolu ile oksidanlarin etkisini onlemektedir. Agir metaller,

hemoglobin ve E vitamini bu sekilde etkili olmaktadir [Senel, 2005].

Antioksidanlar kaynaklar1 bakimindan, sentetik ve dogal antioksidanlar olmak {izere

ikiye ayrilirlar [Altug , 2001].

2.3.1. Sentetik antioksidanlar

Bu tip antioksidanlar, gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Antioksidan
grubu katki maddeleri, sanayide bitkisel ve hayvansal yag i¢ceren maddelerin {iretimi,
depolanmasi, tasinmasi ve  pazarlanmasi sirasinda meydana  gelecek
otooksidasyondan kaynaklanan zararlar1 6nlemede en 6nemli katki maddeleridir.
Antioksidanlar gidalarda meydana gelebilecek bozulma ve acimayir da engeller.
Bunlarin 6nemli 6zellikleri, ortamda pek az miktarda, binde ve hatta on binde bir
oraninda bulunsalar bile etkin olmalaridir. En ¢ok kullanilan sentetik
antioksidanlardan  bazilari; buthylated hydroxyanisole (BHA), buthylated
hydroxytoluene (BHT), tertiary-buthylhydroquinone (TBHQ) ve propyl gallate (PG),
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kalsiyum disodyum etilen-diamin-tetra-asetat (EDTA) [Alaca ve Arabaci, 2005].
BHT, TBHQ ve PG gibi sentetik antioksidanlar yag i¢eren yiyeceklere ilave edilerek
yag oksidasyonunu yavaslatmakta ve Onlemektedir [Lee ve ark., 2002]. Sentetik
antioksidanlar avantajlar1 nedeniyle kullanilmakla birlikte, igerigindeki kanserojen
maddeler nedeniyle, yapilan bazi ¢alismalarda potansiyel saglik tehlikesi olusturdugu
tespit edilmistir [Hettiarachchy ve ark. 1996; Lee ve ark., 2002]. Bu nedenle,
mimkiin oldugunca sentetik antioksidanlardan uzak durulmasi ve dogal

antioksidanlarin kullanilmasi tercih edilmelidir.

2.3.2. Dogal antioksidanlar

Yapilan arastirmalar, bitkilerde dogal olarak ortaya ¢ikan antioksidanlar oldugunu
gostermistir [Lee ve ark., 2002]. Dogal kaynakl1 antioksidanlar, vitaminler, flavonoid
ve fenolik asit iceren polifenoller, tibbi ve baharat bitkilerindeki ugucu yag bilesikleri
olarak siniflandirilmaktadir [Namiki, 1990; Lee ve ark., 2002]. Buna gore, sebzeler,
tahillar, meyveler, yagl tohumlar, yapraklar, kokler, tibbi ve baharat bitkileri birer
dogal antioksidan kaynagidir. Yapilan arastirmalar bitkilerden elde edilen
antioksidanlarin diisiik konsantrasyonlarda antioksiadan, kritik degerlerin iizerinde

ise prooksidan 6zellik gosterdigini belirtmektedir.

2.4. Polifenoller

Fitokimyasallar, bitkiler tarafindan iretilen, saglikli yasam i¢in 6nemli rolleri olan
bilesiklerdir. Bu bilesikler meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, kabuklu yemislerde ve
diger bitkilerde bulunur. Bilim insanlari, binlerce farkli tiirde cesitli fitokimyasallar
bulmusglardir. Bu fitokimyasallardan en iyi bilinenleri, betakaroten, askorbik asit (C
vitamini), folik asit ve E vitaminidir. Fitokimyasallar insan sagligin1 olumlu yonde
etkilemekte ve Ozellikle bagisiklik sistemini kuvvetlendirerek, hastaliklara kars
direnci artirmaktadir. Fitokimyasallarin en Onemli etkisi, antikarsinojenik ve
antimutajenik olmalaridir [Surh, 2003; Kwon ve ark., 2007].

Bitkilerde en fazla bulunan ve en 6nemli bilesenlerden birisi olan fenolik bilesikler,

en genis kullanim 6zelligine sahip olan fitokimyasallardandir [Han ve ark., 2007].
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Polifenoller, yapilarinda hidroksil veya karboksil gruplari tasiyan, insan ve hayvan
diyetlerinde biiyiik yeri olan organik yapili bilesikleridir. Bir¢cok fenolik bilesigin
antioksidan, antikanserojenik, antimutajenik, antiaterosklerotik, antibakteriyel,
antiviral ve anti-inflamatuvar etkilerinin oldugu belirlenmistir [Barberan ve ark.,
2001; Escarpa ve Gonzales, 2001; Han ve ark., 2007]. Polifenollerin ayrica
kolesterolii diisiiriicii, eikosonoid sentezini diizenleyici, diisliik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunu inhibe edici, hipertansiyonu ve kalp damar hastaliklarint 6nleyici etki
gostermeleri nedeniyle saglik agisindan da olduk¢a yararli bilesikler oldugu
bildirilmistir [Hollman ve Katan, 1999; Karadeniz ve Eksi, 2002]. Bitkilerin
yapilarinda sekonder metabolitler seklinde olusan polifenolik bilesikler odunlagma,
pigmentasyon, tozlagma, allelopati, patojen ve predatdr direnci ile biiyiime gibi
cesitli fizyolojik olaylar i¢in de gereklidir [Baidez ve ark., 2007]. Sebze ve
meyvelerdeki fenolik bilesikler, kemopreventif olarak énemli rol oynarlar; 6rnegin
elmada bulunan fenolik maddeler kolon kanserini dnlemede olduk¢a biiylik dnem
tagimaktadir [Veeriah ve ark., 2006]. Her bitkiye gore miktar1 ve kompozisyonu
degisen polifenoller, meyve ve sebzelerin kendine 6zgii buruk tadini1 da vermektedir

[Hagerman ve ark., 1998].

Yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklere sahip olan 112 adet Cin bitkisel ilacin
antikanser etkili, 133 adet Hindistan geleneksel ilacinin ve yaklasik 50 yenilen
bitkinin antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir [Cai ve ark., 2004; Hu ve ark.,

2007; Huang ve ark., 2007].

Yenilen ve ayni zamanda ilag olarak kullanilan pek cok bitki tiiriinlin yapisinda
fenoller, fenilpropanoidler, benzoik asit tiirevleri, flavoniodler, stilbenler, tanninler,
kurkuminoidler, kumarinler, lignanlar, quinonlar ve feniletanoidler gibi fenolik
bilesikler igerdikleri belirlenmistir [Fresco ve ark., 2006]. Giiniimiizde 8000’den
fazla tipi belirlenmis olan ve Ozellikle bitkisel ¢aylarda bol miktarda bulunan
polifenoller, biyolojik agidan oldukga aktif yapilardir [Bravo ve ark.,1998]. Bitkilerin
fizyolojik ve farmakolojik o6zellikleri ve birbirlerinden farkliliklari, onlarin
antioksidan, radikal siipiirici ve detoksifikasyon enzimlerini diizenleyici

ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu farkliliklar1 da fenolik yapilarindaki hidroksil
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gruplarinin sayist ve pozisyonu ile hidroksil gruplarinin glikolizasyonu ve yer
degistirmesine baghdir [Heim ve ark., 2002; Duthie ve ark., 2003; Cai ve ark., 2006].
Bitkilerde bulunan polifenolik bilesiklerin yararli etkilerini su sekilde siralamak

miimkiindiir [Wollgast ve ark., 2000].

»  Serbest radikal olusumunu engelleyerek kanser olusumunu engeller.

»  Kardiyovaskiiler gecirgenligi azaltarak kalp hastaliklarin1 engeller.

» Basta flavanoid grubundakilerde olmak iizere, polifenollerin antitrombotik,
antimikrobik ve antiinflamatuar (iltithap giderici) etkileri vardir.

»  Fenolik asitler, hidrolize olabilen taninler ve baz1 flavanoidler antimutajen ve
antikanserojen etki goOstermelerinin yaninda, kot huylu tiimoér olusumunu
engelleme, prokanserojenlerin aktivasyonunda rol alan enzimlerin aktivitesinin
diisiiriilmesinde rol oynamaktadirlar.

»  Vicutta yiiksek seviyeye ulasmis olan metallerle kompleksler olusturarak,

bunlarin toksik ve alerjik etkilerini indirgemektedirler.

Polifenollerin ayrintili olarak siniflandirilmasi Cizelge 2. 4’de verilmistir [Ferguson,

2001].

Cizelgede belirtilen ve bu ¢aligmada kullanilacak olan;

» (-)-Epigallokatesingallat, yesil cayda bulunan ve flavanoidler sinifina ait bir
bilesendir.
» Kafeik asit fenetil ester bal peteginde bulunan bir polifenoldiir ve

hidroksisinnamik asit sinifina ait bir polifenoldiir [Ferguson, 2001].



Cizelge 2.4. Polifenollerin iskelet yapilarina gore siniflandirilmast

Ana Iskeleti Swnifi Ornek
Fenolik Asitler Gallik asit, Salisilik asit, Vanilik
C6-C1 asit, Tannik asit
Hidroksisinnamik Kafeik asit, Ferulik asit, Aeskulatin,
C6-C3 Asitler Umbelliferon
Kumarinler
Asetofenonlar 3-asetil-6-metoksi benzaldehit,
Co6-C2 Tirosinler Tirosol, p-hidroksifenil asetat
Fenilasetik asitler
C6-C-Co6 Ksantonlar Mangiferin
Stilbenler Resveratrol
Co6-C2-C6 Antrakinonlar
Flavanoidler Katesin, Apigenin, Quercetin,
C6-C3-C6 izoflavanoidler Kaempferol, Genistein
(C6-C3)n Ligninler Melanin
(Cé)n Katesoller
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Cizelgede belirtilen flavanoidler grubuna ait polifenoller, renk pigmentleri olan
bitkilerde daha cok go6zlenmektedir. Yalnizca bu grup 5000°den fazla bilesik
beraber flavonlar, flavanoller, izoflavanoidler ve

icermektedir. Bununla

proantosiyanidinleri de i¢ine alan 13 alt grup daha bulunmaktadir [Ferguson, 2001].

Giliniimiizde kullanilan polifenoller, in vivo ¢alismalarda besinsel antioksidanlar olan
C ve E vitaminlerinin eksikliginde proteinlerde, lipidlerde ve DNA’da meydana

gelen oksidatif hasarlara karsi antioksidan 6zellik gostermektedir.
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Besinsel antioksidanlarin eksikligi sonucu olusan hasarlar, kronik hastaliklarin

olugmasina neden olabilmektedir [Diplock ve ark., 1991].

Bilinen 8000 polifenolden sadece 200 tanesinin mutajenik ozellikleri incelenmis
olup, bu etkileri daha ziyade bakteriyel mutajenite testi ile degerlendirilmistir
[Czeczot ve ark., 1990]. Yapilan caligmalarda, quercetin gibi bazi polifenollerin
DNA’ya direk baglandigi ve bu durumun bakteriyel mutajenitede 6nemli oldugu
belirlenmistir [Alvi ve ark., 1986]. Taninler, delfinidin ve prosiyanidin bakteriyel
mutajenite testinde ne g¢ergeve kaymasi nede baz degisimi mutasyonlarina neden
olmazken, V79 Cin hamsteri hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu ve kromozom
hasarlarint arttirmistir [Ferguson ve ark., 1985]. Bu sonug, bakteriyel testlerde
negatif Ozellik gostermis olan polifenollerin, memeli hiicrelerinde ayni sonuglari
olusturmayabilecegini gostermektedir. Polifenollerin, yiiksek yapili organizmalar

tizerindeki mutajenik etki verileri sinirlidir.

Tannik asit Drosophila melanogaster de disi iireme hiicrelerinde eseye bagli resesif
letaliteye, esey kromozomu kayiplarina, mozaizm ve ayrilmamaya neden olurken,
kanatlarda zayif pozitif mutasyona neden oldugu belirlenmistir [Cunha ve ark.,
1994]. Quercetin bakterilerde mutajen o6zellik gdstermesine karsilik, memeli

hiicrelerinde rekombinojen 6zellik gdstermektedir [Suzuki ve ark., 1991].

Son zamanlarda insanlarin polifenol alimlari ile kanser gelisimi ve genomik stabilite
arasindaki iliski arastirllmaktadir. Hollanda ve ABD’de c¢esitli insan
populasyonlarinda yapilan ¢aligmalarda, polifenol kullanimu ile kanser gelisimi, kalp
hastaliklar1 ve bagka hastaliklar arasinda ters yonlii iliski oldugu saptanmistir [Hertog

ve ark., 1993].

Bunun yani sira yapilan in vitro ¢alismalar ve hayvan ¢aligmalar: tiim polifenollerin
ayni Ozelliklere ve etki sekillerine sahip olmadigin1 gostermistir. Yapilan
caligmalarin sonuglarinda polifenollerin tek baglarina etkili olmadigi, etkilerinin

ortaya ¢ikmasinda polifenollerin temel yapilari, alkalizasyon ya da glikolizasyon
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dereceleri, diger fenolik maddelerle konjugasyonlari ve polimerizasyonlar1 gibi

cesitli etkenlerin de rol oynadigi belirlenmistir [Ferguson, 2001].

Polifenoller genellikle diyet proteinlerinin alimimi azaltip sonrasinda fekal nitrojen
seviyesini arttirdiklar1 i¢in antinutrient olarak adlandirilmaktadir [Longstaff ve ark.,
1991; Alzueta ve ark., 1992]. En az ii¢ flavanol iinitesi bulunduran polifenoller
proteinlerin ¢okmesine neden olmaktadir. Antinutrient 6zelligin de bu proteinlerin
cokelmesinden ya da polifenollerin direk olarak proteinleri baglamasindan dolay1
sindirim enzimlerinin etkinligini kaybetmesinden kaynaklandigi belirtilmistir. Cesitli
polifenoller, hidrolazlar, izomerazlar, oksijenazlar, oksidorediiktazlar, polimerazlar,
fosfatazlar, protein fosfokinazlar ve aminoasit oksidazlarin i¢cinde bulundugu genis
enzim gruplar1 tizerinde inhibitor etki gostermektedir [Ferguson, 2001]. Bazi
polifenoller demir ve bakir gibi metallerle bag olusturarak kolayca bagirsaktan
emilebilmektedir [Reddy, 1991]. Bu o6zellik galliol ve katesil grubu iceren
polifenollere 6zgii bir 6zelliktir [Brune ve ark., 1989]. Yesil ¢ayda ve bitki ¢caylarinda
bulunan katesinler, kahve igerisinde bulunan fenolik asitler, kakao ve siyah c¢ay
igerisinde bulunan yogunlagsmis polimerize {iriinler ve sarapta bulunan polimerize
tanin icermeyen polifenoller bu o6zelligi gostermektedir [Gillooly ve ark., 1983;

Garcia-Lopez ve ark., 1990; Hurrell ve ark., 1998].

Polifenoller memeli hiicrelerinde yapilan caligmalarda anti-karsinojenik ve anti-
antherojenik siireglerde in vivo’ da farkli prosesler izlemektedir. Bu prosesler gen
ekspresyonu, apoptoz, platellet agregasyonu, kan damari genislemesi, hiicre igi
sinyalizasyonu,  P-glikoprotein  aktivasyonu, karsinojen  aktivasyonu ve
detoksifikasyonu ile iligkili enzimlerin modiilasyonunu kapsamaktadir [Duthie ve
ark., 2000]. Ekstra durumlar disinda polifenollerin genomik stabilitenin

korunmasinda da faydali oldugu belirtilmistir [Hursting ve ark., 1999].
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2.5. Flavanoidler ve Hidroksisinnamik asitler

Flavaniodler, bitkilerin sahip oldugu ve 4000°den fazla varyasyonu olan bir polifenol
smifidir [Ren ve ark. 2003]. Bu bilesiklerin hepsi iki aromatik halka (A ve B
halkalar1) iceren ana bir fenilbenzopiren iskeleti ve ilave olarak genellikle bir piren
halkas1 yada C halkasi ihtiva etmektedir [Cai ve ark., 2004]. Flavanoidler, meyve ve
sebzelerde en ¢ok bulunan polifenollerden olup, bunlarla ilgili ¢ok sayida
arastirmalar yapilmistir [Cai ve ark., 2004; Shan ve ark., 2005; Huang ve ark., 2008,
2007].

Flavanoller sogan, brokoli, domates, visne, elma, ¢ay, kirmiz1 sarap, kimyon, kara
kimyon gibi bitkilerde ve antikanser etkili Sophora japonica ve Rosa chinensis gibi
cigeklerde, Alpinia officinarum rizomlar ile Crataegus pinnatifida meyvelerinde
yiiksek miktarda bulunmaktadir [Cai ve ark., 2004; Shan ve ark., 2005]. Flavanoller
icerisinde quercetin sebze ve meyvelerde bol bulunan, bati {ilkelerinde giinliik alim

miktar1 25-30 mg olan ve ¢ok tiiketilen bir flavanoiddir [Luk ve ark., 2007].

Lignanlar cis-o-hidroksisinnamik asitten ve dimerlesmesinden kdken almaktadir [Cai
ve ark., 2006]. Lignanlar bitkilerde serbest olarak ve az miktarda glikozidaz
formunda bulunmaktadirlar [Fresco ve ark., 2006]. Onemli bir tiimér ilaci olan
podophyllotoxin, Podophyllum peltatum bitkisinden izole edilmis bir lignandir ve
Amerikalilar Podophyllum emodi var. chinese bitkisinin yumrularindan elde ederek

kullanmaktadirlar [Efferth ve ark., 2007].

Kumarinler, trans-hidroksisinnamik asitlerin izomerizasyona ve hidroksilasyona
ugramig yapisal analogudur. Kumarinler, bitkilerin yapisinda serbest olarak ve
glukosidler olarak bulunurlar [Fresco ve ark., 2006]. Bitkilerde, meyvelerde,
sebzelerde, zeytinyaginda, cesitli iceceklerde (cay, kahve) de kumarinler yogun

olarak bulunmaktadir [Sonnenberg ve ark., 1995; Frecso ve ark., 2006].
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Katesin, epikatesin, epigallokatesin, epikatesin gallat (ECG) ve epigallokatesin gallat
(EGCQG) hem ilag etken maddesi olarak ve hem de diyette olduk¢a 6nemli yeri olan
flavanollerdir [Ren ve ark., 2003; Fresco ve ark., 2006].

Hidrosisinnamik asitlerin esterlesmis formu olan kafeik asit kenetil ester (CAPE)
yap1 olarak iki halkasal yapi igerir ve flavaniodlere bezemektedir. Yapisindaki iki
halkadan biri iki hidroksil grubu tasir ve bu hidroksil gruplar sayesinde redoks
reaksiyonlarinda CAPE aktif rol oynayarak ve E, C vitaminlerinde oldugu gibi
antioksidan etki gostermektedir [Koltuksuz ve ark., 2000].

2.6. (-)- Epigallokatesingallat

Katesinler, polifenoller grubunda yer alan ve meyvelerde ve cay, sarap gibi
iceceklerde ve cikolatada bulunan flavanollerdir. Bu grup flavanoller major olarak
katesin, epikatesin ve epigallokatesin alt gruplarmi igermektedir. Katesinler, dogal
antioksidan aktiviteleriyle bilinirler ve bitkilerdeki bu polifenoller vaskiiler, viral,
gastrointestinal ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar [Gerhauser,

2005; Shimizu ve ark., 2005].

Cay yapraginda bol miktarda bulunan polifenollerin yaklagik ¥a’iinii flavanoller,
flavanollerin de % 60-70’ini (-)-epigallokatesin-3-gallat olusturmaktadir [Katiyar ve
ark., 1997]. Cayin antioksidan etkili bilesikleri olan polifenoller kuru ¢ayin %35’ini
olustururlar. Basglica polifenoller; flavanoller (katesinler), flavonlar ve fenolik
asitlerdir. Hem siyah hem de yesil ¢aydaki en 6nemli kimyasallar ise katesinlerdir

[Shahidi ve ark., 1995].
Taze ¢ay filizinde bulunan katesinler ve oranlari(%, kuru verim):
» (-)-epigallokatesingallat (EGCG) %9-13,

» (-)-epikatesingallat (ECG) %3-6,
» (-)-epigallokatesin (EGC) %3-6,
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» (-)-epikatesin (EC) %1-3.
» Gallokatesin (GC) %3-4
» Katesin(C) %1-2

Katesinler yesil cay yapraklarindaki ana biyoaktif bilesenleri olusturur ve bir bardak
yesil cayda 100-200 mg katesin bulunmaktadir [Xuczaj ve ark., 2005; Zaveri, 2006].

Cay diinyada sudan sonra en ¢ok tiliketilen icecektir. Kisi basma diisen cay
tikketiminin yilda ortalama 40 L oldugu belirtilmektedir [Sumpio ve ark., 2006]. Bu
rakam lilkeler arasinda farklilik géstermekle birlikte, iilkemizde kisi basina yillik ¢ay
tiiketiminin bu ortalamanin tizerinde oldugu diistiniilmektedir. Yilda tiiketilen 2,5
milyon ton ¢ayin %78’1 siyah cay, %20’si yesil cay ve %2’si oolong cayidir. Yesil
cay Camellia sinensis’in yapraklarmin diisiik buharlamadan gecirilmesiyle elde
edilir. Taze ¢ay (Camellia cinensis) yapraklarinin kismi fermantasyonuyla oolong

cay1, kontrollii fermantasyonu ile ise siyah cay {iretilir.

Diinyada cay imalatinin ortalama %76 sin1 siyah ¢ay olusturmakta ve ¢ogunlukla
bat1 tilkeleri ile baz1 Asya iilkelerinde tiiketilmektedir. Yesil cay, total cay iiretiminin
yaklasik %22’°sini olusturmaktadir ve g¢ogunlukla Asya iilkelerinde tiiketilirken,
kuzey Afrika iilkelerinde ve orta Asyada ¢ok az tiiketilmektedir. Oolong ¢ay1 ise total
cay iretiminde yaklasik olarak %?2’lik bir dilime sahiptir ve genellikle Cin ve
Tayvan’ da tiikketilmektedir [ Trevisanato ve ark., 2000; Yang ve ark., 2000].

Yesil ¢ay tiretimi, polifenol oksidaz dahil tiim yiikseltgenme enzimlerini inaktif hale
getirmek icin yiiksek sicaklik veya buharla sok soldurma, kivirma ve kurutma; siyah
cay Uretimi, soldurma, kivirma, enzimatik oksidasyon ve kurutma asamalarin;
oolong cay lretimi ise hafif soldurmadan sonra hafif kivirma, kismen enzimatik
oksidasyon ve kurutma asamalarini igermektedir [Katiyar ve ark., 1997]. Siyah ¢aya,
isleme sirasinda uygulanan oksidasyon sonucu, flavanollerden teaflavinler ve
tearubuginler gibi sekonder polifenoller olusmakta, flavanol igerigi azalmaktadir

[Langley-Evans, 2000; Richelle ve ark., 2001].
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Siyah c¢ay, yapraklarin yavas yavas kurutulmasiyla elde edilirken, yesil cay
yapraklarin toplanir toplanmaz hemen kavrulup hizli bir sekilde kurutulmasi ile elde
edilir. Siyah c¢ay kurutulurken oksijenle tepkimeye girer, yesil ¢aymn kurutma

sirasinda tepkimeye girmesine izin verilmez.

Cizelge 2.5. Cay Yapraginin Bilesimi [Trevisanato ve ark., 2000; Tosun ve ark.,

2005].

% kuru Yokuru
Bilesen madde Bilesen madde
Flavanoller(Katesinler) 17-30 Kafein 3-4
Epikatesin(EC) 1-3 Aminoasit ve 15-19
Epikatesin gallat(ECG) 3-6 protein
Epigallokatesin(EGC) 3-6 Basit karbohidratlar 4
Epigallokatesingallat(EGCG) 9-3 Polisakkaritler 13
Katesin(C) 1-2 Kiil 5
Gallokatesin(GC) 3-4 Seliiloz 7

Lignin 6

Flavonoller ve flavonol 34 Lipitler 2-3
glikozitleri
Leykoantosiyaninler 2-3 Organik asitler 0,5-1,5
Polifenolik asitler ve depsitler 5 Pigmentler 0,5
Toplam polifenoller 30-36

Isleme yontemine baglh olarak cayn fenolik icerigi de degismektedir. Yapilan
arastirmalardan elde edilen verilere dayanilarak, Cizelge 2.6’da cay tiplerine gore
degisen fenolik madde kompozisyonlar1 gosterilmistir [Lee ve ark., 2000; Wang ve

ark., 2000; Tosun ve ark., 2005].
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Yesil cay Siyah ¢ay Oolong ¢ay

6,06a; 1,0-9,54b; 7,22- 4,0 b; 4,1d; 0,04e 1,75a; 0,34e
Epikatesin 13,3¢; 0,55-0,87¢

5,34a; 3-4,92b; 1,42- 1,19-11b; 8,0d 3,58a; 0,63¢
Epikatesin gallat 4,54¢; 1,95-291e

36,53a; 2,0-36,2b; 3,94- | 0,9-6,0b; 10,5d; 0,19¢ | 7,70a; 0,38¢
Epigallokatesin 7,92c¢; 0,44-0,88¢
Epigallokatesin 18,10a; 6,0-32,6b; 5,55- 0,95-12,0b; 16,6d; 8,99a; 3,62¢
gallat 10,4c; 13,37-13,74¢ 0,3e
Gallokatesin gallat 0,26-0,38¢ - 0,11e
Gallokatesin 2,57-2,81b 0,40-1,57b -
Gallik asit 0,74-0,78b; 0,23-0,52¢ 2,79-3,33b; 1,83¢ 0,58e
Teaflavin - 2,5d 0,66a
Tearubugin - 59,4d -

a: mg/g; b: mg/100 mL; c: %; d: mg/g (kuru maddede); e:% (kuru maddede)

Yapilan ¢aligmalar, siyah ¢ayin en 6nemli katesinlerinin, siyah ¢aya rengini ve buruk
aromasini da veren theaflavinler (TF) ve thearubiginlerin (TB) oldugunu
gostermistir.Siyah ¢ay ve yesil c¢aymm etken maddelerinin hastaliklara karsi
korunmada benzer etkiler gosterdigi belirlenmistir [Yang ve ark., 2000; Leung ve

ark., 2002; Hadler ve ark., 2006].

Epidemiyolojik ¢alismalar hem yesil hem de siyah ¢ayimn her yas grubu i¢in basta
koroner kalp hastaliklari, inme, kalp damar hastaliklari, hipertansiyon, mide ve
kolerektal hastaliklar, cesitli kanser tiirleri, karaciger rahatsizliklar1 ve artrite karsi
koruyucu, ayrica antiviral ve antiinflamatuar ve kemik yogunlugunu diizenleyici
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Hem yesil hem de siyah c¢ayin, igeriginde

bulunan polifenolik bilesikler nedeniyle antioksidan bir icecek oldugu ve kronik
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hastaliklardan koruyucu etkisini bu yolla yaptig1 belirtilmektedir [Weisburger ve
ark., 2002; Cooper ve ark., 2005; Gardner ve ark., 2007].

Cayin polifenolik bilesikleri, lipit peroksidasyonunu onleyerek ve serbest radikal
stipiirticti 6zellikleriyle antioksidan etki gosterirler [Mukai ve ark.,2000]. Yapilan
calismalar cay bilesiklerinin farelerde karsinojenezi 6nledigi ispatlanmistir [Lin J.-
K., ve ark., 2000]. Yesil caydan izole edilen cay katesinleri ve teaflavinlerin (bilhassa
teaflavingallat), antiviral (6rn., grip), antibakteriyel (6rn., karyojenik bakteri,
Streptococcus mutans, Helicobacter pylori) ve agiz kokusunu Onleyici agiz

deodorant1 etkileri gosterilmistir.

Cay katesinlerinin en énemlileri katesin ve epikatesindir. (+)Katesin, C halkasinda
beta hidroksil (OH) grubu tasirken, (-)epikatesin C halkasinda alfa OH grubu
tagimaktadir [Mendoza-Wilson, ve ark., 2006]. (-)-Epigallokatesingallat (EGCG)’in
yapilan pek cok c¢aligma ile en etken cay polifenolii oldugu belirlenmistir [Baek ve
ark., 2005; Doss ve ark., 2005; Gramza ve ark., 2005; Rahman ve ark., 2005;
Sutherland ve ark., 2006].

Arastirmacilar, ¢ayin, 6zellikle yesil cayin kanseri 6nleyici 6zelligi tizerinde yillardir
caligmalar yapmaktadirlar. Ancak bugiline dek, bunun nasil oldugu kesin olarak
bilinmiyordu. Jankun ve ekibi, ¢aydaki katesinin, (-)-epigallokathesin gallat olarak
bilinen seklinin, insandaki kanser tiirlerinde yaygin olarak goriilen iirokinazi tasfiye
edici sekilde tepkime gosterdigini belirlemistir. Farelerde yapilan deneyler, iirokinazi
tutan katesin etkinliginin, deney hayvanlarindaki tiimdrleri kigtlttiigiinii, hatta
timiiyle yok edebildigini ortaya c¢ikarmistir [Jankun ve ark., 1997]. Yesil cayin
yapisinda bulunan EGCG’den dolayi, vitamin C ve E’den 100-25 kat daha giiglii
antioksidan aktiviteye sahiptir [Cao ve ark., 2002].

Cay katesinlerinin antioksidan aktiviteleri biiyiikten kiigiige dogru epigallokatesin
gallat>epigallokatesin>epikatesin  gallat> epikatesin seklinde siralanmaktadir
[Vinson ve ark.,1998]. Baska bir ¢alismada ise; epigallokatesin gallat> epikatesin

gallat> epikatesin> epigallokatesin olarak verilmistir [Benzie ve ark., 1999].
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Yesil ¢ay polifenolleri cesitli tiimor hatlar igin sitotoksik etkilidir [Paschka ve ark.,
1998; Okabe ve ark., 1999]. Bazi ¢alismalar yesil cayin anti 16semik etkilerinin
oldugunu ortaya koymustur [Asano ve ark., 1997]. Yesil ¢ay polifenolleri, apoptoza
neden olmaktadir. Bu mekanizma T hiicrelerinde bulunan protein reseptorleri ile,
protein kinaz C nedenli, DNA polimeraz II nedenli, iirokinaz kaynakli, DNA
topoizomeraz II nedenli, aktivator protein 1 (AP-1) ile, baglayici protein ile ve
vaskiiler endotelial biiylime faktorii ile olabilmektedir [Cao ve ark., 1999; Fujiki ve

ark., 1999].

Yesil cay icicilerinde dogal yolla olusan ve yesil ¢ay yapraklarindan ayrigtirilan
serumda ve dokularda bulunan in vitro konsantrasyonlarda EGCG’nin,
dihidrofolatrediiktaz (DHFR) inhibitorii etkisi gosterdigi belirlenmistir (0.1-1.0
pumol/L). Bu veriler yesil cay iciminin kanser iizerinde kesin etki gdsterdiginin ilk
kanitidir ve neden yesil ¢ayin antikarsinojenik ve antibiyotik olarak altenatif tip adina

kullanildigi anlasilmistir [Navarro-Pera'n ve ark., 2005].

Yesil c¢ayin hayvan modellerinde deri, akciger, Ozefagus ve gastrointestinal

kanserlere kars1 kemopreventif etki gosterdigi belirlenmistir [Kuroda ve ark., 1999].

Yesil ¢ay polifenollerinin, S.typhimirium TA98 ve T 100 suslarinda, aril ve
heterosiklik aminler, aflatoksin B;, benzo(a)piren, 1,2-dibromoeter ve 2
nitroproponin mutajenitesini inhibe ettigi belirlenmistir [ Weisburger ve ark., 1996].
Li ve arkadaslari, yesil cay pigmentleri, ¢ay polifenolleri ve ¢ayin dimetilbenzoat
(DMBA) kaynakli karsinogenez onleyici etkilerini, syrian hamsterlerinde ¢aligmistir.
Calisilan oral hiicrelerin MN frekanslarinda zamanla azalma gozlenmistir [Hsu ve
ark.,2003]. EGCG’nin diometrik bir antibiyotik olan bleomisin’in neden oldugu iki
lenfoid hiicre hattinda kromozomal hasarlar1 azalttig1 belirlenmistir [Hsu ve ark.,

2003].

Epidemiyojik ¢aligmalar yesil cay polifenollerinin en etkeni olan EGCG’nin anlaml

kanser Onleyici etkilerinin oldugunu gostermistir. EGCG’nin kanser onleyici etkileri
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antimutajenik aktivitesinden, oksidatif DNA hasar1 baskilayici 6zelliginden ve timér
hiicrelerinde apoptozu indiiklemesinden kaynaklanmaktadir [Chung ve ark., 2001;

Roy ve ark., 2001; Yokoyama ve ark., 2001].

EGCG’nin etkileri, Cin hamsterinde, H,O, ve N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine
(MNNGQG) tarafindan hasara ugratilmis V79 hiicre hattinda, DNA hasar1 ve
mikroniikleus formasyonu ile, insan K-562 losemi hiicre hattinda ise apoptoz
calismalar1 yapilmigtir. Elde edilen bilgilere gore, EGCG’nin, hasarli hiicreleri
apoptoza yonlendirmek suretiyle genetik hasarlardan korudugu belirlenmistir

[Madhumita ve ark., 2003] .

Nick ve arkadaslari, kiiltiire edilmis insan fibroblast hiicrelerinde EGCG’nin UV
hasar1 iizerine etkilerini comet testi ile arastirmislardir. Bu ¢alismaya gore,
EGCG’nin UV kaynakli DNA hasarlarin1 azalttig1 belirlenmistir [Morley ve ark.,
2005]. EGCG’nin gdgiis kanseri lizerindeki etkisi, Kuzey Cinde 20-87 yas araliginda
gbgis kanserli kadin hastalarda aragtirllmigtir. Bu calismaya gore, diizenli EGCG
alinimmiin gogiis kanserine karsi koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir [Min ve

ark, 2007].

Miao ve arkadaslarinin farelerde yaptig1 calismada, EGCG’nin D-galaktoz tarafindan
olusturulan hasara karsitt noroprotektif etkisini incelemisler ve EGCG’nin
antiapoptotik ve antioksidan mekanizmalar ile noroprotektif etki gosterdigini

belirlemislerdir [Miao ve ark., 2009].

2.7. Kaffeik asit fenetil ester

Kimyasal adi1 3,4-dihidroksi sinnamik asit olan kaffeik asit fenetil ester (CAPE),
kafeik asitin esterlesmesi sonucunda sentezlenen, kirmizi renkli meyvelerde (yaban
mersini, boglrtlen, ¢ilek, visne, kiraz, miirver, kus tizimi vb.), Echinacea cinsi
bitkilerde, aycekirdegi tohumlarinda ve turpgillere ait sebzelerde bulunan bir
polifenoldiir. Echinacea purpurea kokleri, kikorik asit (% 1,2- 3,1), tartarik asit,

kafeik asit ve klorojenik asit olmak iizere kafeik asit tiirevleri, alkilamidleri (% 0,01
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— 0,04), poliasetilen tiirevleri, glikoproteinleri, karyofilen, humulen, epoksit gibi
esansiyel yaglar1 (% 0,2) igerir. Echinacea purpurea toprakiistii aksaminda ugucu
yaglar (% 0,08 — 0,32), flavonoidler, alkamidler, polienler ve kafeik asit tiirevleri

bulunur.

CAPE, meyve ve sebzelerin disinda, bal arilarmin irettigi propolisin de etken
maddesidir [Watternberg ve ark., 1980; Ozyurt, ve ark., 2006]. Propolisin iceriginin
% 50’ den fazlasinmi fenolikler (flavonoidler: flavonlar, flavononlar, flavonoller) ile
fenolik bilesikler (fenolik asitler ve esterleri, kumarinler, ketonlar ve digerleri) ve en
az 4 cesit kafeik asit esteri (kafeik asit benzil ester, salisilik asit benzil ester,
sinnamik asit benzil ester ve kafeik asit fenetil ester -CAPE) olusturur [Gabrys ve

ark., 1986; Bankova ve ark., 1992].

CAPE, yapisal olarak flavanoidlere benzemekte ve iki halkasal yap: igermektedir. Bu
halkasal yapilardan bir tanesinde, iki adet hidroksil grubu tagimaktadir. Bu OH grubu
sayesinde, redoks reaksiyonlarinda aktif bir rol oynayarak, E vitamini ve C
vitamininde oldugu gibi, antioksidan o6zellik gostermektedir [Koltuksuz ve ark.,

2000; Ozyurt ve ark., 2006].

CAPE’nin, antioksidan, anti-kanserojen, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-anjiogenik,
anti-invazif, anti-metastatik, immiinodulator, immiinostimiilatdr ve yara iyilesmesini
arttiricr etkileri vardir. 10 mM konsatrasyonda, insan nétrofillerinde reaktif oksijen
tirlerini ve xanthine/xanthine oksidaz sistemlerini engelleyici etkisi vardir
[Koltuksuz ve ark., 2001; Un-Ho ve ark., 2008]. CAPE’nin, karacigeri diyabetik
oksidatif hasardan korudugu, cisplatinin olusturdugu hepatik ve renal hasardan
korudugu ve doxorubicin ile olusturulan nefrotoksisiteye ve cisplatin tarafindan
olusturulan kromozom hasarlarina karsi etkili oldugu belirlenmistir [Yagmurca ve

ark., 2004; Yilmaz ve ark., 2004; Yilmaz ve ark., 2005; Yilmaz ve ark., 2010].

Propolisin antimikrobik etkinliginin esas olarak pinosembrin, pinobanksin gibi
flavonoidler ve benzil pumarat ve kafeik asit esterlerine bagl oldugu bildirilmistir

[Ikeno ve ark., 1991]. Propolis i¢indeki antibakteriyal etki gdsteren maddelerin en
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onemlisi kafeik asit ve kafeatlardir [Bankova ve ark., 1992]. Propolisin akoz
ekstraktinin dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek anti inflamatuvar etki
olusturdugu ve bu enzim iizerindeki etkisinin kismen kafeik asit esterlerine baglh

oldugu gosterilmistir [Strehl ve ark., 1994].

CAPE’in, propolisin karsinostatik etkisinden sorumlu olan en énemli madde oldugu
diisiiniilmektedir [Grunberger ve ark., 1988]. CAPE, adenoviriisler ile transforme
olmus rat embriyo fibroblastlarinin ¢ogalmasini engeller. Kiiltiir ortaminda,
transforme sigan ve insan hiicrelerinde apoptozisi uyararak transforme hiicrelerin
gelisimini yavaglatir [Hall ve ark., 1986]. CAPE, transforme hiicrelere kars1 segici
olarak sitostatik etki gosterirken, normal fibroblastlara karsi ¢ok az etkili ya da hig

etkisiz oldugu gosterilmistir [Su ve ark., 1994; Chiao ve ark., 1995].

Biitiin bunlara ilave olarak, CAPE, insan tiimor hiicrelerinin ¢ogunun ¢ogalmasini
engelleyebilir ve bu etkisini mitojenik uyaran tarafindan indiiklenen oksidatif stireci
engelleyerek meydana getirebilir. Metil kafeat, fenil etil kafeat ve fenil etil dimetil
kafeat gibi kafeik asit esterlerinin iicii de kemo profilaktik etkiye sahiptir. Bu
maddelerin her li¢liniin de azoksi metil ile olusturulan kolon kanseri tizerine inhibitor
etkisi belirlenmistir. Insan kolon adeno karsinomunda bu ii¢ kafeik asit esterinin de
tirozin protein kinaz enziminin etkisini dnemli miktarda engelledigi gosterilmistir
[Rao ve ark., 1993]. Baska bir ¢alismada, azoksi metil tarafindan olusturulan kolon
kanserinin inhibisyonunda, fenil etil metil kafeatin, kafeik asit esterleri i¢inde en

etkilisi oldugu gosterilmistir [Hepsen ve ark., 1996].

Spraque-Dawley erkek siganlarda yapilan bir ¢alismada bir antitiimoral ajan olan
bleomisin (BL) kaynakli pulmoner fibrosis tizerinde CAPE ve E vitaminin iyilestirici
etkileri arastirilmistir. CAPE ve E vitaminin, pulmoner fibrosis enzim aktivitelerini
bozarak hasara neden olan BL'nin etkisini azalttig1 gozlenmistir. Bu etkinin, enzim
aktiviteleri bozulurken olusan serbest radikallerin, uygulanan antioksidan karakterli
E vitamini ve CAPE’nin radikal siipiiriicii etkisinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir

[Ozyurt ve ark., 2006].
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Wistar albino erkek siganlarinda, CCly kullanimi ile akciger dokusunda meydana
gelen hasara karst CAPE’nin koruyucu etkisi incelendiginde, CAPE’nin CCly
kaynakli histopatolajik degisikliklerin kaybolmasimna sebep oldugu gozlenmistir
[Ogetiirk ve ark., 2009].

Propolise benzer biyolojik ve farmakolojik ozellikler gosteren CAPE’nin HL-60
l6semi hiicrelerinde, SW480 kolorektal tiimor hiicreleri, HCT 116 insan kolorektal
hiicreleri, ME 180 insan serviks kanser hiicreleri, C6 glioma hiicreleri, MCF-7 gdgiis
kanseri hiicreleri, transforme olmus rat embriyonik fibroblast hiicreleri ve transforme
olmamig rat fibroblast hiicrelerinde proliferasyonu inhibe edip, apoptozu indiikledigi
gosterilmistir [Liao ve ark., 1999; Hung ve ark., 2003; Lee ve ark., 2003; Watabe ve
ark., 2004; Wang ve ark., 2005; He ve ark., 2006].

Insan miyeloid 18semi U937 hiicrelerinde CAPE’nin apoptoz iizerine etkileri
aragtirtlmistir. CAPE’nin U937 hiicre canliligimi doza ve zamana bagli olarak
azalttigt belirlenmistir. DAPI niiklear boyamasi sonucunda, 5 pg/ml CAPE
uygulanmis U937 hiicrelerinde tipik niiklear kondensasyon ve apoptoz fenotipi
gbzlenmistir. Calismalar sonuncunda CAPE’nin insan miyeloid l6semi U937
hiicrelerinde mitokondri kaynakli apoptozu uyardig: belirlenmistir [Un-Ho ve ark.,

2008].

Sicanlarda sigara inhalasyonu sonucu prefrontal kortekste olusan yapisal
degisiklikler tizerine kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in koruyucu etki saglayip
saglamadig1 incelenmistir. Bu calismada, sigara dumaninin prefrontal kortekste
meydana getirdigi hasarin CAPE uygulamasi ile dnlendigi tespit edilmistir [Pekmez
ve ark., 2004]. Buradaki koruyucu etkinin CAPE’in olas1 antioksidan 6zelligine bagl
oldugu tespit edilmistir. Aym arastiricilar tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada,
sican testisinde sigara maruziyeti ile olusan histolojik degisiklikler iizerine kafeik asit
fenetil esterin koruyucu etkisi arastirilmistir. Sigara dumanina maruz kalan sicanlarin
testis fonksiyonlarinda bir azalma oldugu, serum testosteron seviyeleri ve seminifer
tiibiil ¢aplarinda bir diislis oldugu ve bu diisiisiin CAPE uygulamasi ile engellendigi
tespit edilmistir [Pekmez ve ark., 2001].
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Lidip peroksidasyonuna neden oldugu bilinen 900 MHz’lik elektromanyetik alanda
birakilmig olan ratlarin karaciger enzim diizeyleri iizerine CAPE’nin antioksidan
etkisi incelenmistir. CAPE, antioksidan enzim seviyelerini yiikseltip, oksidatif
bilesiklikler yaparak rat karacigerinde bir koruma sistemi olusturmustur [Koyu ve

ark., 2009].

Yukarida kisaca 6zetlenen ¢alismalardan da gorebildigimiz gibi, antioksidan aliminin
cesitli mutajenlere karsi koruyucu rol oynadigi bunu da, hiicrelerdeki ¢esitli hasarlari
azaltarak, Ozellikle serbest radikalleri azaltmak veya bunlarin etkisini engellemek
suretiyle  gerceklestirdigi  gOsterilmistir.  Antioksidan  takviyesi  yapilmis
hayvanlardaki yasam siiresinin, antioksidan takviyesi yapilmayanlara gore daha uzun
oldugu belirlenmistir [Lee ve ark., 2008]. E ve C vitaminleri yasam siiresini uzatan

onemli antioksidan vitaminler olarak karsimiza ¢ikmaktadir [Miguel ve ark. 1982].

Bu tez c¢aligmasinin amaci, giiglii antioksidanlar olduklar1 bilinen (-)-
epigallokatesingallat ve kafeik asit fenetil ester’in genotoksik etki gosterip
gostermedigini ve antikanser ilact olarak kullanilan MMC ve oksidan oldugu bilinen
H,O, tarafindan olusturulan genotoksik hasar {izerine koruyucu etkili olup
olmadigini, insan lenfositlerinde kromozom aberasyonu, kardes kromatid degisimi,

mikroniikleus ve comet testleri ile degerlendirmektir.
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1 Kromozom Incelenmesi i¢cin Materyal

Bu arastirmada, epigallokatesin gallat ve kafeik asit fenetil ester’in olas1 genotoksik
etkileri ve antikanser tedavisinde kullanilan mitomisin-C tarafindan olusturulan
genetik hasara kars1 antigenotoksik etkileri insan periferal kan lenfositlerinde
incelenmistir. Arastirmada kullanilan periferal kan, sigara ve alkol kullanmayan,
herhangi bir saglik problemi olmayan ve genotoksik ajanlara maruz kalma oykiisii

olmayan 24 yasinda bir bayan ve 21 yasinda bir erkek dondrden temin edilmistir.

Test Materyali

Epigallokatesin gallat

Bu arastirmada kullanilan antioksidan maddelerden (-)-epigallokatesin gallat ¢esitli
adlarla bilinmektedir: (—)-cis3,3',4',5,5',7-hekzahidroksi-flavan-3-gallat (2R, 3R)-2-
(3,4,5-trihidroksifenil)-3,4-dihidro-1(2H)-benzopiren-3,5,7-triol 3 (3, 4, 5 trihidroksi-
benzoat). CAS NO: 89-51-5, kimyasal formiilii: C2,H;30,;, molekiil agirhigi: 458,38
gr’dir. Yapisal formiil Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Epigallokatesin gallat’in yapisal formiili
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Kafeik Asit Fenetil Ester

Bu c¢aligmada kullanilan diger antioksidan kafeik asit fenetil esterdir. Kafeik asit
fenetil ester, ¢esitli adlarla bilinmektedir: 2-Propenoik asit, 3-(3,4-dihidroksifenil)-,
2-fenetil ester, (E), fenetil kafeat gibi. CAS NO: 4594-70-9, kimyasal formiilii:
C17H1604, molekiil agirligi: 284,31 gr’dir. Yapisal formiil Sekil 3.2°de verilmistir.

oH
oH

~__ O
8] 8]

Sekil 3.2. Kafeik asit fenetil esterin yapisal formiilii

3.2. Metot

3.2.1. Cahismada kullamlacak konsantrasyonlarin belirlenmesi

Epigallokatesin gallat ile ilgili daha once literatiirde yapilmis ¢aligmalarda, oral LDsg
dozu farelerde 2170 mg/kg olarak, ratlarda 2800 mg/kg olarak belirlenmistir.
Ratlarda intraperitonal LDsy dozu 1500 mg/kg’dir. Yapilan calismalarda,
polifenollerin en etkili konsantrasyonlarmin 6zellikle 0,1 puM ve civart oldugu
belirlenmistir. Biitiin bu bilgiler dikkate alinarak, EGCG’nin insan periferal kan
lenfositlerine uygulanilacak konsantrasyonlar1 baglangi¢ i¢in 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05
ug/mL olarak belirlenmistir. Ancak, yapilan 6n denemelerde, EGCG’nin yiiksek
konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonunu engellemesi nedeniyle, iki yiiksek
konsantrasyon ¢ikarilmis ve g¢alisma dozlari 0,5, 0,1, 0,05, 0,01 pg/mL olarak

belirlenmistir.
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Bu arastirmada kullanilan diger antioksidan kafeik asit fenetil esterin uygulama
konsantrasyonlari, Devipriya ve arkadaslarinin yaptig1 komet deneyinde kullandiklar
konsantrasyonlar referans alinarak 12, 10, 8, 6, 4, 2 ve 1 pug/mL olarak denenmistir
[Devipriya ve ark., 2008]. Ancak yapilan 6n denemede, kafeik asit fenetil esterin
kullanilan ytiksek diizeydeki konsantrasyonlari, hiicre proliferasyonunu baskiladigi

icin, uygulama dozlar1 8, 4, 2 ve 1 pg/mL olarak belirlenmistir.

3.2.2. Preparatlarin Hazirlanmas

Kiiltiire alinmis insan lenfositlerindeki calismalar

Kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) testi icin

preparatlarin hazirlanmast

Lenfositlerin elde edilmesi i¢in, sigara igmeyen, herhangi bir saglik sorunu olmayan
bir bayan ve bir erkekten alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kanin
0,2 mL’si steril sartlarda, 2,5 mL’lik kromozom ortamina (Chromosome medium B)
ilave edilmistir. Her bir tiipe, 10 pg/mL olacak sekilde BrdU (5-Bromo-2-
deoksiuridin=Bromodeoksiiiridin) ilavesi yapilmistir. Lenfosit proliferasyonunu
arttirmak amaciyla, yine her bir tiipe 50 pg/mL fitohemaglutin (PHA) ilavesi
yapilmistir. Tipler, 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

Bu c¢aligmada epigallokatesin gallatin olas1 genotoksik ve antigenotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla, 2 deney grubu olusturulmustur. Birinci gruba, sadece
EGCG’nin 6nceden belirlenmis olan 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 pug/mL’lik konsantrasyonlari
tek basina uygulanirken, ikinci gruba, 0,2 pg/mL mitomisin-C (MMC) ile birlikte
EGCG’nin ayni konsantrasyonlari, es zamanli olarak uygulanmigtir. Caligmalarda
ayrica, higbir uygulama yapilmayan bir negatif kontrol grubu, ¢dziicii kontrol grubu
(50 pg/ml etanol) ve antikanser ilaci olan MMC’nin tek basina uygulandigi bir
pozitif kontrol grubu (0,2 pg/ml mitomisin-C) da kullanilmigtir.  Biitiin
uygulamalarda, EGCG, MMC+EGCG, ¢oziicii ve MMC ilaveleri, inkiibasyonun 48.

saatinde gercgeklestirilmistir. Toplam inkiibasyon siiresi 72 saat olarak uygulanmistir.
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Kafeik asit fenil ester’in (CAPE) olas1 genotoksik ve antigenotoksik etkilerini
belirlemek amaciyla, EGCG uygulamasina benzer bir uygulama yapilmistir. Bu
calismada da CAPE’nin 1, 2, 4 ve 8 pg/mL’lik konsantrasyonlart hem tek basina ve
hem de 0,2 pg/mL’lik MMC ile es zamanli olarak insan lenfositlerine, inkiibasyonun
48. saatinde ilave edilmistir. Burada da bir negatif, bir ¢oziicii ve bir de pozitif
kontrol grubu olusturulmustur. Toplam inkiibasyon siiresi bu deneyde de 72 saat

olarak uygulanmistir.

Her iki antioksidan madde c¢alismasinda, kiiltiir siiresinin 70. saatinde, her bir tiipe
0,06 pg/mL kolkisin ilave edilmistir. 72. saatte kiiltiir tlipleri etiivden ¢ikarilarak
1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Tiipiin dibinde
kalan 0,5-0,7 mL’lik kisma, 37°C’deki 0,075 M KCI ¢ozeltisinden 5 ml ilave
edilmistir. Kiiltiir tiipleri 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra, 1200
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve silipernatant atilmistir. Tiiplere, soguk 3:1
metanol:asetik asitten, 5 ml ilave edilmis ve takiben, buzdolabinda +4°C’de, 45
dakika tespit islemi uygulanmistir. Tespit islemi 2 kez daha tekrarlandiktan sonra,
slipernatant atilmistir. Pipetaj yapilarak homojen hale getirilen tiipiin dibindeki hiicre
slispansiyonu, soguk lamlar iizerine, 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara
damlatilmigtir. Hazirlanan preparatlar, oda sicakliginda ve karanlik ortamda, 24 saat
kurumaya birakilmistir. Bu ¢alismada, Celik ve arkadaslarinin metodu kullanilmistir

[Celik ve ark., 2006].

Mikroniikleus (MN) testi igin preparatlarin hazirlanmasi

Mikrontikleus testi i¢in saglikli, sigara igmeyen bir erkek ve bir bayan dondrden
alman periferik kanin 0,2 mL’si, igerisinde 2,5 mL kromozom besi ortami
(chromosome medium B) bulunan tiiplere ilave edilmis ve 37°C’deki inkiibatore
yerlestirilmistir. Kiiltiir siiresinin 24. saatinde besi ortamlarina EGCG’nin 0,01, 0,05,
0,1 ve 0,5 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 hem tek basina ve hem de 0,2 pg/mL MMC
ile es zamanl1 olarak ilave edilmistir. MN uygulamasinda da bir pozitif, bir negatif ve

bir de ¢oziicii kontrol bulundurulmustur. MN analizi i¢in uygulamalar, 48 saat siire
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ile yapilmistir. Sitokinezi bloke etmek amaciyla tiim kiiltiirlere inkiibasyonun 44.
saatinde 7 pl sitokalasin-B ilave edilmistir. Bu ¢alismada da inkiibasyon siiresi 72

saat olarak uygulanmistir.

Kafeik asit fenetil esterin 48 saatlik uygulamasinda yeterli sayida bintiklat hiicre elde
edilemediginden, modifiye bir metot kullanilmistir. Bu metoda gbre toplam 68 saat
olan kiiltiir siliresinin 44. saatinde kafeik asit fenetil ester’in 1, 2, 4 ve 8 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 hem tek basina ve hem de 0,2 pg/mL MMC ile birlikte es zamanl
olarak besi ortamina ilave edilmistir. Bu uygulamada da bir negatif, bir ¢6ziicii ve bir
de pozitif kontrol grubu olusturulmustur. Burada muamele siiresi 24 saat olarak
uygulanmigtir. Kiiltiir sliresinin 44. saatinde tiim tiiplere sitokinezi bloke etmek

amaciyla, 7 ul sitokalasin-B ilave edilmistir.

Uygulamalar tamamlandiktan sonra, kiiltiir tiipleri 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmis ve silipernatant atilmistir. Tiiplere soguk 0,075 M KCI ¢ozeltisinden 5’er ml
ilave edilmistir. Tiipler buzdolabinda 5 dakika bekletildikten sonra, 1000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilip slipernatant atilmistir. Tiiplere soguk 3:1 metanol:asetikten
5’er ml eklenmis ve hiicreler 15 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Fiksasyon iglemi
3 kez uygulanmustir. 3. fiksatife son konsantrasyonu %1 olacak sekilde formaldehit
ilave edilmistir. Son kez santrifiij edilen tiiplerdeki stipernatant atilmis ve kalan kisim

homojenize edilip, 15-20 cm yiikseklikten soguk lamlara damlatilmistir.

Preparatlarin boyanmasi

Hazirlanan preparatlar, kromozomal anormalliklerin, mikroniikleuslarin ve mitotik
indeksin belirlenmesi amaciyla, % 5’lik Giemsada (pH=6,8), 20-25 dakika
boyanmistir. Kardes kromatit degisimlerinin goézlenmesi icin, floresant+Giemsa
boyamasi, Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metotta baz1 modifikasyonlar
yapilarak uygulanmistir [Speit ve Haupter, 1985]. Buna gore, preparatlar 254 nm
dalga boyunda 13 dakika i1sinlanmistir. Preparatlar, 60°C’lik 1xSSC’de, 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Preparatlar, % 5’lik Giemsa ile (pH= 6,8) 20 dakika
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boyanmistir. Saf suda yikanan preparatlar, oda sicakliginda kurutulmus ve DPX ile

daimi hale getirilerek mikroskobik incelemeye alinmistir.

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesi ve mitotik indeksin saptanmast

Kromozom anormalliklerinin beelirlenmesinde, her bir uygulama i¢in kromozomlari
iyi dagilmis olan 200 metafaz hiicresi (100 bayan ve 100 erkek, toplam 200 hiicre)
incelenmistir. Toplam hiicre igindeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina
diisen kromozom anormalligi sayis1 belirlenmistir. Mitotik indeksin (MI)
belirlenmesinde, her uygulama i¢in 2000 hiicre (1000 bayan ve 1000 erkek, toplam
2000 hiicre) degerlendirilmistir.

Kardes kromatid degisiminin ve replikasyon indeksinin belirlenmesi

Kardes  kromatit  degisimi  sayisimin  belirlenmesinde  her  uygulama
konsantrasyonunda, bayan ve erkek bireye ait preparatlarin her birisinde,
kromozomlari iyi dagilmis ve ikinci mitoz boliinme gegiren 25’er hiicre (toplam 50
hiicre) incelenmistir. Kardes kromatid degisimi sayisi, bir kromozomun agik
boyanmis kromatitindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis
kromatitindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore
birli, ikili ve tglii degisimler olarak degerlendirilmistir. Her bir uygulama igin
replikasyon indeksi, 200 hiicre iizerinden (100 bayan, 100 erkek),
RI=1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)/N formiiliinden belirlenmistir. Burada M1, birinci; M2,
ikinci ve M3, {igiincii metafaz evresindeki hiicreler, N ise incelenen toplam hiicre

sayisini gostermektedir [Gomez-Arroya, 2000].

Mikroniikleus frekansinin ve niikleer boliinme indeksinin belirlenmesi

Mikroniikleus frekansinin belirlenmesinde, ¢ekirdek boliinmesini tamamlamis, fakat
sitoplazma boliinmesini gergeklestirememis iki ¢ekirdekli (biniikleat) hiicreler
degerlendirilir. Bu ¢alismada, her bir uygulama i¢in 2000 adet (1000 erkek ve 1000

bayan) binukleat hiicre, mikroniikleus tasiyip tasimadigina gore degerlendirilmistir.
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Biniikleat hiicreler, tasidiklar1 mikroniikleus sayisina goére, 1 mikroniiklueslu, 2
mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu olmak iizere degerlendirilmis ve hiicre basina
diisen MN sayist (MN/hiicre)=1x(1MN)+2x(2MN)+3x(3MN+4MN)/N (N incelenen
toplam hiicre sayisi) formiilii kullanilarak belirlenmistir. Niikleer boliinme indeksinin
belirlenmesi i¢in, her uygulamadan toplam 1000 hiicre incelenmistir (500 bayan ve
500 erkek). Hiicreler 1, 2, 3 ve 4 cekirdekli hiicreler seklinde degerlendirilmis
(sirastyla 1IN, 2N, 3N ve 4N) ve  niikleer Dboliinme  indeksi
(NBD)=1x(1N)+2x(2N)+3x(3N+4N)/n (n, incelenen toplam hiicre sayis1) formiili ile
hesaplanmistir [Aksoy ve ark., 2006].

Izole edilmis insan lenfositlerindeki calismalar

Comet testi

Bu calismada, antioksidan maddelerden EGCG ve CAPE’nin, insan periferal
lenfositlerinde meydana getirdigi DNA hasar1 ve oksidan oldugu bilenen H,O;’in
meydana getirdi§i DNA hasarina kars1 olas1 iyilestirici etkisi, comet testi ile

incelenmistir.

Comet testinde, Singh ve arkadaglarinin metodu bazi modifikasyonlar yapilarak
kullanilmistir [Singh ve ark., 1988]. Bu testte, PBS ile siispanse edilen periferik
kandan lenfositler izole edilmistir. Bu hiicreler, EGCG’nin 0,01, 0,05, 0,10 ve 0,50
ug/mL’lik konsantrasyonlar: ile hem tek basina ve hem de 100 uM H,O, ile
muamele edilmistir. Benzer sekilde, izole lenfositler, CAPE’nin 1, 2, 4 ve 8
ng/mL’lik konsantrasyonlari ile hem tek basima ve hem de 100 uM’lik H,O, ile es
zamanl olarak 1 saat muamele edilmistir. Her iki antioksidan uygulamasinda da hem
pozitif (100 uM H,0,), hem negatif ve hem de ¢oziicii kontroller bulundurulmustur.
Canlilik oran1 % 90°den fazla olan kiiltiirden elde edilen ve agar kapli lam tiizerine
yayilan lenfositlere lizing uygulanmis, takiben elektroforez tamponunda (pH>13), 25
V, 300 mA’da 20 dak. elektroforez uygulanmistir. Noétralizasyon tamponu ile
muamele edilen preparatlar, 50 pl EtBr (20 pg/mL) ile boyanmistir. DNA hasarlarini
belirlemek i¢in, floresan atagmanli mikroskopta (Olympus BX 51), “Comet Assay
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IV, Perceptive Instruments Ltd. UK analiz sistemi kullanilarak, X400 biiyiitmede
her bir konsantrasyondan 200 hiicre (100 erkek, 100 bayan) incelenmistir. Elde
edilen DNA hasarlari, % kuyruk (comet) yogunlugu ve kuyruk (comet) uzunlugu

cinsinden degerlendirilmistir.

Istatistiksel analizler

Bu ¢alismada, anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi ve
kardes kromatid degisimi sayisi, mitotik indeks, replikasyon indeksi, mikroniikleus
frekansi, niikleer boliinme indeksi ve % kuyruk yogunlugu ve kuyruk uzunlugu i¢in
doz-etki iligkisini ortaya koymak amactyla SPSS 13.0 bilgisayar programiyla

regresyon analizi uygulanmistir.

Uygulama ve kontrol gruplarindan elde edilen mitotik indeks (MI), replikasyon
indeksi (RI), anormal hiicre frekansi, hiicre basina diisen kromozom anormalligi ve
mikroniikleus frekansi sonuglar1 z-testi ile, kardes kromatid degisimi ve comet testi

sonugclar t-testi ile analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. (-)-Epigallokatesin Gallat’in Tek Basina ve MMC Tarafindan Olusturulan
Genetik Hasara Kars: Etkileri

Bu calismada, (-)-Epigallokatesin gallatin genetik etkilerini belirlemek amaciyla, in
vitro insan periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatid
degisimi, mikroniikleus ve comet testleri kullanilmistir. EGCG’nin 0,01, 0,05, 0,10,
0,50 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 hem kendi basina ve hem de antikanser
tedavisinde kullanilan MMC (0,2 pg/mL) ile birlikte es zamanli olarak, lenfositlere
24 saat siireyle uygulanmistir. Bu maddelerin uygulamasi, kiiltiiriin 48. saatinde
yapilmustir. Deneylerde bir negatif, bir ¢oziicii (%50 etanol) ve bir de pozitif kontrol
(0,2 pg/mL MMC) bulundurulmustur.

Kromozomal anormallikler (KA) lizerine etkisi

EGCG’nin dort farkli konsantrasyonda yalmiz basina ve pozitif kontrol MMC ile
birlikte es zamanli uygulandig insan periferal lenfositlerinde gozlenen kromozomal
anormallik tipleri, anormal hiicre frekansi ve hiicre basina diisen kromozomal
anormallik sayis1 Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Bu uygulamalarda elde edilen
anormallikler, poliplioidinin dahil edildigi ve dahil edilmedigi iki ayr1 sekilde

degerlendirilmistir.

EGCG’nin tek basina uygulamasi sonucunda, insan lenfositlerinde kromatid kirigi,
kromozom kirigi, fragment, kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozom
olmak tizere bes farkli yapisal ve poliplodi seklinde bir tip sayisal kromozom
anormalligi gézlenmistir. En ¢ok goriilen anormallik, kromatid kirigidir. Kromozom
anormalligi frekansi, tiim konsantrasyonlarda hem poliploidili ve hem de
poliploidisiz (0,10 pg/mL hari¢) degerlendirmede, 6nemli diizeyde artig gosterirken,
bu artis ¢oziici kontrole goére Onemli degildir. EGCG’nin kromozom

anormalliklerinde meydana getirdigi artig, pozitif kontrol diizeyinde degildir.
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KA/hiicre sayisi da, hem poliploidili ve hem de poliploidisiz degerlendirmede,
negatif kontrole gore tiim konsantrasyonlarda (poliploidisiz, 0,10 pg/mL harig),
onemli artig gosterirken, bu artig ¢oziicii kontrolle kiyaslandiginda, sadece en yliksek
konsantrasyonda (0,50 pg/mL), poliploidili degerlendirmede 6nemli diizeydedir.
EGCG’nin anormal hiicre frekans1 ve KA/hiicre sayisinda meydana getirdigi artis,

pozitif kontrolden 6nemli diizeyde diistiktiir.

EGCG’nin antikanser ilag olan MMC’nin 0,2 pg/mL’lik konsantrasyonu ile birlikte
uygulamasi sonucunda da insan lenfositlerinde kromatid kirigi, kromozom kirigi,
fragment, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom ve kromatid degisimi
olmak iizere alti farkli yapisal ve poliplodi seklinde bir tip sayisal kromozom
anormalligi gozlenmistir. Bu uygulamada da en sik goriilen anormallik kromatid
kingidir. Elde edilen sonuglar poliploidili ve poliploidisiz olarak degerlendirilmistir.
EGCG, MMC ile es zamanli uygulandiginda, anormal hiicre frekansi, hem
poliploidili ve hem de poliploidisiz degerlendirmede, pozitif kontrole gore bile artis
gostermekle beraber, bu artig istatistiksel agidan 6nemli degildir (poliploidili, 0,01
pug/mL harig). Ancak, KA/hiicre sayisinda goézlenen artis, MMC ile es zamanl
uygulanan biitin EGCG konsantrasyonlarinda, hem poliploidili ve hem de

poliploidisiz degerlendirmede, 6nemli diizeydedir.



Cizelge 4.1. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonunda insan periferal kan lenfositlerinde goriilen kromozomal anormallikler ve

frekanslari
Uygulama Yapisal Anormallikler Sayisal Poliploidili Poliploidisiz Poliploidili Poliploidisiz
anormall Anormal Hiicre Anormal Hiicre KA/hiicre KA/hiicre
Uygulama Grubu ikler +SE (%) +SE (%) +SE +SE
Dozlar
Siire (ug/mL) ktk kzk f | kkb | dk | kd p
(saat)
MMC | EGCG
Negatif Kontrol R - 6 1 - - - - - 3.5+1.29 3,5:1,29 0.03+0.01 0.03=0.01
Cozicti Kontrol A - 20 1 - - 1 - 1 10,5+ 2,17 10,0+2,12 0.11£0.02 0.11=0.02
Pozitif 241 02 - 67 13 | 6 1 4 8 - 35,5+3,38 35,5+ 3,38 0.48+0.03 0.48+0.03
Kontrol(MMC)
EGCG 24 . 0,01 20 . . 1 y 4 11,042,221 9,00+ 2,02° 0.13+0.02°*° 0.11+0.02°°
- 0,05 21 2 2 - 1 - 7 14,0+ 2,45°° 10,5 2,17° 0.16+ 0.02°°° 0.13+0.02°*
- 0,10 16 - - - - - 7 11,5+ 2,25 8,00+ 1,92 0.11£0.02°° 0.08+ 0.01
. 0,50 30 2 2 1 - - 2 17,0+ 2,65°° 16,0+ 2,59°°° 0.18£0.027°**" 0.17+0.02°*
MMC+ EGCG 241 o2 0,01 152 6 11 y 1 30 2 45,5£3,52" 44,5+ 3,51 1.010.00™" 1.00+ 0.00""
0,2 0,05 193 5 4 - - 11 1 43,0+ 3,50 42,5+ 3,49 1.07+£0.01" 1.06+0.017
0,2 0,10 148 6 12 1 - 19 3 39,0+ 3,44 37,5£3.42 0.94+0.01"" 0.93+£0.01""
0,2 0,50 222 10 12 1 - 23 1 42,5+ 3,49 42,0+ 3,49 1.34+0.04™ 1.43£0.05™

Ly
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Ktk: Kromatid kirig1, Kzk: Kromozom kirigi, F: Fragment, Kkb: Kardes kromatidlerde birlesme Dk:
Disentrik  kromozom, Kd: Kromatid degisimi, P: Poliploidi MMC: Mitomisin-C, EGCG:
Epigallokatesin galat

* Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli(z-test)
** Negatif kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlaml (z-test)
*** Negatif kontrole gére p<0,001 diizeyinde anlaml (z-test)

" Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (z-test)

4+

Pozitif kontrole gére p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

POLIPLOIDILT ANORMAL HUCRE(%)

®  Negatif kontrol
50+ O Coziicii kontrol
451 B Pozitif kontrol
40
35 8 0.0l pg/ml EGCG
301 g 0.05 pg/ml EGCG
254 8 0.10 pg/ml EGCG
204 8 0.50 pg/ml EGCG
1 |
lf), 8 0.2 ug/ml MMC+0.01 ug/ml EGCG
s 0 0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
N 8 0.2 ug/ml MMC+0.10 ug/ml EGCG
=}

KONTROL  EGCG  MMCEGCG 0.2 pg/ml MMC+0.50 pg/ml EGCG

Sekil 4.1. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidili degerlendirmede anormal hiicre frekanslari

POLIPLOIDISIZ ANORMAL HUCRE(%)

B Negatif kontrol
45 O (Coziicii kontrol
401 B Pozitif kontrol
351
g 0.01 pg/ml EGCG
301 0 0.05 pg/ml EGCG
2 B (.10 pg/ml EGCG
207 B 0.50 pg/ml EGCG
151
101 B 0.2 pg/ml MMC+0.01 pg/ml EGCG
5 O 0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
0] g 0.2 ug/ml MMC+0.10 pg/ml EGCG
KONTROL EGCG MMC+EGCG o 0.2 }J.g/l’l’ll MMC+0.50 ug/ml EGCG

Sekil 4.2. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidisiz degerlendirmede anormal hiicre frekanslar



POLIPLOIDILI KA/Hiicre = Negatifkontrol
Coziicii kontrol
1.4- B Pozitif kontrol
121 O 0.01 pg/ml EGCG
14 O 0.05 pg/ml EGCG
0.8 B 0.10 pg/ml EGCG
0,6 O 0.50 ug/ml EGCG
0,4
02 8 0.2 pg/ml MMC+0.01 pg/ml EGCG
: B 0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
0 B 0.2 pg/ml MMC+0.10 pg/ml EGCG
KONTROL  EGCG MMC+EGCG B 0.2 pg/ml MMC+0.50 pg/ml EGCG

Sekil 4.3. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidili degerlendirmede KA/hiicre

. C - .
POLIPLOIDISIZ KA/Hiicre Nfg?tlnf kontrol
Coziicii kontrol

Pozitif kontrol

E O

1,51
0.01 pg/ml EGCG
0.05 pg/ml EGCG
0.10 pg/ml EGCG
0.50 pg/ml EGCG

O @00

051 0.2 pg/ml MMC-+0.01 pg/ml EGCG

0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.10 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.50 pg/ml EGCG

OO0 ®m

KONTROL EGCG MMC+EGCG

Sekil 4.4. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidisiz degerlendirmede KA/hiicre
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Resim 4.1. Epigallokatesin gallat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirig
b)kromozom kirig1, ¢) fragment, d) kardes kromatidlerde birlesme,
e) disentrik kromozom f) kromatid degisimi, g) poliploidi
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Resim 4.1. (Devam) Epigallokatesin gallat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gézlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirigi,
b) kromozom kirigi, ¢) fragment, d) kardes kromatidlerde birlesme,
e) disentrik kromozom, f) kromatid degisimi, g) poliploidi
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Kardes kromatid degisimi (KKD), mitotik indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI)

uzerine etkisi

Cizelge 4.2°de (-)-epigallokatesin gallat’in dort farkli konsantrasyonunun, tek basina
ve pozitif kontrol MMC ile birlikte es zamanli uygulamasi sonucunda, kiiltiirdeki
insan periferal lenfositlerinde kardes kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve
mitotik indeks iizerine etkileri gosterilmistir. EGCG’nin tek basina uygulamasi, 1-13
arasinda KKD olusumuna neden olmustur, fakat bu miktar, negatif ve c¢oziicii
kontrolle ayni diizeydedir. KKD/hiicre sayisi, negatif kontrolle karsilastirildiginda,
0,01 pg/mL disindaki tiim konsantrasyonlarda onemli diizeyde artis gostermistir.
EGCG’nin tek bagina uygulamasi, ¢oziicii kontrol ile karsilastirildiginda yalniz en
yluksek konsantrasyon olan 0,01 pg/mL’lik doz azalma saglarken, diger
konsantrasyonlarda KKD sayisinda artisa neden olmustur. Ancak bu artis, sadece en

yiiksek konsantrasyon olan 0,50 pg/mL’lik konsantrasyonda énemli diizeydedir.

MMC ile es zamanh olarak EGCG uygulamasi yapilan insan lenfositlerinde,
minimum-maksimum KKD sayisi, 7-38 arasinda olup, bu say1, pozitif kontrole gore
daha azdir. KKD/hiicre sayisi, pozitif kontrole gore, 0,50 pg/mL disindaki tiim
konsantrasyonlarda 6nemli diizeyde azalma gdstermistir. Ancak bu azalma, negatif

ve ¢oziicii kontrollere kiyasla yine de anlamli diizeyde yiiksektir.

Bu uygulamada, replikasyon indeksinde bir miktar degisim goézlenmis, fakat bu
degisim, ne EGCG’nin tek bagina uygulamasi ve ne de MMCH+EGCG

uygulamalarinda, kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli degildir.

EGCG’nin tek basina uygulamasi, mitotik indeksi diigiirmiistiir. Bu diisiis, sadece
negatif kontrole gore anlamli iken, c¢oziici kontrole goére anlamli degildir.
MMC+EGCG uygulamalari, negatif ve pozitif kontrole gore anlamli diizeyde
azalmaya neden olmustur. Ancak bu azalma, ¢6ziicli kontrole gore sadece, 0,01 ve

0,10 ng/mL’lik EGCQG ilavelerinde anlaml diizeydedir.
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Cizelge 4.2. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal

lenfositlerinde gozlenen KKD, Ri ve MI frekanslar1

Uygulama
Uygulama grubu Dozlar =\ \jin max | KKD/hiicre= SH | M, | M | Ms [RI£SH | M1+ SH
e g Siire (ng/mL) KKD ! 2 3
(saat)
MMC | EGCG
Negatif Kontrol | 24 | - - 1-13 530035 35 |76 | 89 | 2,27+ 0,05 | 5,85+ 0,52
Coziicii Kontrol | 24 | - - 211 | 6,08+037 46 | 71 |83 | 2,18+0,05 | 3,50+ 0,41
Pozitif Kontrol | 24 | 02 | - 1939 | 27.50+0,85 51 (83 |66 |2,07+0,05 | 4,70+ 0,47
EGCG 24 | - | 001 13 |5,98+0,33 45 85 [70 | 2,124 0,05 | 3,35+ 0,40"°
- | 005 | 110 [7,10+040° 70 (92 |38 | 1,84+ 0,05 | 3,95+ 0,43
- | 010 12 [ 7,04£0,33° 76 82 |42 | 1,83£0,05 | 3,55 0,41
- | 050 - 7,54+ 038" |57 |89 | 54 | 1,98+ 0,05 | 4,05+ 0,44°
MMC+EGCG | 24 | 02 | 0.01 | 1127 |17,96£0,62° |80 |76 |44 | 1,82+ 0,05 |2,45%0,34"
02 | 005 | 732 [1588£099° |76 |88 |36 | 1,80+0,05 |3,10+039"
02 | 0.10 | 1038 |1924+084° |72 81 |47 | 1,87+0,05 | 2,40+ 034"
02 | 050 | 1137 |2532+0,92 85 |82 |33 | 1,74£0,05 | 2,65+ 0,36

KKD/hiicre, Kardes Kromatit Degisimi, M;:
indeksi, MI: mitotik indeks, SH: standart hata

mitoz 1, M,: mitoz 2, Mj:

* Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
® Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t-test)
¢ Pozitif kontrole gore p<0.,05 diizeyinde anlaml (t-test)

*® Negatif kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)
Negatif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

“Pozitif kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)
Pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

++

mitoz 3,

RI: replikasyon



KKD/Hiicre B Negatif kontrol

Coziict kontrol
Pozitif kontrol

=]

0.01 pg/ml EGCG
0.05 pg/ml EGCG
0.10 pg/ml EGCG
0.50 pg/ml EGCG

0O @ o0

0.2 pg/ml MMC+0.01 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.10 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.50 pg/ml EGCG

KONTROL  EGCG MMC+EGCG

Sekil 4.5. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde KKD/hiicre sayisi

MI DEGERLERI a Negatif kontrol
Coziicii kontrol
Pozitif kontrol

B O

0.01 pg/ml EGCG
0.05 pg/ml EGCG
0.10 pg/ml EGCG
0.50 pg/ml EGCG

O @ 00

0.2 ug/ml MMC+0.01 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.10 pg/ml EGCG
0.2 ug/ml MMC+0.50 pg/ml EGCG

KONTROL  EGCG MMCH+EGCG

Sekil 4.6. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde mitotik indeks

Resim 4.2. Epigallokatesin gallat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gézlenen kardes kromatid degisimleri
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Mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

EGCG’nin dort farkli konsantrasyonunun tek basina ve pozitif kontrol MMC ile
birlikte es zamanli uygulandig1 insan periferal lenfositlerinde mikroniikleus olusumu
tizerine etkileri Cizelge 4.3’de gosterilmistir. EGCG’nin 0,01, 0,05 ve 0,10
ng/mL’lik konsantrasyonlari, mikroniikleus frekansini artirmakla beraber, bu artis,
0,01, ve 0,10 ng/mL’de sadece ¢oziicii kontrole gore istatistiksel agidan anlamlidir.
EGCQG, biniikleat hiicrelerde genellikle 1 mikroniikleus olustururken, 2 ve 3 MN
olusumu sadece birer hiicrede goézlenmistir. EGCG, niikleer boliinme indeksinde

onemli bir degisim yapmamustir.

MMC uygulanan lenfositlerdeki mikroniikleus frekansi, negatif ve ¢oziicii kontrole
gore anlamh diizeyde artis gdstermistir. MMCH+EGCG’nin es zamanli uygulandigi
lenfositlerde, mikroniikleus frekansinda, pozitif kontrole kiyasla anlamli diizeyde
azalma gerceklesmistir. Bu uygulama grubunda, niikleer boliinme indeksinde 6nemli

bir degisim gozlenmemistir.
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Cizelge 4.3. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde mikrontiikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi

Uygulama
Dozlar BN hiicreler iginde
Uygulama grubu Siire (ng/mL) Ibr:flellfln ertl mikroniikleus frekanslar MN =+ SH Niikleer boliinme
(saat) nxea (%) indeksi + SH
MMC | BGeG hiicre (1) 2) 3)
sayl1st (NBI)
Negatif Kontrol 48 - - 2000 10 1 - 0,60+ 0,18 1,28+ 0,33
Coziicti Kontrol 48 - - 2000 7 - - 0,35+ 0,13 1,08+ 0,33
Pozitif Kontrol 48 0,2 - 2000 56 - - 2,80+ 0,36 1,52+ 0,39
(MMC)
EGCG 48 - 0,01 2000 22 - - 1,10£0,23" | 1,10+ 0,33
48 - 0,05 2000 13 1 - 0,75+ 0,19 1,13+ 0,33
48 - 0,10 2000 16 - 1 0,95+ 0,22 1,10+ 0,33
48 - 0,50 2000 7 - - 0,35+ 0,13 1,15+ 0,34
MMC+EGCG 48 0,2 0,01 2000 25 - - 1,250,257 | 1,12+ 0,33
48 0,2 0,05 2000 31 1 - 1,65+ 0,28" 1,13+ 0,33
48 0,2 0,10 2000 19 2 - 1,15+ 024" | 1,11+ 0,33
48 0,2 0,50 2000 23 1 - 1,22£ 0,25 | 1,16+ 0,34

" Céziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)
“Coziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)

" Pozitif kontrole gore p<0,05diizeyinde anlamli (z-test)
“Pozitif kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

% MN
a Negatif kontrol
31 g Coziicii kontrol
a Pozitif kontrol
2,51
o 0.01 pg/ml EGCG
o 0.05 ng/ml EGCG
2] g 0.10pg/ml EGCG
o 0.50 pg/ml EGCG
1,51
o
11 o
o
0,51 .
0,
KONTROL EGCG MMC+EGCG

Sekil 4.7. EGCG ve MMC+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal

lenfositlerinde mikroniikleus frekansi

0.2 pg/ml MMC+0.01 ng/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.05 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.10 pg/ml EGCG
0.2 pg/ml MMC+0.50 pg/ml EGCG
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Resim 4.3. Epigallokatesin gallat uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gézlenen mikroniikleuslu binukleat hiicreler a) bir
mikroniikleuslu biniikleat b) iki mikroniikleuslu biniikleat

Comet testi

EGCG’nin dort farkli konsantrasyonunun tek basina ve pozitif kontrol H,O, ile
birlikte es zamanl uygulandigi insan periferal lenfositlerinde comet testi sonuglari
Cizelge 4.4’de gosterilmistir. H,O, uygulanan lenfositlerde kuyruk yogunlugu ve
kuyruk uzunlugu, negatif kontrole gore anlamli artig gostermistir. EGCG’nin tek
basmna yapilan uygulamasinda, negatif ve ¢Oziicii kontrole gore, kuyruk
yogunlugunda 0,01 ve 0,10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda negatif ve ¢6ziicli kontrole
gore artig, 0,05 ve 0,50 pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise azalma meydana gelmistir.
Ancak bu degisimler, anlamli diizeyde degildir. EGCG’nin tek basina uygulandigi
lenfositlerde, kuyruk uzunlugunda da, 0,01 pg/mL’lik dozda 6nemli diizeyde artis
meydana gelmistir. Bu artis, H;0, diizeyine ulasmistir. Diger tiim
konsantrasyonlarda azalma meydana gelmistir, fakat bu azalma istatistiksel agidan

onemli degildir.

H,0,+EGCG’nin es zamanl uygulandigi lenfositlerde kuyruk yogunlugu, pozitif
kontrole kiyasla, 0,01, 0,05 ve 0,10 pg/mL’de azalma gdstermis, ancak bu azalma
sadece 0,01 pg/mL’de 6nemli diizeye ulagmistir. 0,5 pg/mL’lik konsantrasyonda ise,

kuyruk yogunlugu, pozitif kontrolden dahi daha fazladir. HO,+EGCG’nin es
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zamanl uygulandig1 lenfositlerde kuyruk uzunlugu pozitif kontrole kiyasla biitiin

konsantrasyonlarda artis gdstermistir. Bu artis, H»0,+0,50 pg/mL EGCG

uygulamasinda anlamlidir.

Cizelge 4.4. EGCG ve H,O,+EGCG uygulamasi sonucunda insan lenfositlerinde

gozlenen DNA hasari
Doz Kuyruk Kuyruk
Test maddesi Sire | H,O, | EGCG yogunlugu uzunlugu
(saat) | @M) | (ug/ml) (%) (um)
Negatif Kontrol 1 - - 13,03+ 1,27 66,80+ 2,16
Coziicii Kontrol (DMSO) 1 - - 14,64+ 1,46 67,39+ 2.40
Pozitif Kontrol (H,O,) 1 100 - 17,44+ 1,65 73,32+ 2,47
EGCG 1 - 0,01 15,73+ 1,50 73,55+ 1,69°
1 - 0,05 | 11,25+1,19 62,14+ 1,39
1 - 0,10 15,63+ 1,62 66,64+ 1,86
1 - 0,50 11,77+ 1,42 64,26+ 1,75
H,0,+ EGCG 1 100 0,01 12,97+ 1,25¢ 78,55+ 2,85
1 100 0,05 | 15,37+ 1,68 78,96+ 2.92
1 100 0,10 | 15,53+ 1,60 74,16+ 2,15
1 100 0,50 20,91+ 1,99 85,22+ 2,56°

* Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
¢ Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)

- < B Negatif kontrol
% KUYRUK YOGUNLUGU B (6ziicii kontrol

O Pozitif kontrol

251

0.01 pg/ml EGCG
0.05 pg/ml EGCG
0.10 pg/ml EGCG
0.50 pg/ml EGCG

O @00

100uM H,0,+0.01 pg/ml EGCG
100uM H,0,+0.05 ng/ml EGCG
100uM H,0,+0.10 pg/ml EGCG
100uM H,0,+0.50 pg/ml EGCG

o
[m]
[m]
o

KONTROL

EGCG H,0,+EGCG

Sekil 4.8. EGCG ve H,0,+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde olusan % kuyruk yogunlugu
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B Negatif kontrol
Coziicii kontrol
Pozitif kontrol

KUYRUK UZUNLUGU

,_.

=

<
o

0.01 pg/ml EGCG

801 L
L0 0.05 pg/ml EGCG
601 0.10 pg/ml EGCG
o - 0 0.50 pg/ml EGCG
0 [ @ 100pM H,0,+0.01 pg/ml EGCG
100pM H,0,+0.05 pg/ml EGCG
0 2% 8 100uM H,0,40.10 pg/ml EGCG

KONTROL ~ EGCG  H,0,+EGCG 100uM H,0,+0.50 ug/ml EGCG

0O @ 00

0Oo0oo

Sekil 4.9. EGCG ve H,0,+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde olusan kuyruk uzunlugu

»
L
c

Resim 4.4. EGCG ve H,0,+EGCG uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin comet testi ile gdriintimii
a)hasarsiz DNA b) az hasarli DNA c) orta hasarlt DNA d) ¢cok
hasarli DNA
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4.2. Kafeik Asit Fenetil Esterin Tek Basina ve MMC Tarafindan Olusturulan

Genetik Hasar Uzerine Etkileri

Bu calismada, kafeik asit fenetil esterin genetik etkilerini belirlemek amaciyla, in
vitro insan periferal lenfositlerinde kromozom anormallikleri, kardes kromatid
degisimi, mikroniikleus ve comet testleri kullanilmistir. Bu ¢alismada insan
lenfositleri, CAPE’nin 1, 2, 4 ve 8 ug/mL’lik konsantrasyonlari ile, hem tek basina
ve hem de antikanser tedavisinde kullanilan MMC (0,2 pg/mL) ile birlikte es
zamanli olarak, 24 saat muamele edilmistir. Bu maddelerin ilavesi, kiiltiiriin 48.
saatinde yapilmistir. Deneylerde bir negatif, bir ¢oziicli (%50 etanol, 10 pul) ve bir de
pozitif kontrol (0,2 pg/mL MMC) bulundurulmustur.

Kromozomal anormallikler (KA) iizerine etkisi

Kafeik asit fenetil esterin (CAPE) 4 farkli konsantrasyonunun tek basina ve MMC ile
birlikte es zamanli olarak uygulandigi insan periferal lenfositlerinde gozlenen
kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre frekansi ve hiicre bagina diisen
kromozomal anormallik sayisi1 Cizelge 4.5°de gosterilmistir. Bu uygulamalarda elde
edilen anormallikler, poliplioidili ve poliploidisiz olmak {izere iki ayr1 sekilde

degerlendirilmistir.

CAPE’nin tek basina uygulamasi sonucunda, insan lenfositlerinde bes tip yapisal
anormallik gozlenmis olup bunlar kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
disentrik kromozom ve kromatid degisimidir. Ayrica poliploidi olarak bilinen bir tip
sayisal kromozom anormalligi de gozlenmistir. Yapisal anormalliklerden en sik
gozleneni kromatid kirigidir. Kromozom anormalligi frekansi, hem poliploidinin
dikkate alindigi ve hem de dikkate alinmadigi degerlendirmede, tim
konsantrasyonlarda artis gostermistir. Fakat bu artis, negatif ve ¢oziicii kontrolle

karsilastirildiginda, sadece 4 pg/mL’de anlamlidir.

KA/hiicre sayisi1 da, hem poliploidili ve hem de poliploidisiz degerlendirmede artis
gostermistir. Fakat bu artig, poliploidili degerlendirmede, negatif kontrole gore 2, 4
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ve 8 pug/mL’lik konsantrasyonlarda anlamli iken, ¢6ziici kontrole gore sadece 4
pg/mL’lik konsantrasyonda anlamlidir. Poliploidisiz degerlendirmede ise, 4 ve 8
ug/mL’lik konsantrasyonlarda, hem negatif ve hem de pozitif kontrole gore
anlamlidir. EGCG’nin anormal hiicre frekanst ve KA/hiicre sayisinda meydana

getirdigi artig, pozitif kontrolden 6nemli diizeyde diisiiktiir.

CAPE’nin 0,2 pg/mL’lik MMC ile birlikte insan lenfositlerine uygulanmasi
sonucunda da bes farkli yapisal anormallik gozlenmistir, bunlar kromatid kirigi,
kromozom kirigi, fragment, disentrik kromozom ve kromatid degisimidir. Bu
uygulamada sayisal bir anormallik olan poliploidi de belirlenmistir. Bu uygulamada
en sik goriilen anormallik kromatid kirigidir. Elde edilen sonuglar yine poliploidili ve
poliploidisiz olarak degerlendirilmistir. CAPE, MMC ile es zamanli uygulandiginda,
anormal hiicre frekansi, poliploidili degerlendirmede, pozitif kontrole gore, sadece en
diisiik konsantrasyon olan 1 pg/mlL’de anlamli olmayan kiiciik bir artiy gostermis,
diger tiim konsantrasyonlarda ise azalma gostermistir. Bu azalma, 4 pg/mL’de
anlamlidir. Poliploidisiz degerlendirmede, biitiin CAPE konsantrasyonlari, pozitif
kontrole gore azalma saglamistir, ancak bu azalma sadece 2 ve 8 pg/mL’de
anlamlidir. CAPE’nin MMC ile birlikte uygulandigi lenfositlerde KA/hiicre sayisi,
pozitif kontrole gore, 1 ve 4 pg/mL’lik konsantrasyonlarda énemli olmayan kiiciik
bir artig gostermis, 2 ve 8§ pg/mL’lik konsantrasyonlarda ise diisiis gostermistir. Bu
diisiis, hem poliploidili ve hem de poliploidisiz degerlendirmede, sadece en yiiksek
konsantrasyon olan 8 pg/mL’de anlamlidir. Hem anormal hiicre frekansinda ve hem
de KA/hiicre sayisinda meydana gelen azalmalar, her iki durumda da, hem negatif ve

hem de ¢dziicii kontrole gore hala anlamli diizeyde yiiksektir.



Cizelge 4.5. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal kan lenfositlerinde goriilen kromozomal anormallikler ve

frekanslari
Uygulama Yapisal Anormallikler Sayisal
anormallikler | Poliploidili Anormal Poliploidisiz Poliploidili Poliploidisiz
Uygulama Grubu Dozlar Hiicre +SE (%) Anormal Hiicre KA/hiicre KA/hiicre
Siire (pug/mL) krk kzk f kkb dk kd p +SE (%) +SE +SE
(saat)
MMC | CAPE
Negatif Kontrol 24 - - 11 4 3 - - - 1 8,5+1,97 8,5+ 1.97 0,09+ 0,02 0,09+ 0,02
Céziicii Kontrol 2 - - 20 1 1 - 1 - 1 9,5+ 2,07 9,5+ 2.07 0,11+ 0,02 0,11+ 0,02
Pozitif Kontrol 24 | 02 - 74 6 1 1 1 1 - 32,5+ 3,31 32,5+ 3.31 0,42+ 0,03 0,42+ 0,03
(MMC)
CAPE 24 | 02 1 20 3 1 - 1 - 1 11,0£2,21 10,5+ 2,17 0,13+ 0,02 0,12+ 0,02
0,2 2 21 6 2 - - - 1 12,0+2,30 11,52,25 0,15+ 0,02" 0,15+ 0,02
0,2 4 44 5 2 - 1 1 1 21,5+2,90™""" 21,0+£2,88"" 0,27+ 0,03 0,26+ 0,03
0,2 8 32 3 - - 1 1 2 15,5+ 2,56" 14,5+ 2,49 0,19+ 0,03" 0,18+ 0,02
MMC+ CAPE 24 | 02 1 83 9 - - - 6 2 33,0+£3,32" 32,0+ 3,30™ 0,45+ 0,03 0,44+ 0,03
0,2 2 65 6 3 - - - 1 23,0+£2,97""" 22,5+£2,95"" | 0,37£0,03"" 0,37+ 0,06™""
0,2 4 70 9 10 - - 2 2 27,0+3,1477 | 26,063,107 | 0,46+ 0,037 0,45+ 0,03
0,2 8 38 10 8 - 1 - 2 24,04+ 3,02 23,0£2,97"""" | 0,30£0,03""" 0,29+ 0,03

9



® Negatif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli(z-test)
*® Negatif kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)
**® Negatif kontrole gére p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

" Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)
“Coziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)

" Coziicii kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z-test)

" Pozitif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)
" Pozitif kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)

POLIPLOIDILI ANORMAL HUCRE(%) @ Negatif kontrol

O Cozicii kontrol
351 B Pozitif kontrol
301
25 0 1pg/ml CAPE
@ 2 ug/ml CAPE
201 O 4 pg/ml CAPE
151 O 8 pg/ml CAPE
101
@ 0.2 pg/ml MMC+1 pg/ml CAPE
3 0 0.2 pg/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0 8 0.2 pg/ml MMC+4 pg/ml CAPE

Sekil 4.10. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidili degerlendirmede anormal hiicre frekanslar

POLIPLOIDISIZ ANORMAL HUCRE(%) g

Negatif kontrol
35- 0 Coziicii kontrol
B Pozitif kontrol
30+
251 0 1 pg/ml CAPE
B 2 pg/ml CAPE
201 O 4 pg/ml CAPE
151 0 8 pg/ml CAPE
10 B 0.2 pug/ml MMC+1 pg/ml CAPE
S 8 0.2 pg/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0 0 0.2 pug/ml MMC+4 ng/ml CAPE
o

0.2 pg/ml MMC+8 ng/ml CAPE
KONTROL CAPE MMC+CAPE

Sekil 4.11. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidisiz degerlendirmede anormal hiicre frekanslari



POLIPLOIDILI K A/Hiicre m Negatif kontrol
o Coziici kontrol

Pozitif kontrol

0,51

0,4
0,31 ﬂ
0,21
0,14
0

KONTROL  CAPE MMC+CAPE

1 pg/ml CAPE
2 ug/ml CAPE
4 ug/ml CAPE
8 ug/ml CAPE

Oo0@ 0o

0.2 pg/ml MMC+1 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+4 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+8 ng/ml CAPE

Oooo@

Sekil 4.12. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidili degerlendirmede KA/hiicre

POLIPLOIDISIZ K A/Hiicre ® Negatif kontrol
O Coziicii kontrol
B Pozitif kontrol

O 1 ug/ml CAPE
0 2 ng/ml CAPE
O 4 ug/ml CAPE
O 8 pg/ml CAPE
8 0.2 pg/ml MMC+1 pg/ml CAPE
0 0.2 pg/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0 0.2 pg/ml MMC+4 pg/ml CAPE

KONTROL CAPE MMC+CAPE o 0.2 pg/ml MMC+8 pg/ml CAPE

Sekil 4.13. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde, poliploidisiz degerlendirmede KA/hiicre



Resim 4.5. Kafeik asit fenetil ester uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirig,
b)kromozom kirig1, ¢) fragment, d) kardes kromatidlerde birlesme,
e)disentrik kromozom, f) kromatid degisimi, g) poliploidi

65
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Resim 4.5. (Devam)Kafeik asit fenetil ester uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gozlenen kromozom anormallikleri a) kromatid kirigi,
b)kromozom kirigi, c) fragment, d) kardes kromatidlerde birlesme,
e)disentrik kromozom, f) kromatid degisimi, g) poliploidi
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Kardes kromatid degisimi (KKD), mitotik indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI)

uzerine etkisi

Kafeik asit fenetil esterin dort farkli konsantrasyonunun tek basina ve pozitif kontrol
MMC ile birlikte es zamanli uygulandigi insan lenfositlerinde kardes kromatid
degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks degerleri Cizelge 4.6’da
gosterilmektedir. CAPE’ nin tek basina uygulamasi lenfositlerde, 1-17 arasinda KKD

olusumuna neden olmustur.

CAPE’nin tek basina uygulamasi, c¢oziicii kontrolle karsilastirildiginda, KKD
miktarin1 anlamli diizeyde azaltmistir. KKD/hiicre sayisi, negatif kontrolle
karsilastirildiginda, bir miktar artis gostermistir. Bu artis, yamiz 1 pg/mL
konsantrasyonunda anlamli diizeydedir. Ancak bu artis yine de pozitif kontrole yakin

degildir.

MMC+CAPE’nin es zamanli uygulandigi insan lenfositlerinde, minimum-
maksimum KKD sayisi, 3-34 arasinda degismektedir. CAPE’in MMC ile birlikte
uygulamasi, KKD/hiicre sayisini, MMC’nin tek basina uygulamasindakine nazaran
biitiin konsantrasyonlarda anlamli diizeyde azaltmistir. Ancak bu azalma, negatif ve

¢oziicii kontrollere kiyasla yine de anlaml diizeyde yiiksektir.

CAPE’in tek basina uygulamasi, negatif ve ¢Oziicii kontrole gore biitiin
konsantrasyonlarda RI’i bir miktar azaltmasina ragmen, bu azalma anlamli degildir.
Bu uygulamada, mitotik indekste de azalma meydana gelmis, fakat bu azalma sadece
8 pg/mL’lik konsantrasyonda anlamlidir. MMC+CAPE uygulanan lenfositlerde
RI’de, pozitif kontrole gore azalma olmustur, fakat bu azalma anlamli diizeyde
degildir. MMC+CAPE uygulanan lenfositlerde, MI’te, pozitif kontrole gére dnemli
diizeyde azalma meydana gelmistir. Bu azalma, negatif ve ¢oziicii kontrollere gore de

anlamli diizeyde diisiiktiir.
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Cizelge 4.6. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal

lenfositlerinde gozlenen KKD, Ri ve MI frekanslari

Uygulama
Uygulama grubu Dozlar Min-max | KKD/hiicrex SH | M, | M, | M3 | RI+SH MI + SH
Siire (ng/mL) KKD
(saat)
MMC | CAPE
Kontrol 24 - - 1-13 5,62+ 0,36 49 |76 |75 | 2,13+ 0,05 | 6,75+ 0,56
Coziicii Kontrol 24 - - 2-15 7,24+ 0,456 54 176 |70 | 2,08+ 0,05 | 6,80+ 0,56
Pozitif Kontrol MMC) | 24 0,2 - 3-48 24,86+ 1,47 63 |97 |40 | 1,88+0,05| 6,30+ 0,54
CAPE
24 - 1 5,90+ 0,34° 69 |72 |59 |1,95+0,06|5,95+0,52
- 2 6,08+ 0,38 76 | 81 |43 | 1,83£0,05 | 6,10+ 0,53
- 4 1-13 6,20+ 0,41 78 |72 | 50 | 1,86+ 0,05 | 5,85+ 0,52
- 8 2-12 | 6,08£0,34 79 |94 |27 | 1,74+ 0,05 | 4,75+ 0,48°°""
MMC+CAPE
24 0,2 1 7-34 19,96+ 0,87¢ 68 |95 |37 | 1,84+ 0,05 | 4,50+ 0,46"
0,2 2 3-33 17,42+ 1,05° 88 |83 |29 | 1,70+ 0,05 | 4,00+ 0,43
0,2 4 5-24 14,90+ 0.63¢ 84 199 |17 | 1,51+ 0,04 | 4,15+ 0,45
0,2 8 8-22 14,54+ 0.51°¢ 96 | 80 |24 | 1,64+ 0,05 | 4,00+ 0,43""

KKD/hiicre, Kardes Kromatit Degisimi, M;: mitoz 1, M,: mitoz 2, M3: mitoz 3, RI: replikasyon

indeksi, MI: mitotik indeks, SH: standart hata

* Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)

® Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
*® Negatif kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlaml (z-test)

" Coziicii kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamli (z-test)

" Pozitif kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)
""Pozitif kontrole goére p<0,01 diizeyinde anlaml1 (z-test)
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Negatif kontrol
Coziicii kontrol
m Pozitif kontrol

KK D/Hiicre "

m]

1 pg/ml CAPE
2 ng/ml CAPE
4 ng/ml CAPE
8 ug/ml CAPE

O 000

0.2 png/ml MMC+1 pg/ml CAPE
0.2 png/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+4 pg/ml CAPE
0.2 ug/ml MMC+8 pg/ml CAPE

KONTROL CAPE MMC+CAPE

Sekil 4.14. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde KKD/hiicre sayist

MI m Negatif kontrol
o Coziicii kontrol
® Pozitif kontrol

1 pg/ml CAPE
2 pg/ml CAPE
4 ng/ml CAPE
8 ug/ml CAPE

[ R R

0.2 pg/ml MMC+1 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+4 pg/ml CAPE
0.2 png/ml MMC+8 pg/ml CAPE

KONTROL  CAPE MMC+CAPE

Sekil 4.15. CAPE ve CAPE+MMC uygulamas1 sonucunda insan periferal
lenfositlerinde mitotik indeks

Resim 4.6. Kaffeik asit fenetil ester uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde gozlenen kardes kromatid degisimleri
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Mikroniikleus olusumu iizerine etkisi

Bu calismada, CAPE’nin tek basina olusturabilecegi genotoksik ve MMC’ye karsi
olusturabilecegi antigenotoksik etkileri belirlemek amaciyla mikrontikleus testi de
uygulanmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.14’te gosterilmistir.
CAPE’nin kromozomal anormallik ve kardes kromatit degisimi testlerinde kullanilan
en yliksek konsantrasyonu olan 8 pg/mL’lik dozu, tek basina ve MMC ile es zamanl
uygulandiginda toksik etki gostermistir. CAPE’nin tek basmma uygulandigi
lenfositlerde genellikle 1 adet mikroniikleus, ¢ok azinda da 2 adet mikroniikleus
olusumu goézlenmistir (Resim 4.7). MN frekansi, negatif ve ¢oziicii kontrole gore bir
miktar artig gostermesine ragmen, bu artis sadece 4 ng/mL’lik dozda anlamlidir.
Niikleer bolinme indeksindeki azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.
MMC+CAPE uygulanan biniikleatli lenfositlerde de genellikle 1 adet MN,
bazilarinda 2 MN ve ¢ok azinda da 3 MN olustugu gdézlenmistir. Bu uygulamada MN
frekansi, pozitif kontrole kiyasla biitlin konsantrasyonlarda artis gostermis, bu artis, 2
ve 4 pg/mL’lik dozlarda istaistiksel anlam ifade etmistir. MMCH+CAPE
uygulamasinda niikleer boliinme indeksindeki azalma, pozitif kontrole gore anlaml

degildir.
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Cizelge 4.7. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde mikroniikleus frekansi ve niikleer boliinme indeksi

Uygulama
Dozlar BN hiicreler iginde
Uygulama grubu Siire (ue/mL) Ir}ceilenen mikroniikleus frekanslar MN + SH Niikleer boliinme
biniikleat . .
(saat) hiicre ) ?) 3) (%) indeksi + SH
MMC | CAPE sayl1st (NBI)

Kontrol 24 - - 2000 15 - - 0,35+ 0,13 1,66+ 0,40
Coziicii Knt. 24 - - 2000 5 1 - 0,35+ 0,13 1,65+ 0,40
Pozitif Knt. 24 0,2 - 2000 26 - 1 1,50+ 0,27 1,49+ 0,38
(MMC)
CAPE 24 - 1 2000 12 1 - 0,70+ 0,19 1,34+ 0,36

24 - 2 2000 12 1 - 0,70+ 0,19 1,18+ 0,33

24 - 4 2000 17 1 1 0,95+ 0,22°" 1,09+ 0,33

24 - 8 - - - - Toksik Toksik
MMC+CAPE 24 0,2 1 2000 13 - - 0,65+ 0,18" 1,19+ 0,34

24 0,2 2 2000 13 4 - 1,15+ 0,24 1,11£0,33

24 0,2 4 2000 15 2 . 1,10+ 0,23 1,04+ 0,32

24 0,2 8 - - - - Toksik Toksik

“Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)
"Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)

"Pozitif kontrole goére p<0,05 diizeyinde anlamli (z-test)

% MN

0,51

KONTROL CAPE

Sekil 4.16. CAPE ve MMC+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde mikroniikleus frekansi

MMC+CAPE

o

Negatif kontrol
Coziicii kontrol
Pozitif kontrol

1 pg/ml CAPE
2 ng/ml CAPE
4 ng/ml CAPE

0.2 pg/ml MMC+1 pg/ml CAPE
0.2 pg/ml MMC+2 pg/ml CAPE
0.2 ng/ml MMC+4 pg/ml CAPE
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Resim 4.7. Kafeik asit fenetil ester ile muamele edilen insan lenfositlerinde gozlenen
mikrontikleuslu binukleat hiicreler a)bir mikroniikleuslu bintikleat b)iki
mikroniikleuslu biniikleat

Comet testi

CAPE’nin dort farkli konsantrasyonunun tek basina ve pozitif kontrol H,O, ile
birlikte es zamanli uygulandig1 insan periferal lenfositlerinde comet testi sonuglart
Cizelge 4.8’de gosterilmistir.  CAPE ile yapilan comet testinde, kuyruk
yogunlugunda negatif kontrole kiyasla tiim konsantrasyonlarda 6nemli artislar
meydana gelmistir. Bu artislar, ¢oziicii kontrole gére anlaml degildir. CAPE’nin dort
farkli konsantrasyonunun tek basina uygulandigi lenfositlerde, kuyruk uzunlugu,
biitiin konsantrasyonlarda, hem negatif ve hem de ¢6ziicii kontrole gore onemli artig

gostermistir.

H,0,+CAPE’nin es zamanli uygulandig1 insan lenfositlerinde kuyruk yogunlugu,
pozitif kontrole kiyasla artis gostermistir fakat bu artis sadece en yiiksek
konsantrasyon olan 8 pg/mL’de anlamli diizeye ulagmistir. H,O,+EGCG’nin es
zamanli uygulandig1 lenfositlerde kuyruk uzunlugu, 1, 2 ve 4 pg/mL CAPE
uygulamasinda azalma gdstermis, bu azalma 1 pg/mL CAPE’de, 6nemli diizeye
ulagmistir. HO,+8 pg/mL CAPE dozunda ise, kuyruk uzunlugu, pozitif kontrole

gore 6nemli artis meydana getirmistir.



Cizelge 4.8. CAPE ve H,O,+CAPE uygulamas1 sonucunda insan lenfositlerinde

gbzlenen DNA hasari
Doz Kuyruk Kuyruk
Test maddesi Sire | H,0, CAPE yogunlugu uzunlugu
(saat) | (uM) | (ug/ml) (%) (um)
Negatif Kontrol 1 - - 7,94+ 1,21 64,15+ 1,72
Coziici Kontrol 1 - 12,97+ 1,60 79,84+ 2,12
(DMSO)
- 13,56+ 1,54 102,22+ 3,05
Pozitif Kontrol (H,0,) 1 100
CAPE 1 y 1 15,33+ 1,94° | 97,63+ 4,54%
1 - 2 17,18+ 2,17° 88,21+ 3,18
1 - 4 17,54+ 1,98° 93,83+ 2,53
1 - 8 15,60+ 1,66° 89,47+ 2,22%
H,0,+ CAPE 1 100 1 14,52+ 1,93 88,39+ 2,63°
1 100 2 16,23+ 2,06 91,82+ 3,32
1 100 4 19,07+ 2,14 99,96+ 2,50
1 100 8 24,224+ 2 33° 111,27+ 3,39

* Negatif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
® Coziicii kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
 Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)

m Negatif kontrol
B Coziicii kontrol
o Pozitif kontrol

% KUYRUK YOGUNLUGU

1 ng/ml CAPE
2 ug/ml CAPE
4 ug/ml CAPE
8 ug/ml CAPE

O 0@ O

100pM pg/ml H,0,+1 pg/ml CAPE
100pM pg/ml H,0,+2 pg/ml CAPE
100pM pg/ml H,0,+4 pg/ml CAPE

KONTROL  CAPE H,0,+CAPE 100uM pg/ml H,0,+8 pg/ml CAPE

0Oo0oo@

Sekil 4.17. CAPE ve H,O,+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde olusan % kuyruk yogunlugu



KUYRUK UZUNLUGU ® Negatif kontrol
B (Coziicii kontrol

1201 — B Pozitif kontrol
| Fll =
100 = 0 1 ug/ml CAPE
801 02 pg/ml CAPE
] O 4 png/ml CAPE
601 H B 8 pg/ml CAPE
401
- @ 100pM pg/ml H,0,+1 pg/ml CAPE
201 & 100uM pg/ml H,0,+2 pg/ml CAPE
0! m 100puM pg/ml H,0,+4 pg/ml CAPE

KONTROL CAPE H,0,+CAPE @ 100pM pg/ml H,O,+8 pg/ml CAPE

Sekil 4.18. CAPE ve H,O,+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde olusan kuyruk uzunlugu

Resim 4.8. CAPE ve H,O,+CAPE uygulamasi sonucunda insan periferal
lenfositlerinde olusan DNA hasarlarinin comet testi ile goriiniimii
a)hasarsiz DNA b) az hasarli DNA c) orta hasarli DNA d) ¢ok
hasarli DNA
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser diinyada kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada 6liime neden olan ve
hizla biiyiiyen bir saglik problemidir [Reddy ve ark., 2003]. Ulkemizde 1970’li
yillarda sebebi bilinen Oliimler arasinda 4. sirada yer alan kanser, son yillarda
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya yiikselmistir. Diinya ¢apinda
her y11 10 milyon kisi akciger kanseri, karaciger kanseri, mide kanseri, kolon kanseri,
meme kanseri ve 100°den fazla ¢esidini kapsayan cesitli kanserlere yakalanmaktadir
[Surh, 2003; Luk ve ark., 2007]. Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) yayinladig1 verilere
gore, diinya capinda 2005 yilinda meydana gelen 58 milyon oliimiin % 13’liniin
kanserden kaynaklandigi belirtilmistir. Erigkinlerde her yil 100 bin niifus i¢in 150-
300 kisinin kansere yakalandigi tahmin edilmektedir [Fresco ve ark., 2006].

Kanserin ¢ok ¢esitli sebepleri vardir. Bunlar genel olarak i¢ ve dis sebepler olarak
ikiye ayrilabilir. I¢ sebepler arasinda hormonal degisiklikleri, bagisiklik sistemi
bozukluklarini, kalitsal mutasyonlar1 ve ailesel genetik yatkinligi sayabiliriz.
Cevresel nedenler arasinda, yasamimizda kullandigimiz bir ¢ok kimyasallari, gida
katkilarinda kullanilan, ziraatte kullanilan kimyasallari, ultra viyole ve iyonize
radyasyonu, sigara i¢imi, viriis enfeksiyonlar1 (hepatit B viriisiinden kaynaklanan
karaciger kanseri ve papilloma viriisiinden kaynaklanan servik kanseri), bakterileri
(Helicobacter pylori kaynakli mide kanseri) ve parazitleri (sistozomyas kaynakli
mesane kanseri), yiyeceklerin mikotoksin ile kontaminasyonu (aflatoksin kaynakli
karaciger kanseri) gibi pek ¢ok faktorii sayabiliriz. Biitiin bu faktorler, birlikte veya
ardisik olarak hiicreleri etkileyerek, uzun yillar i¢cinde kansere yol acgabilirler. Bu
maddeler ¢esitli mekanizmalarla kansere neden olurlar. Bu mekanizmalardan biri,
oksijen kaynakli serbest radikal olusumu ve serbest radikal tiirlerinin biyomolekiiller
(proteinler, lipidler, DNA, RNA) iizerinde hasar olusturmasidir [Lee ve ark., 2007,
Raposo ve ark., 2007; Tabor ve ark., 2007; Vauhkonen ve ark., 2007].

Kanserin tedavisi farkli sekillerde yapilmaktadir. Baslica tedavi yoOntemleri
immiinoterapi, hormonoterapi, kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahale ile

tedavi yontemleridir. Kanserin kemoterapi yolu ile tedavi edilmesinde, cesitli
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Ozelliklere sahip olan c¢ok cesitli ilaglar kullanilmaktadir. Siklofosfamid, taksol,
cisplatin ve mitomisin-C gibi ilaglar bunlardan sadece birkag tanesidir. Bu tiir ilaglar,
kanserli hiicrelerin ve dolayisiyla tiimorlerin kiigiiltiilmesi ve yok edilmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Bu ilaglar, DNA’daki bazlar1 alkilleyerek, serbest radikaller
olusturup DNA’y1 hasara ugratarak, DNA’da zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz
baglar olusturarak, transkripsiyon ve translasyonu engelleyerek, mikrotiibiiller
tizerine etki edip tiibiilin sentezini engelleyip mitozu durdurarak ve buna benzer
cesitli mekanizmalarla kanser ozelliginde olan hiicrelerin ¢ogalmasini ve baska
yerlere metastaz olmasini engellemeye c¢alismaktadir. Ancak, bu ilaglar sadece hedef
alinan hiicreleri etkilemez, o kisideki normal hiicrelerde de benzer -etkiler
olusturarak, sekonder kanserlerin meydana gelmesini tetikleyebilmektedir. Bunun da
Otesinde, bu tiir antineoplastik ilaglar, genellikle her bir hasta igin 6zel olarak
hazirlanmakta ve verilmektedir. Bu ilaglar1 hazirlayan ve hastalara uygulayan saglik
calisanlarinda da biiyiik riskler olusturmaktadir [Welters ve ark., 1999; Jordan ve

ark., 2000; Rekhadevi ve ark., 2007].

Hem kanser hastalig1 olan ve ilaglarla tedavi goren hastalarda ve hem de bu ilaglar
kullanan saglik ¢alisanlarinda yapilan genotoksisite ¢alismalarinda ve ayrica bu tiir
ilaglarla in vivo ve in vitro da yapilan arastirmalarda, bu ilaglarin kardes kromatid
degisimi, kromozom anormallikleri, mikroniikleus olusumu ve comet kuyruk
uzunlugunda 6nemli artiglara neden oldugu belirlenmistir [Jakab ve ark., 2001; Xu ve
ark., 2003; Rekhadevi et al., 2007]. Bu tiir etkileri nedeniyle, hem kanserli hastalarda
sekonder tiimorlerin olusmasinin engellenmesi, hem de saglik sektoriinde ¢alisan
kisilerde, tedavi amacl kullanilan antineoplastik ilaglara maruziyet nedeniyle
olusabilecek kanserlerin engellenmesinde veya azaltilmasinda, kemopreventif
Ozellikteki fitokimyasallar Onemli bir yer tutmaktadir. Kemopreventif etkileri
nedeniyle, antikanser ilaclarinin neredeyse yarisi bitkisel kokenli {riin yada
tirevlerinden meydana gelmektedir [Efferth ve ark., 2007]. 1960’11 yillarin basinda,
Ulusal Kanser Enstitlisii (ABD), bitki ekstrelerinin antitlimor aktivitesi oldugunu
bildirmesinden sonra, dogal bilesiklere olan ilgi giderek artmaya baslamistir [Monks

ve ark., 2002; Bo ve ark., 2002; Efferth ve ark., 2007].
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Polifenoller ¢esitli bilesikleri iceren, ¢ogunlugu yenilebilen bitkilerde dogal olarak
bulunan bir fitokimyasal sinifi olup, en c¢ok calisilan grubu flavanoidlerdir. Bu
bilesikler, antioksidan, antimutajenik, antidstrojenik, antikarsinojenik ve
antiinflamatuvar etkiler gostererek hastaliklarin 6nlenmesine ve genomik stabilitenin
korunmasina katkida bulunmaktadirlar. Buna ragmen biitiin polifenoller faydali etki
gostermemektedir. Bazi polifenol tiirleri topoizomeraz enzim aktivitesini, prostanoid
biyosentezini ve sinyal iletim mekanizmalarini etkileyerek mutajenik ve prooksidan
etkiler de gosterebilmektedir. Kisaca polifenollerin hem oksidan ve hem de
antioksidan etkili olduklar1 ve hiicrenin fizyolojik olaylarinda bir birinin zitt1 yonde
etki gosterdigi belirlenmistir. Polifenoller, antioksidan etkileri ile hiicre canliliklarini
arttirirlar, prooksidan etkileri ile de apoptozisi uyarip, timor biiylimesini engellerler
[Escarpa ve Gonzales, 2001; Ferguson, 2001; Han ve ark., 2007]. Polifenoller ile
ilgili pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma olmasina karsin, bir birinin tersi yondeki
etkileri nedeniyle, heniiz polifenollerin hepatik enzim sistemleri iizerine etkileri tam
olarak bilinmemekte ve insanlar ile ilgili tam bir Ongorii bulunmamaktadir

[Ferguson, 2001; Glei ve Pool-Zobel, 2006; Ogura ve ark., 2008].

Bu tez calismasinda, son yillarda kullanimlar1 ve Onemleri artan polifenolik
antioksidan bitki ekstreleri olan (-)-epigallokatesin gallat ve kafeik asit fenetil esterin
insan periferal lenfositlerinde, antikanser ilact olan MMC ve H,0, tarafindan
olusturulan genetik hasara karsi antigenotoksik bir etki olusturup olusturmadiginin
aragtirilmast hedeflenmistir. Bu c¢alismada ayrica, bu antioksidanlarin insan
lenfositlerinde tek basina uygulamasinin genotoksik bir risk olusturup olusturmadigi
da incelenmistir. Biitiin bu incelemelerde, mutajenite ve antimutajenitenin
belirlenmesinde sik¢a tercih edilen kromozom anormallikleri, kardes kromatid
degisimi, mikroniikleus ve comet testleri kullanilmistir. Eger bir ajan, bu testlerle
ortaya cikarilabilen bir genetik hasar olusturuyorsa genotoksik ajan olarak
adlandirilirken, bir ajanin ortaya cikardigi genotoksik hasarlarin azaldig: bu testlerle
gosterilebilirse, bu ajan antigenotoksik ajan olarak adlandirilmaktadir. Bu nedenle bu
testler hem mutajenite ve hem de antimutajenite ¢alismalarinda kullanilmaktadir
[Anderson, 1995; Dragonova-Filipanova ve ark., 2008; Wang, 2008; Benkovic ve
ark., 2009].
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Kromozomal anormallikler, kromozomlarda meydana gelen ve mikroskobik diizeyde
gbzlenebilen genetik degisiklerdir. Cesitli ajanlarin etkisiyle kromozomlarda
meydana gelen hasarlar, tamir edilemeyen veya yanlis tamir edilen kromozom
hasarlart ve kromozomlarin kutuplara hareketi sirasinda meydana gelen
anormallikler, mitoz veya mayozda mikroskop altinda belirlenebilmektedir. Yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarda, insan periferal kan lenfositlerinde meydana gelen
kromozomal anormallik frekansindaki artig ile kanser olusumu arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu gozlenmis ve kromozomal anormallik testinin kanserogenezin
erken safthada teshisinde 6nemli bir marker oldugu belirlenmistir [Hagmar ve ark.,

1998; Ji ve ark, 2001; Bolognesi, 2003; Munari ve ark., 2008; Yilmaz ve ark., 2010].

Kardes kromatid degisimi, bir kromozomun iki kromatidinin homolog bodlgelerinden
kirilarak, kirilan parcalarin yer degistirdikten sonra kirilma noktalar: ile yeniden
birlesmesi sonucunda olugmaktadir [Carrono ve Natarajan, 1988; Soysal, 2008].
Herhangi bir maddenin KKD frekansinda artisa neden olmasi, o maddenin
replikasyon mekanizmasin1 etkilediginin ve DNA hasar1 olusturabildiginin
gostergesidir. Klastojenlerin ve klastojenik aktivitenin belirlenmesinde KKD testi
hassas bir metot olarak kullanilmaktadir [Stanimirovic ve ark., 2005; Santoro ve ark.,
2008; Beg ve ark., 2009]. Mikroniikleuslar, spontan ya da indiiklenmis olarak,
asentrik kromozomal fragmentlerinin ya da biitiin kromozomlarin hiicre boliinmesi
sirasinda ana c¢ekirdek disinda kalmasiyla ayri bir yavru c¢ekirdek seklinde
olusmaktadir [Flack ve ark., 1997; Poletta ve ark., 2008]. Mikroniikleus testi,
mutajenik ve/veya andjenik etkilerin saptanmasinda hizli ve giivenilir bir test olarak
kabul gormektedir [Fenech, 2000]. Comet testi, DNA hasar oran1 ve tamirini
incelemede kullanilan hassas, giivenilir ve hizli bir metotur [Singh ve ark., 1988;
Olive ve ark., 1990; McKelvey-Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Garry
ve ark., 2003; Poletta ve ark., 2008; Hoelzl ve ark., 2009]. Bu metoda gore, DNA
ipliginde meydana gelen kiriklar sonucu olusan kiigilk DNA parcalari, bir elektrik
alaninda, yapis1 bozulmamis ve biitiin haldeki DNA molekiillerine gore daha hizli
hareket etmektedir. Comet testinin en 6nemli avantajlari, ¢ok diisiik diizeydeki DNA
hasarlarini bile ayirt edebilmesi, her uygulama grubu i¢in az sayida hiicreye ihtiyag

gostermesi, degisik hiicre ve dokulara uygulanabilir olmasi, hizli sonug¢ elde
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edilebilmesi ve hiicrelerdeki DNA kiriklarmin gorsel olarak belirlenebilmesidir

[Olive ve ark., 1990; Fairbairn ve ark., 1995; Tice ve ark., 2000; Piperakis, 2009].

Antitiimoral ajanlardan biri olan mitomycin-C (MMC), antimitotik etki gosteren,
kromozomal aberasyonlar1 ve kardes kromatitd degisimini arttiran alkile edici bir
antibiyotiktir ve hiicredeki birincil hedefi DNA’dir. Diger alkile edici ajanlar gibi
pek cok kimyasal tepkime olusturur. MMC bir kez aktive oldugunda, DNA’y1
adeninin N6 atomundan, guaninin O6, O7, N2 atomlarindan alkile eder ve DNA’ya
capraz baglanir. Bu capraz baglanmalar DNA sentezinin inhibisyonuna ve hiicre
6liimiine neden olur [Soysal ve ark., 2008]. Ayrica MMC’nin, mikroniikleus testinde
de oOnemli diizeyde artisa neden oldugu bilinmektedir [Ferrara ve ark., 2006].
Antigenotoksisite ¢aligmalarinda, referans mutajen olarak MMC’nin kullanildig1 ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur [Soysal, 1999; Roza ve ark., 2003; Maurich ve ark., 2004;
Ferrara ve ark., 2006; Soysal ve ark., 2008]. MMC’nin yanisira, quinakrin
dihidroklorid, siklofosfamit, cisplatin, bleomycin ve doxorubicin tiim diinyada bir¢ok
farkli kanser tirti i¢in kullanilan antitimor ajanlar olup, in vivo ve in vitro
caligmalarda da siklikla kullanilmaktadir [Gentile ve ark., 1998; Krishnaja ve ark.,
2008].

Bu calismada, EGCG ve CAPE’nin tek basma uygulamasi sonucunda, insan
lenfositlerinde kromatid ve kromozom kiriklari, fragment, kardes kromatidlerde
birlesme, disentrik kromozom ve kromatid degisimi olmak iizere alt1 tip yapisal
anormallik gozlenirken, sayisal anormallik olarak poliploidi gozlenmistir. En ¢ok
gbzlenen kromozomal anormallikler kromatid kiriklar1 ve kromatid degisimleridir.
Kromozomal anormalliklerin frekansi ve KA/hilicre sayisi, poliploidinin dahil

edildigi ve dahil edilmedigi, iki ayr sekilde degerlendirilmistir.

(-)Epigallokatesin gallatin tek basina uygulamasi, poliploidili anormal hiicre
frekansinda, biitiin konsantrasyonlarda, ¢oziicii kontrolle kiyaslandiginda bir artis
meydana getirmis fakat bu artisin anlamli olmadig1 gézlenmistir. Poliploidilerin dahil
edilmedigi degerlendirmede, anormal hiicre frekansi1 ¢oziicii kontrole gore 0,01 ve

0,10 pg/ml’de azalma, 0,05 ve 0,50 pg/ml’de artis gostermistir. Fakat bu degisimler
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anlaml degildir. KA/hiicre sayisinda da, poliploidili degerlendirmede 0,01, 0,05 ve
0,10 mg/mL’lik konsantrasyonlarde, ¢oziicii kontrole gore artis gdzlenmis, fakat bu
artis sadece 0,5 mg/mL’de anlamli diizeye ulagsmistir. KA/hiicre sayisi, poliploidisiz
degerlendirmede, 0,10 mg/mL’de degismemis, 0,01 mg/mL’de azalmis ve 0,50
mg/mL’de artis gostermistir, fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir.
EGCG’nin MMC ile birlikte uygulandig: insan lenfositlerinde, MMC’nin tek basina
uygulandig1 lenfositlere nazaran, kromozom anormalliklerinde artis oldugu
gozlenmistir. Ancak bu artis, ne poliploidili ve ne de poliploidisiz
degerlendirmelerde pozitif kontrole gore, anlamli degildir. KA/hiicre sayisinda hem
poliploidili ve hem de poliploidisiz degerlendirmede, pozitif kontrole gore artislar
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, EGCG’nin insan lenfositlerinde tek basina
uygulamasinin, kromozom anormalliklerini nemli olmayan diizeyde artirdigin1 veya
azalttigini, MMC ile birlikte es zamanli uygulamasinin, pozitif kontrole gore
ozellikle KA/hiicre sayisinda onemli artiglara neden oldugunu gostermistir.
Dolayisiyla EGCG, MMC tarafindan olusturulan hasarlar1 azaltmamig, tam tersine

artirmigtir.

Bu caligmada, diger bir antioksidan olan kafeik asit fenetil esterin (CAPE) tek basina
kullanilmasi ile insan lenfositlerinde meydana getirdigi kromozomal anormalliklerin
degerlendirilmesi de, poliploidinin dahil edildigi ve dahil edilmedigi iki ayr1 sekilde
yapilmistir. CAPE’nin insan lenfositlerine tek basina uygulanmasi sonucunda,
anormal hiicre frekansi ve KA/hiicre sayisi, hem poliploidili ve hem de poliploidisiz
degerlendirmede, ¢oziicli kontrole gore bir miktar artis gdstermekle beraber, bu artis
sadece 4 pg/m’lik konsantrasyonda anlamlidir. CAPE’nin MMC ile es zamanh
uygulandigi lenfositlerde, poliploidili anormal hiicre frekansi, pozitif kontrole gore 1
ng/ml’de anlamsiz artig, diger konsantrasyonlarda azalma gostermistir. Bu azalma, 4
pg/ml’de anlamhdir. Poliploidilerin dahil edilmedigi degerlendirmede, biitiin
MMC+CAPE konsantrasyonlari, anormal hiicre frekansinda azalmaya neden
olmustur ve bu azalma 2 ve 8 pg/ml’de anlamlh diizeydedir. MMC+CAPE
uygulamasi, pozitif kontrole gore, poliploidili ve poliploidisiz degerlendirmede

KA/hiicre sayisinda, 1 ve 4 pg/ml’de anlamsiz artis, 2 ve 8 pg/ml’de anlamli azalma
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gozlenmistir. Bu sonuglar, CAPE’nin kullanilan konsantrasyonlarinin, MMC

kaynakli kromozom anormalliklerini azalttigin1 géstermistir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalar incelendiginde, polifenollerin ve polifenollerden
katesinin hem antigenotoksik ve hem de genotoksik etkili oldugunu gdsteren
sonuclar mevcuttur. Katesinin ¢ok etkili bir antioksidan olmasi nedeniyle, anti-
mutajenik ve anti-karsinojenik oldugu gdsterilmistir [Lin ve ark., 1999; Baek ve ark.,
2005; Doss ve ark., 2005; Liu ve ark., 2008]. Alkilleyici ajan olarak bilinen
kemoterapétik ilaglardan metil metan siilfonat (MMS) ve siklofosfamid (CP) ile
indiiklenmis kromozomal aberasyonlarin EGCG ile azaldig: tespit edilmistir. Bu
etkinin, EGCG’nin, MMS ve CP’nin metabolik aktivasyonunu engellemesi
sonucunda ortaya ¢iktig1 disiiniilmektedir [Beg ve ark., 2009]. Yesil cay
tikketimindeki artisin kanda total kolesterolii ve triasilgliserolii diisiirdiigli ve koroner
kalp hastaliklar1 riskini azalttigi da belirlenmistir. Katyar ve Muktar, yesil cayin
kanser onleyici etkisinin biiyiik kisminin EGCG kaynakli oldugunu belirlemislerdir
[Katiyar ve Muktar, 1996]. EGCG’nin, serbest radikallerin olusturdugu DNA hasari
tizerinde iyilestirici etkisi oldugu belirlenmistir [Kinlen ve ark., 1988; Yang ve
Wang, 1993; Katiyar ve Mukhtar, 1996]. Kurt ve arkadaslari, sicanlarda CCl, ile
olusturulan oksidatif stres iizerinde katesinin etkisini inceledikleri ¢alismada, hem
CCly’lin ve hem de katesinin tek basina uygulamasi yapildigi gibi, CClst+katesin’in
es zamanlt uygulamasi da yapilmistir. Es zamanli uygulama yapilan hiicrelerde,
yalmiz CCly uygulanan hiicrelere gore, oksidatif stres kaynakli hasarin azaldigi

belirlenmistir [Kurt ve ark., 2004].

Bu antioksidan o6zelliklerinin yani sira, EGCG’nin prooksidan o6zellik gostererek,
DNA’da hasarlarin olusmasina neden oldugu da belirlenmistir. Kanser hiicrelerini
6ldiirme ve apoptoza yonlendirme etkisinin, bu prooksidan etkisinden kaynaklandigi
belirtilmektedir. Fakat fazla miktarda kullanimi, ratlarda kolon kanserine de neden
olabilmektedir [Furukawa ve ark., 2003]. Mukherjee ve arkadaslar1 yapmis olduklari
calismada diyetle alinan siyah ¢ayin in vivo fare kemik iligi kromozomlarinda tek
basina ve klastojen (MMC, K,Cr,07) ile es zamanh etkilerini arastirmislardir. Cay

ekstresi giinde bir kez ve iki kez olmak {izere farelere uygulanirken, klastojenler her
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24 saat bitiminde bir kez uygulanmustir. Giinde bir kere ¢ay ektresi verilen uygulama
grubunda herhangi bir degisim gozlenmezken, giinde iki kere cay ekstresi verilen
gruplarda kontrol grubuna kiyasla kromozomal anormallik frekansinda artis oldugu
belirlenmistir. 7 giinliik periyotta giinde iki kere ¢ay uygulamasi K,Cr,O; kaynakl
hasarlarin olusumunu 6nemli derecede azaltirken, MMC kaynakl1 hasarlar {izerinde
herhangi bir azaltici etkisi olmamistir [Mukherjee ve ark., 1997]. Cin hamsteri
akciger hiicrelerinde (CKL/IU) katesinden dolay1 olusan kromozomal aberasyonlari
belirlemek amaci ile yapilan bir ¢alismada, yesil ¢ay katesinleri GTC-1 ve GTC-2
olmak tizere iki gruba ayirarak denemeler yapilmistir. GTC-1, 1s1 muamelesi
yapilmis olan yesil cay katesinlerini igeren bir grupken, GTC-2 ise herhangi bir
muameleye tabi tutulmamis olan yesil cay katesinlerini iceren gruptur. Calismada
GTC-1, 56,3-900 pg/ml doz araliginda uygulanirken, GTC-2 35,1-700 pug/ml doz
araliginda uygulanmistir. Calisma sonuclarina gore, her iki grupta da uygulanan
konsantrasyonlarin artisina bagli olarak kromozomal aberasyon frekansinda artis
gbzlenmistir [Ogura ve ark., 2008]. Yapilan bazi ¢caligsmalar katesinlerin kromozomal
aberasyonlar1 uyardigint  gostermektedir. EGCG’nin kiiltlire edilmis insan
hiicrelerinde, DNA ¢ift zincir kiriklarini uyararak kromozomal aberasyonlara ve
kardes kromatid degisimlerine neden oldugu gosterilmistir [Shirahata ve ark.,1989;
Jain ve ark., 1991; Bertram ve ark., 2003; Malik ve ark., 2003].

Asuka ve arkadaglari, ¢in hamsteri akciger hiicrelerinde (CHL/IU) katesin ile
indiiklenmis kromozomal aberasyonlarin mekanizmasini arastirmiglardir. Calismaya
gore, katesin, in vitro kiltiir ortaminda, 6nemli miktarda H,O, olusturmustur.
Ancak, ayni konsantrasyonda su igerisinde bekletilen katesinlerin diisiikk miktarda
H,0, iirettigi gézlenmistir. Kiiltliir ortaminda, H,O, kaynagi olan katesin ile ortam
pH’s1 yaklasik 6 ya yiikselmistir, bu da in vitro sartlarda katesinlerden olusacak
H,0, miktarinda pH’nin belirleyici bir faktor olabilecegini gostermistir. Bu c¢alisma,
katesinleri de i¢ine alan bazi polifenollerin, in vitro sartlarda prooksidan o6zellik
gosterdiklerini desteklemektedir [Asuka ve ark., 2008]. Tanaka yaptig1 caligmada
EGCG’nin yiiksek konsantrasyonlarda H,O; olusumuna neden oldugunu belirtmistir.
Johnson ve Loo yaptiklar1 ¢caligmalarla, EGCG’nin oksidize 6zellik gosteren ve DNA

hasarin1 indiikleyen dozunun 100 pmol, Tanaka hiicre dongiisii siirecini yavaslatan
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dozun 200 pmol ve Long ve arkadaslar1 da H,O, {iretiminin oldugu dozun 100 pmol
oldugunu belirlemislerdir [Tanaka, 2000; Johnson ve Loo, 2000; Long ve ark.,
2000].

Bazi epidemiyolojik c¢alismalar, yesil cay tiiketiminin karaciger ve barsak
kanserlerinin gelisimini uyardigin, in vitro da Fe™ ve Cu™ iyonlar1 varliginda DNA
kirilmasini arttirdigini gosterirken [Hirose ve ark., 1993; Hiramoto ve ark.,1996;
Hayakawa ve ark., 1997; Hirose ve ark., 2002], diger ¢alismalar, artan yesil ¢ay
tiikketimi ile goglis, mide, rektal ve pankreatik kanserlerin gelisiminin baskiladigini
desteklemektedir [Imai ve ark., 1997; Inoue ve ark., 1998; Nakachi ve ark., 1998; Ji
ve ark., 2001; Arts ve ark., 2002].

Azam ve arkadaslar1 ¢ay polifenollerinden olan epikatesin (EC) ve epigallokatesin
gallat’in serbest radikal olusturma yeteneklerini karsilagtirmistir. Kiiltiir ortaminda
bu c¢ay polifenollerinin Cu(Il)’yi, Cu(I)’e doniistiirdiigi ve bu islemi
gergeklestirirken de hidroksil radikali olusumuna sebep oldugu belirlenmistir [Bhatt
ve Hadi, 1994]. Olusan hidroksil radikallerinin artan konsantrasyonun da DNA’da
kirilmalara neden oldugu belirtilmistir. Bu calisma sonucunda iki 6nemli sonug
ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglardan ilkine gére, EGCG siiperoksit anyonlart ve hidroksil
radikalleri gibi serbest radikaller olusturarak prooksidan 6zellik gostermektedir ve bu
etkinin varliginda DNA’da hasarlara sebep olmakatadir, ikinci sonug, bakir kaynakli
oksidasyon EGCG’nin polimerize bir polifenol olmasindan kaynaklanmaktadir
[Azam ve ark., 2004]. Yapilan ¢aligmalar kromatinin yapisinda eser miktarda bakir
iyonlarmin  bulundugunu ve bu iyonlarin habis tiimor gelisimini arttirdigini

gostermistir [Ebadi ve Swanson, 1988; Yoshida ve ark., 1993].

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), yaban mersini, bogiirtlen, ¢ilek, visne, kiraz,
miirver, kus liziimii gibi kirmiz1 renkli meyvelerde, aygekirdegi tohumlarinda ve
turpgillere ait sebzelerde bulunan bir polifenol olup, bal arilarinin iirettigi propolisin
de aktif bilesenlerinden birisidir [Hepsen ve ark., 1996; Koltuksuz ve ark., 1999; Un-
Ho ve ark., 2008; Ogetiirk ve ark., 2009]. Yapilan bazi calismalarda, CAPE’ nin

antiinflamatuvar, antifungal ve antimikrobiyal, immiinomodiilatér, antimutajenik ve
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antioksidan o6zelliklere sahip oldugu, oksidatif hasarlara kars1 yiiksek koruyuculuk
gosterdigi belirlenmistir [Krol ve ark., 1990; Dimov ve ark., 1992; Edenharder ve
ark., 1993; Pascual ve ark., 1994; Mirzoena ve ark., 1996; Un-Ho ve ark., 2008;
Koyu ve ark., 2009]. CAPE 10 uM konsantrasyonda in vitro kosullarda nétrofiller
veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerini
tamamen bloke eder [Sahin ve ark., 2002]. CAPE iki halkasal yap1 igerir ve
flavaniodlere bezemektedir. Bu halkasal yapilardan bir tanesi, yapisinda iki hidroksil
grubu tagimaktadir ve hidroksil gruplar sayesinde redoks reaksiyonlarinda aktif rol
oynayarak, E ve C vitaminlerinde oldugu gibi, antioksidan etki gostermektedir

[Koltuksuz ve ark., 2000].

Ogetiirk ve arkadaslari, ratlarda CCl, kaynakli olusturulan nefrotoksisiteye kars
kafeik asit fenetil esterin (CAPE) koruyucu etki saglayip saglamadigini belirlemek
amact ile yaptiklar1 caligmada, hem CCl; ve hem de CAPE’nin tek basina
uygulamasi ile birlikte, CClL4+CAPE’yi es zamanli olarak da uygulamislardir.
CCl4+CAPE es zamanli uygulamasinin, CCls uygulamast sonucunda olusturulan
hasarlar1 énemli diizeyde azalttigin1 gozlemislerdir [Ogetiirk ve ark., 2009]. Vardi ve
arkadaslari, ratlarda gentamisin etkisi ile olusturulan nefrotoksisiteye karst CAPE’nin
koruyucu etkisini belirlemek amaciyla yalniz gentamisin ve yalniz CAPE igeren
gruplar ile gentamisintCAPE iceren 1ii¢ uygulama grubu olusturmustur.
GentamisintCAPE es zamanli uygulama grubunda, yalniz gentamisin uygulamasi

yapilan gruba gore nefrotoksisite oraninda azalma gdézlenmistir [ Vardi ve ark., 2005].

Yilmaz ve arkadaslari, sisplatin ile indiiklenmis kromozomal aberasyonlar iizerinde
CAPE’nin etkisini rat kemik iligi hiicrelerinde incelemislerdir. Bunun i¢in ratlara
sisplatin uygulamasindan (5 pg/ml i.p.) 24 saat once, CAPE’nin 10 pg/ml’lik tek
dozu intra peritonal (i.p.) injeksiyon ile verilmistir. Sisplatin uygulamasindan 24 saat
sonra ratlar sakrifiye edilmistir. Yalnizca sisplatin uygulamasi yapilan gruba kiyasla,
CAPE uygulamasinin kromozomal aberasyonlari ve anormal metafaz miktarin
azalttig1 gozlenmistir. Calisma sonucunda CAPE’nin sisplatin kaynakli kromozomal
aberasyonlari radikal temizleyici aktivitesi ile dnledigi bildirilmistir [Yilmaz ve ark.,

2010].
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Propolis, bal peteginde bulunan polifenollerce zengin bir madde olup, kafeik asit
bakimindan da zengindir. Tavares ve arkadaslar1 wistar rat kemik iligi hiicrelerinde
doxorubicin (DXR) ile olusturulan kromozomal hasarlarin, propolis ile azaltilip
azaltilamayacagini belirlemek icin propolis ekstraktinin 6, 12, 24 mg/kg’lik dozlari,
DXR ile es zamanl olarak ve 12 mg/kg’lik dozu subakut olarak uygulanmistir. 12
mg/kg’lik doz uygulamasinin hem es zamanli hem de subakut uygulamada,
kromozomal anormallik frekansinda anlamli azalmaya neden oldugu gosterilmistir.
Bu azalmanin c¢alisilan propolis maddesi igerisindeki fenolik bilesiklerden

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir [Tavares ve ark., 2007].

Bu calismada kullanilan (-)-epigallokatesin gallat ve kafeik asit fenetil ester, MMC
tarafindan olusturulan genetik hasara karsi farkli sonuglar vermistir. (-)-
epigallokatesin gallat, hem tek basina ve hem de MMC ile es zamanh
uygulandiginda kromozomal anormallik frekansinda artisa sebep olmustur. Bu
durum, (-)-Epigallokatesin gallatin kuvvetli bir antioksidan olmasinin yaninda,
prooksidan 06zelliginin de olmasiyla aciklanmaktadir. Kafeik asit fenetil ester
uygulamasinda ise kromozomal anormallik frekansinda pozitif kontrol grubuna gére
azalma gozlenmistir. Bu da kafeik asit fenetil ester’in anormallik frekansim
antioksidan o6zelligi ile diisiirdiigiinii gostermistir. Buna goére bu calismada (-)-
epigallokatesin gallat, kafeik asit fenetil estere gore cok daha diisiik dozlarda
kullanilmasma ragmen, prooksidan etki gostermistir. Bu prooksidan etkinin,
EGCG’nin kiiltiir siiresi boyunca ortamda H,0O, {lretmesinden, kromatinin
yapisindaki eser miktardaki bakir iyonlari1 varliginda serbest radikal olusumunu
uyarma mekanizmasindan ya da kandaki demir varliginda fenton reaksiyonu
gelisiminden kaynaklanabilecegini diislindiirmektedir. Kafeik asit fenetil esterin
antioksidan etkisinin mekanizmasinin tam olarak bilinmemekle beraber, CAPE’nin
serbest radikal temizleyici ve antioksidan enzimleri aktive edici 6zelliklerinden
kaynaklanmis olabilir. Ayrica EGCG ve CAPE uygulamalarindaki sayisal anormallik
olan poliploidinin fazla olmasi, bu maddelerin topoizomeraz zehiri seklinde etki
gostermesinden kaynaklanmig olabilir. Baz1 kimyasallar, topoizomeraz II enziminin
aktivitesini engeller ve sonugta poliploidiye neden olur. Bu enzim normalde, kardes

kromatidlerin ayrilmasinda gerekli olan bir enzimdir [Sumner, 1995; Cummings ve
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ark., 1995; Sumner, 1998]. Topoizomeraz enzimi, mitoz boliinme sirasinda
kromozomlarin karsilikli kutuplara ¢ekilmesinde ¢ok ©Onemli bir rol oynar.
Kromozom kondensasyonundan sonra, topoizomeraz fonksiyonu engellenirse,
hiicreler metafazda kalir, kromatidler kutuplara ayrilamaz ve sonugta kromozom

artis1 olur [Clarke ve ark., 1993].

Bu caligmada, MMC tarafindan olusturulan kardes kromatit degisimlerinin EGCG ve
CAPE ile iyilestirilip iyilestirilmeyecegi de incelenmistir. KKD, yeni eslesmis
kromatid ile kardes kromatidi arasinda karsilikli degisimlerle meydana gelen, hiicre
dongiisiiniin S faziyla iligkili bir mekanizma olup [Bozkurt ve ark., 2004], mutajenik
ve karsinojenik ajanlarin belirlenmesinde kullanilan hassas bir gostergedir.
DNA’daki yanlis kodlanmalarin ve hatali DNA sekans onarimlarinin KKD’ye neden
oldugu diisiinilmesine ragmen, KKD’nin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. KKD olusum mekanizmasinda DNA tek zincir kiriklar1 6nemli rol
oynamaktadir. KKD tamir islemi, homolog rekombinasyon yoluyla yapilir, ayrica
diger bir onarim mekanizmasi olan homolog olmayan uglarin birlesmesi yoluyla da
yapilmaktadir.  Homolog  rekombinasyon = mekanizmasi, tamir islemini
gerceklestirebilmek i¢in tam bir homolog sekansa ihtiya¢ duyarken, homolog
olmayan mekanizma, yiiksek diizeyde sekans (DNA dizisi) homolojisi gerektirmeden
kirik olan komsu DNA ugclarini tamir etmektedir [Bozkurt ve ark., 2004; Aydemir ve
ark., 2005].

(-)-Epigallokatesin gallatin insan lenfositlerine tek basina uygulamasi, c¢oziicii
kontrole gore sadece en yiiksek konsantrasyonda (0,50 pg/ml) KKD/hiicre sayisinda
Oonemli artisa neden olmustur. EGCG, MMC ile es zamanli uygulandiginda,
MMC’nin tek bagina uygulamasina kiyasla, KKD/hiicre sayisinda anlamli diizeyde
azalmaya neden olmustur. Sadece en yiiksek konsantrasyondaki (0,50 ng/ml EGCQ)
azalma Onemli degildir. Kafeik asit fenetil esterin tek basina uygulamasinin, insan
lenfositlerinde KKD frekansini, ¢6ziicii kontrole kiyasla azalttigi, hatta bu azalmanin
1 pg/ml uygulamasinda anlamli oldugu gézlenmistir. MMC ile es zamanl uygulanan

biitlin CAPE konsantrasyonlari, KKD frekansini, pozitif kontrole kiyasla 6nemli
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diizeyde diisiirmiistiir. KKD testinde, her iki antioksidanin da iyilestirici yonde etki

gosterdigi ve antimutajenik etkili oldugu belirlenmistir.

Shim ve arkadaglari, 20-52 yas araliginda saglikli sigara icen erkeklerin periferal
lenfositlerinde, yesil ¢ay tiikketiminin sigara kaynakli KKD frekans1 tizerindeki
etkisini arastirmistir. Alt1 ay siire ile glinde 2-3 kupa yesil ¢ay igen sigara igicilerinin
KKD frekansinda azalma gozlenmistir. Yesil ¢ay tiiketimi sigara kaynakli olusan

KKD’yi azaltmistir [Shim ve rak., 1995].

Imanishi ve arkadaglar1 yesil ve siyah caydan elde ettikleri tanin karigiminin ¢in
hamsteri hiicrelerinde MMC tarafindan uyarilmis KKD frekansi {izerinde etkisini
arastirmustir. Iceriginde EGCG’nin de bulundugu tanin karisimi S9 karsimi olmadan
KKD frekansinda artmaya sebep olmustur. Rat karacigeri metabolik enzimi olan S9
ile 6n muamelenin ardindan tanin karigimi1 uygulandiginda ise KKD degerlerinde
anlamsiz degisimler gozlenmistir. MMC ve UV ile indiiklenmis KKD frekansinda,
diisiik konsantrasyonda S9 varliginda, tanin karigiminin sonradan uygulanmasi, KKD
frekansinda azalmaya sebep olmustur. Diger taraftan S9 karisiminin yiiksek
konsantrasyonu (20 pg/ml) komutajenik etki gostermistir. Bu ¢alismada, cay
polifenollerinin degistirici etkisinin, hiicre dongiisiiniin G; fazinda etkili oldugu

belirtilmistir [Imanishi ve ark., 1991].

Tanaka ve arkadaslari, parakuat ile hasara ugratilmig kiiltiir hiicrelerinde yesil ¢ay
polifenollerinin koruyucu etkisini arastirmiglar ve yesil cayin ana bileseni olan
EGCG’nin serbest radikal kaynag1 olan parakuat nedenli KKD frekansinda azalmaya
neden oldugunu gozlemislerdir [Tanaka ve ark., 2000]. Swiss albino ratlarinda
dimetilbenzoat (DMBA) ve cisplatinin (CP) mutajenik etkisine kars1 teafalavinlerin
(TF) ve tearubiginlerin(TR) etkisi incelendiginde, DMBA ve CP kaynakli KKD
frekansinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir [Lijinsky, 1999]. Beg ve
arkadaslar1 insan lenfosit kiiltiirlerinde cisplatin ve metil metan siilfonat ile
olusturulan hasarlara karsi EGCG’nin koruyucu etkisini S9 metabolik aktivasyon

sistemi enzimleri varlifinda ve yoklugunda arastirmiglardir. Kuvvetli bir antioksidan
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oldugu bilinen EGCG’nin S9 varligi ve yoklugunda, CP ve MMS kaynakli KKD
frekansinda anlamli azalmaya sebep oldugu belirtilmistir [Beg ve ark., 2009].

Kirmiz1 ve beyaz her iki liziim ¢esidinin de yapisinda bulunan polifenollerin insan
lenfositlerinde MMC kaynakli hasarlar iizerindeki koruyucu etkisi KKD testi ile
aragtirtlmugtir. Uziim polifenollerinden kafeik asit, gallik asit ve rutin hidrat’in MMC
tarafindan olusturulan KKD frekansim1 arttirdigt  goézlenirken, ferulik asit,
protokatesuik asit, (+)-katesin, (-)-epikatesin ve trans-resveratrol’iin 5 ve 100 uM
konsantrasyon araliginda KKD frekansinda degisime neden olmadigi belirlenmistir.
MMC Kklastojenitesine karsi ortaya ¢ikan sonuglarin, polifenollerin yapisal
fakliliklarindan kaynaklandigi belirtilmistir [Stagos ve ark., 2007]. Kiiltiire edilmis
Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHOK-1) MMC ile olusturulan KKD frekansi
tizerinde 21 g¢esit polifenolik icerigin etkisi arastirildiginda, skopoletin, jasmon,
kafeik asit ve ferulik asit’in KKD frekansinda artisa sebep oldugu, kafeik asit ve
ferulik asitin KKD artic1 etkilerinin alfa, beta-ansatiire karbonil gruplarindan

kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir [Sasaki ve ark, 1989].

(-)Epigallokatesin gallat ve kafeik asit fenetil ester’in, MMC tarafindan olusturulan
kardes kromatid degisimi sayilarinda istatistiksel olarak onemli derecede azalma
saglamis olmalari, antioksidan aktivitelerine bagl olarak antimutajenik olduklarim
gostermektedir. MMC’nin hiicrelerde serbest radikal olusumuna neden oldugu
bilindigine gore, bu iki polifenolik maddenin radikal siipiiricii ve antioksidan
enzimleri aktive edici mekanizmalar1 yolu ile antioksidan ozellik gosterdikleri
tahmin edilebilir. Ayrica her iki polifenolik madde, kromozomal anormallik testinde
istatistiksel olarak anlamli bir iyilestirici etki saglamazken, KKD testinde dnemli bir
tyilesme saglamiglardir. Buna gore, hem (-)-epigallokatesin gallat ve hem de kafeik
asit fenetil ester DNA tamir sistemlerini aktive edici etki gdstermis olabilir. Bu
antioksidanlarin, kromozom anormallikleri ve KKD testlerinde farkli etki
gostermelerinin sebebi, bu iki mekanizmanin, baz1 ortak 6zelliklerine ragmen, bir

birlerinden fakli mekanizmalara sahip oldugunu da gostermektedir.
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Bu calismada her bir antioksidan madde igin, sitotoksisitenin bir gostergesi olan
mitotik indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI) degerleri de hesaplanmistir.
Replikasyon indeksi, genetik etkilerin belirlenmesinde faydalanilan kriterlerden biri
olup, hiicre dongiisii kinetiklerinin ol¢iilmesinde kullanilmaktadir. Bu ¢aligsmada,
EGCG ve CAPE’nin ne kendi basina olan uygulamalari ve ne de MMC ile es
zamanl1 yapilan uygulamalar1 sonucunda, insan lenfositlerinde RI’de meydana gelen
degisimler, negatif, ¢oziicli ve pozitif kontrolden 6nemli farkliliklar géstermemistir.
EGCG’nin tek basina uygulamasi, insan lenfositlerindeki mitotik indeksi, ¢oziicii
kontrole gore Onemli olmayan sekilde diisiirmiistiir. Es zamanli uygulamada,
EGCG’nin biitiin konsantrasyonlari mitotik indeksi, pozitif kontrole gére onemli
diizeyde diistirmiistiir. CAPE uygulamasinda, mitotik indeks, ¢06ziicii kontrole
kiyasla, sadece en yliksek konsantrasyon olan 8 pg/ml’de énemli diisiis gosterirken,
MMC+CAPE’nin biitiin konsantrasyonlari, mitotik indeksi pozitif kontrole gore

anlamh sekilde distirmiistiir.

Replikasyon indeksinde herhangi bir degisiklik olmamasi, bu maddelerin hiicre
boliinmesinde sentez sathasindan sonra etkili oldugunu desteklemektedir [Soloneski
ve ark., 2002; Celik ve ark., 2004]. Yiizbasioglu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada
mitotik indeksteki azalmanin, hiicrelerin mitoza girmesini saglayan G2 sathasinin
engellenmesinden dolayr ya da ATP seviyesinde azalmadan ve enerji tliretim
merkezindeki bozukluktan kaynaklandigini 6ne siirmektedir. Mitotik indeksteki
diisiistin diger nedenleri arasinda DNA sentezinin engellenmesi, DNA sentezi i¢in
gerekli ve 1§ olusumundan sorumlu olan enzimlerin baskilanmasi ve G2 periyodunun
uzamasi da gosterilmektedir [Yiizbasioglu ve ark., 2006]. Bu c¢alismada mitotik
indeksteki diisiislerin her iki polifenolik maddenin apoptozu indiikleyici 6zelliginden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. EGCG’nin apoptozu indiiklemesi, Go/G; kontrol
basamaginda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, NFxB’nin inbibisyonu ardindan
TNFa inhibisyonu ve hiicreden salinimi, salinan TNFa’lerin hiicre ylizeyine
baglanmas1 sonucunda mitokondriyal depolarizasyon olusumu, depolarizasyonun
ardindan biiylime faktorleri sinyal inhibisyonu ve son olarak kaspaz 3 ve 8§
inhibisyonu basamaklarinin arda arda gelisimi ile olmaktadir. Kaspaz aktivasyonu,

apoptozda meydana gelen yapisal ve molekiiler degisikliklerin temel nedeni olarak
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bilinmektedir [Roy ve ark., 2003]. Mitotik aktiviteyi baskilayic1 etki, hidroksil
radikali siipiiriicii bir antioksidan olmalarindan da kaynaklanabilir. Pryor ve Tang
yaptiklar1 ¢calisma ile hidroksil radikali siipiiriicii etkisi olan bilesiklerin diger yiliksek
reaktif Ozellikteki oksiradikaller ile etkilestigini belirlemislerdir [Pryor ve Tang,
1978]. Hiicresel hasarin serbest radikallerin etkisi ile indiiklenebilecegini ve bu
hasarin serbest radikal siipiiriicii antioksidanlar ile engellenebilecegini gdsterirken,
serbest radikal siipiiriicii antioksidanlarin hiicreler {izerine farkli etkilerinin de
olabilecegine isaret etmektedir [Cohen, 1978]. Hidroksil radikalleri (OH-) mitojenik
sinyalin transdiiksiyonu i¢in zorunlu aracilar olabileceginden dolayi, hidroksil
radikalini temizleme yetenegine sahip olan bir¢ok birlesigin, lenfosit mitogenezini
baskilama yetenegine sahip oldugu da diisiiniilmektedir [Novogrodsky ve ark.,

1982].

Bu calismada kullanilan bir diger parametre olan mikroniikleus testi, sitokinezin
bloke edilmesine dayanan ve genetik hasarin belirlenmesinde insan lenfositlerinde
yaygin sekilde kullanilan bir metottur (CBMN). MN’ler, kromozom kiriklar1 veya
geri  kalmis kromozomlardan olusabilecegi gibi, kromozomlarda yeniden
diizenlenmeler ve degismis gen ekspresyonlari gibi yollarla da olusabilir. MN
olusumu ile kanser arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir [Umegaki ve Fenech
2000; Fenech, 2002; Ames ve Vakimoto, 2002; Rajagolpan ve ark., 2004; Fenech ve
ark., 2007; Bonassi ve ark., 2007]. Bu ¢alismada, EGCG’nin tek bagina uygulamasi,
¢Oziicii kontrole gore, MN frekansinda artisa neden olmustur. Fakat bu artis, sadece
en diisiik konsantrasyonda anlamlidir. MMC ile es zamanli EGCG uygulamalarinda,
MN frekansinda, pozitif kontrole gore anlamli azalma gerceklesmistir. CAPE’nin
insan lenfositlerinde tek basina uygulamasi da, MN frekansini, ¢oziicii kontrole gore
artirmistir, ancak bu artig sadece 4 pg/mL’lik konsantrasyonda anlamlidir. CAPE’nin
MMC ile es zamanli uygulamasi, pozitif kontrole nazaran MN frekansinda diisiise
neden olmustur fakat bu diisiis en diisiik konsantrasyon olan 1 pg/mL’de anlamlidir.
Bu sonuglar, hem EGCG’nin ve hem de CAPE’nin, MMC kaynakli MN frekansini
bir miktar azalttigin1 gostermektedir. CAPE’nin 8 pg/mL’lik konsantrasyonu, hem

tek basina ve hem de MMC ile birlikte uygulandiginda toksik etki gdstermistir.
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EGCG ve CAPE uygulamalari, ne tek basina ve ne de MMC ile birlikte, niikleer

boliinme indeksinde 6nemli bir degisim yapmamustir.

Literatlir taramalarinda da benzer sonucglar gozlenmistir. Cay katesinlerinin
genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla farelerde ICR ve siganlarda SD
hiicrelerinde yapilan c¢alismada, eritrositlerde MN frekansinda artis olmadigi
belirlenmistir [Ogura ve ark., 2008]. Sugisawa ve Umegaki, insan B lenfoblastik
hiicre hattinda WIL2-NS hiicrelerinde EGCG’nin H,0,’e ve diger ROS’a karsi
meydana getirdigi koruyucu etkiyi MN testi ile arastirmistir. EGCG’nin yiiksek
konsantrasyonlarda (100 pmol/L) MN frekansinda artmaya neden oldugu, diisiik
konsantrasyonlarda (<1 pmol/L) ise MN frekansinda azalmaya neden oldugu

belirtilmistir [Sugisawa ve Umegaki, 2002].

Teaflavin (TF) ve tearubiginlerin (TR) insan lenfositleri V79 hiicrelerinde MMC ile
olusturulmus hasar iizerine koruyucu etkisi incelendiginde, TF ve TR’nin
antiklastojenik etkisi oldugu belirlenmistir [Liu, 1990; Liu ve ark., 2003]. Fare kemik
iligi hiicrelerinde MMC kaynakli mikroniikleus (MN) frekansi iizerinde yesil ve
siyah ¢ay tanin karigiminin etkisi arastirilmig ve MMC’nin intra peritonal (i.p.)
injeksiyonundan once oral yolla tanin karisimi verilen uygulama grubunun MN
frekansinin azaldig1 gozlenmistir. Yesil ve siyah ¢ay tanin karisiminin MMC’den 6
saat once i.p. yolla verildigi grupta MN frekansinda %73-%83 arasinda azalma
gozlenmistir. MMC sonras1 uygulamada MN frekansinda degisiklik gézlenmemistir

[Imanishi ve ark., 1991].

Sugisawa ve arkadaslarinin WIL2-NS hiicrelerinde yaptiklari bir ¢alismada (-)-
epigallokatesin gallat (EGCGQG), (-)-epikatesin gallat (ECG), (-)-epigallokatesin
(EGC), (-)-epikatesin (EC), (+) katesin (+C) ve gallik asidi (GA) igeren alt1 cay
bileseninin antigenotoksik etkisi MN testi ile arastirillmistir. Cay bilesenlerinin
hicbiri <10 uM konsantrasyonda MN frekansinda artisa sebep olmazken, EGCG,
EGC, ECG, C ve GA, 1 uM konsantrasyonda H,O, kaynakli hasar olusumunu
engellemistir. Tert-biitilhidroperoksid kaynakli MN frekansinda EGCG ve ECQG, 0,3
uM konsantrasyonda, EGC ve GA 10 uM konsantrasyonda iyilestirici etki
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gostermistir. Bu ¢alismada, koruyucu etkide galloil grubuna bagli olan flavan-3-ol
grubunun 6nemli oldugu belirtilmistir. Calisma sonucuna gore c¢ay bilesenlerinin
genotoksik ve antigenotoksik ozelliklerinin kimyasal yapilarina gére degistigi 6ne

stiriilmiistiir [Sugisawa ve ark., 2004].

Raj ve arkadaslari hibrid disi B6C3F1 fareleri %2’lik kafeik asit iceren ve icermeyen
yem karigimlart ile 1 hafta beslemisler ve takiben farelere intra peritonal injeksiyon
ile DMBA (25 mg/kg) vermislerdir. Enjeksiyon sonrasinda kemik iligi ornekleri
belirli zaman araliklarinda alinip her bir fareden 500 polikromatik eritrosit analiz
edilmistir. Kafeik asit i¢ceren yemle beslenen farelerde, sadece DMBA uygulamasi
yapilan farelere kiyasla, MN frekansinda %50 azalma oldugu gozlenmistir [Raj ve
ark., 1983]. Diger yandan Senedese ve arkadaslari, propolis ekstraktinin % 1.2, 2.4
ve 3.6’lik konsantrasyonlarimin genotoksik etkilerini MN testi ile analiz etmisler ve
bu ii¢ konsantrasyonun, MN frekanslarinda negatif kontrole gére anlamli bir degisim

yapmadigini gozlemislerdir [Senedese ve ark., 2008].

Ozkul ve arkadaslar1 propolisin antikarsinojenik potansiyelini insan lenfosit
kiiltiirlerinde aragtirmistir. Calismada, sigara icmeyen saglikli erkeklerden alinan kan
kiiltiirlerine, propolisin 0,01, 0,05, 0,10, 0,20, 0,50, 0,70 ve 1,00 mL
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Propolisin, MN frekansinda doza bagl artiga ve MI
frekansinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara dayanarak
propolisin artan konsantrasyonlarinin, klastojenik oldugu ileri striilmiistiir [Ozkul ve
ark., 2005]. Eroglu ve arkadaslar1 ylizeyel mesane kanserli hastalarin trasiiretral
rezeksiyon (TUR) doku oOrneklerinden hazirlanan karsinom hiicre hatlar1 iizerinde
propolis ve. MMC’nin mutajenik etkilerine bakmislardir. Sonuclar propolis ve
MMC’nin, kontrol gruplarina kiyasla MN frekansin arttirdigini1 géstermistir [Eroglu
ve ark., 2004].

Bu c¢aligmada son olarak kullanilan comet testi, tek hiicre alkali jel elektroforezi
olarak da bilinmektedir. Comet testi DNA hasar1 ve tamirinin incelenmesinde
kullanilan hassas, giivenilir ve hizli bir metottur [Singh ve ark., 1988; McKelvey-

Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Garry ve ark., 2003; Poletta ve ark.,
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2008]. DNA hasarlarinin yan sira, kesip ¢ikarmayla yapilan DNA tamiri esnasinda,
DNA ipliginde meydana gelen kiriklardan kaynaklanan migrasyonu 6lgmede de
kullanilmaktadir [Green ve ark., 1992].

EGCG’nin dort fakli konsantrasyonunun tek basina ve pozitif kontrol H,O, ile
birlikte es zamanli uygulandig1 insan periferal lenfositlerinde, EGCG’nin 0,05 ve
0,50 ng/mL konsantrasyonlari, ¢oziicii kontrole gore kuyruk yogunlugunu azaltmas,
0,01 ve 0,10 pg/mL konsantrasyonlari ise artirmistir. Kuyruk uzunlugunda, 0,01
ng/mL’lik konsantrasyon artisa, diger konsantrasyonlar ise azalmaya sebep olmustur.
Fakat bunlarin hi¢ biri, ¢6ziicli kontrole gore anlamli degildir. H;O,+EGCG’nin es
zamanli uygulandigi lenfositlerde kuyruk yogunlugu, ilk ii¢ konsantrasyonda, pozitif
kontrole kiyasla azalmistir, ancak bu azalma sadece 0,01 pg/mL konsantrasyonda
anlamhdir. En yiiksek konsantrasyon olan 0,50 pg/mL’lik doz, H,O, ile birlikte
kuyruk yogunlugunda artisa sebep olmustur fakat bu artis anlamli diizeyde degildir.
H,0,+EGCG uygulamasinda, EGCG’nin ilk {i¢ konsantrasyonu, pozitif kontrole
nazaran kuyruk uzunlugunda azalmaya sebep olmustur fakat bu azalma anlamli
degildir. H;0,+0,50 pg/mL EGCG uygulamasi, pozitif kontrole gore anlamli artisa
neden olmustur. Biitlin bu sonug¢lar, EGCG’nin tek bagina uygulamasinin genotoksik
olmadigi, H,O, ile birlikte es zamanli uygulamasinin kuyruk yogunlugunda
azalmaya fakat kuyruk uzunlugunda hafif artisa neden oldugunu gostermistir. Es
zamanlt uygulamada 0,50 pg/mL EGCG, kuyruk yogunlugunda anlamsiz, kuyruk

uzunlugunda ise anlamli artisa neden olmustur.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE) uygulamasinda da CAPE’nin tek basina
uygulamasinin, kuyruk yogunlugunda, c¢oziicii kontrole gore onemli olmayan
artiglara, kuyruk uzunlugunda ise Onemli artislara neden oldugu goézlenmistir.
H,O0,+CAPE uygulamasinda, CAPE’nin ilk {i¢ konsantrasyonu kuyruk
yogunlugunda anlamli olmayan, en yiiksek konsantrasyon olan 8 pg/mL’lik
konsantrasyon ise, anlamli artisa sebep olmustur. H,O,+CAPE uygulamasinda
kuyruk uzunlugu, 1 pg/mL’de anlamli azalma, diger konsantrasyonlar ise, pozitif
kontrole nazaran daha diisiik olmakla birlikte, CAPE konsantrasyonlar1 arttikca, artis

gostermistir ve bu artisin 8 pug/mL’de pozitif kontrolden anlamli derecede yiiksek
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oldugu belirlenmistir. Biitiin bu sonug¢lar, CAPE’nin tek basina uygulamasinin
DNA’da hasarlara neden oldugunu, H,O, ile es zamanli uygulandiginda ise, diisiik

dozlarda iyilestirici, yiiksek dozda ise DNA hasarina neden oldugunu gostermistir.

Bu calismada, KA, KKD ve MN testlerinde pozitif kontrol olarak kullanilan MMC,
kisa siireli uygulama olan comet testinde hasara neden olmadigi i¢in, literatiirde
comet testlerinde pozitif kontrol olarak yaygin sekilde tercih edilen H>O,
kullanilmigtir. H,O,, proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturarak bu
formdaki demiri ¢ok giiclii oksitleyici 6zellige sahip olan, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatan bir maddedir [Johnson ve ark.,

2000; Fan ve Lou, 2004; Wang ve ark., 2008].

Glei ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada bleomisin tarafindan olusturulan hasarlara
karst EGCG’nin koruyucu etkisini insan periferal 16kositlerinde comet testi ile
incelemistir. Kandan izole edilen 16kositlerin fitohemagliitinin ile uyarilmasi faz I,
genotoksik bleomisin ile uyarilmasi faz II ve DNA onarimi i¢in inkiibasyon ise faz
IIT olarak belirlenmistir. Her bir fazda DNA biitlinliigii comet testi ile Sl¢iilmiistiir.
EGCG (2, 20, 100 uM) hem her bir faz boyunca ayr1 ayr1 hem de tiim uygulama
boyunca kiiltiirlere ilave edilmis ve onarim mekanizmalari arastirilmistir. Faz I’de
radikal savar aktivite, faz II’”de DNA tamir uyarimi, faz II1I’de ise bu mekanizmalar
sirast ile etkin olmustur. EGCG faz I, II ve IlI’de eklendigi zaman bleomisin
kaynakli olusan DNA hasarmin ve endontiikleaz III spesifik hasarinin azaltilmasinda
ekili olmamistir. Ancak faz I ve II siiresince yapilmis EGCG uygulamasi serbest
radikaller ile olusturulan DNA hasarini, ¢esitli mekanizmalarin aktivasyonuyla

azaltmistir [Glei ve ark., 2006].

Salter ve arkadaslar1 antioksidan olarak bilinen quercetin (Q), epigallokatesingallat
(EGCG) ve N-asetilsistein (NAC)’in normal fetal akciger fibroblastlarinda (MRCS)
UV kaynakli hasar iizerindeki etkisini comet testi (% DNA kuyruk) ile
degerlendirmistir. Her {i¢ antioksidan madde de kuyruk yogunlugunda doza bagh

azalma gosterirken, bu maddelerin artan dozlarinda prooksidan etkiden dolayi
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kuyruk yogunlugunda artis gozlenmistir [Salter ve ark., 2004]. Monomerik ve
dimerik polifenollerin, bir heterosiklik amin olan Trp-P-2 ile olusturulan DNA
hasarlar1 {izerindeki iyilestirici etkisi comet testi ile incelendiginde, 1-100 pM
konsantrasyon araliginda, ne monomerik ne de dimerik polifenollerin, lenfositlerde
meydana gelen hasar1 engellemedigi belirlenmistir. Buna karsilik hem monomerik
hem de dimerik polifenollerin 0,1-0,5 mg/mL aralikta, Trp-P-2 kaynakli hasari, doza
bagli olarak engelledigi gézlenmistir [Dhawan ve ark., 2002].

Johnson ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada DPPH radikallerini siipiirmede etkin
olan EGCG ve daha az etkili olan quercetin’in antioksidatif 6zelliklerini Jurkat T
lenfositlerinde incelemistir. EGCG ve quercetin’in diigiik dozlari ile 6n muamele
yapilan Jurkat T lenfositlerinde serbest oksijen tiirleri ve serbest nitrojen tiirleri
nedeniyle olusan hasarlar comet testi ile analiz edilmistir. Hiicrelerde H,O, kaynakl
hasarlarin, 10 pM EGCG ve quercetin varliginda azaldigi gozlenirken, uygulanan
konsantrasyonun 10 katina (100 pM EGCG, quercetin) maruz birakilan hiicrelerde
DNA hasarinin arttig1 belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda Johson ve arkadaslari
EGCG’nin diisiik dozda antioksidan 6zellik gosterirken, yiiksek dozlarda prooksidan
ozellik gosterdigini bildirmistir [Johnson ve ark., 2000]. Yesil cay, siyah ¢ay ve
oolong ¢ay1 ile bes cay polifenoliiniin (epikatesin, EC; epikatesin gallat, ECG;
epigallokatesin, EGC; epigallokatesin gallat, EGCG ve teaflavinler, THFs),
benzo[a]pyrene (B[a]P) kaynakli hasarlar iizerindeki etkisi Chang akciger
hiicrelerinde comet testi ile degerlendirilmistir. 100 pg/ml yesil ¢ay, oolong cay1 ve
siyah caym uygulamasi, B[a]P kaynakli DNA hasarlarin1 (% kuyruk yogunlugu),
strastyla %10, %9 ve %13 oraninda azaltmistir. EGC ve EC diisiik konsantrasyonda
comet testinde hasarin artmasina neden olmazken, EGC, EGCG ve teaflavinler 100
ng/ml konsantrasyonda hasara neden olmustur. EGC, EGCG ve teaflavinler yiiksek
konsantrasyonlarda DNA hasarina sebep olurken, diisiik konsantrasyonlarda (10-50
uM), B[a]P kaynakli hasarlara karsi koruyucu etki gostermistir. Bu calismanin
sonuglar1 yiliksek konsantrasyonlarda EGC, EGCG ve teaflavinler’in superoksit

iirettigini ve bunun da DNA hasarini arttirdigin1 géstermistir [ Yen ve ark., 2004].
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Morley ve arkadaglari yaptiklar1 calismada kemopreventif etkisi oldugu bilinen
EGCG’nin kiiltiire edilmis insan hiicrelerinde UV ile indiiklenmis DNA hasarlar
tizerindeki etkisini komet testi ile analiz etmislerdir. EGCG’nin, akciger
fibroblastlarinda, deri fibroblastlarinda ve epidermal keratositlerde doza bagli olarak
DNA hasarimi azalttig1 belirtilmistir [Morley ve ark., 2005]. McCoy-Plovdiv hiicre
hattinda Bulgar propolisi ve propolisden elde edilen bir kimyasal olan CAPE’nin
etkileri molekiiler biyolojik ve immiinolojik teknikler ile karsilastirilmistir. McCoy-
Plovdiv hiicre hatti, propolisin (0,01, 0,1, 1,0 ve 10 mg/L) ve CAPE’nin artan
konsantrasyonlar1 (2,5, 4, 8 ve 16 mg/L) ile muamele edilmistir. Hiicre
proliferasyonu niiklear antijeni (PCNA) ve tiimdr supressor p-53 geninin ifadesi,
immiinositokimyasal olarak Ol¢lilmiistiir. Comet testi ile de apoptoz aktivitesi
Olciilmiistiir. Calisma sonucunda, PCNA ifadesinin, CAPE uygulamasinda doza bagh
olarak azaldig1 gozlenirken, propolis uygulamasinda da doza baglh olarak degistigi
belirlenmigtir. p53 sentezinin propolis uygulamasinda doza paralel olarak arttigdi,
CAPE uygulamasinda ise degismedigi belirtilmistir. Yiikselen dozlarda (10 mg/L
propolis ve 16 mg/L CAPE), artan DNA degredasyonuna bagli olarak apoptozun
arttig1 ve yiiksek dozlarin toksik oldugu one siirtilmiistiir [Dragonova-Filipanova ve

ark., 2008].

Lee ve arkadaslar, rat karacigeri HepG2 hiicrelerinde, tert-butyl hydroperoxide (t-
BHP) kaynakli DNA hasarlarinin, bal aris1 propolisinin etken maddesi olan kafeik
asit fenetil ester ile engellendigini gostermislerdir [Lee ve ark., 2008]. Yine bal aris1
propolisinin etken maddesi olup antikarsinojenik ve antioksidan aktivitesi bilinen
kafeik asit fenetil esterin 2,2'-azobis(2-amidinopropane) hydrochloride (AAPH) ve
hidrojen peroksit (H,O,) kaynakli hasara karsi koruyucu etkisi comet testi ve SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi ile incelenmistir. CAPE ve onunla iligkili polifenolik
asit esterlerinin, eritrosit membran lipidleri peroksidayonunu, hiicresel DNA zincir
kiriklarin1 ve protein fragmentasyonunu dikkate deger Olciide azalttig1 gosterilmistir

[Wang ve ark., 2008].

Benkovic ve arkadaslar1 suda ¢oziinebilen propolislerin ve tek flavanoidler olan

kafeik asit, cyrisin ve naringin’in gama radyasyonuna maruz kalan farelerde
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etkilerini komet testi ile analiz etmislerdir. Calisma sonucunda gama radyasyon
maruziyeti dncesinde flavanollerin verildigi hayvan gruplarinda gama radyasyonu ile
olusan DNA hasarlarinda azalma gézlenmistir [Benkovic ve ark., 2008]. Benkovic ve
arkadaslarinin suda c¢oziinebilen propolisler ile insan beyaz kan hiicrelerinde
radyasyon ile indiikklenmis DNA hasarina karsi iyilestirici etkiyi belirlemek ig¢in
yaptiklar1 c¢aligmada, polifenollerin nekrotik hiicrelerin miktarin1 azalttigini ve
DNA’da hasar olusturmadigini comet testi ile desteklemislerdir [Benkovic ve ark.,

2009].

Devipriya ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada gama radyasyonuna maruz birakilan
lenfositler iizerinde kafeik asit’in artan konsantrasyonlarinin (5,5, 11, 22, 44, 66, 88
uM) etkilerini comet ile testi arastirmiglardir. Kafeik asit ile 6n muamele yapilan
hiicrelerde, bu maddenin antioksidan potansiyeli nedeni ile gama radyasyonuna bagl

DNA hasarlarini azalttig1 belirtilmistir [Devipriya ve ark., 2008].

Bu ¢alismada hem (-)-epigallokatesin gallat hem de kafeik asit fenetil esterin hiicre
kiltiirii ortaminda cesitli dozlar1 denenmis ve bu maddelerin antiproliferatif
ozellikleri ve prooksidan etkileri dikkate alinarak diisiik dozlari tercih edilmistir.
Insan lenfosit kiiltiirinde uygulanan dozlarinda (-)-epigallokatesin gallatm MMC
tarafindan olusturulan kardes kromatid degisimlerini ve mikroniikleus olusumunu,
diger antioksidan madde kafeik asit fenetil esterin de yine kromozomal
anormallikleri, kardes kromatid degisimlerini ve mikroniikleus olusumunu
istatistiksel olarak onemli derecede azalttigi belirlenmistir. Ilave olarak comet
testinde, hem (-)-epigallokatesin gallat hem de kafeik asit fenetil ester, diisiik
konsantrasyonlarda, H,O, tarafindan olusturulan hasarlar1 azaltirken, yliksek
konsantrasyonda hasarlar1 artirdigr ve bu artisin H,O;’in neden oldugu hasardan
onemli diizeyde yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu sonuglarin 1s18inda (-)-
epigallokatesin gallat ve kafeik asit fenetil esterin diisiik dozlarinin MMC ve H,0,
tarafindan olusturulan hasara kars1 antiklastojenik ve antimutajenik ve DNA hasarini
azaltic1 etki gosterdikleri sonucuna varilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler,
giiclii antioksidanlar olan (-) -epigallokatesin gallat ve kafeik asit fenetil esterin

antitiimor ajanlarin ve reaktif oksijen tiirlerinin genotoksik etkilerine kars1 koruyucu
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ve antigenotoksik olabileceklerini gostermektedir. (-)-Epigallokatesin gallat ve
kafeik asit fenetil esterin uygulama gruplarinda mitotik indeks degerlerini istatistiksel
olarak Onemli derecede diisiirmeleri nedeniyle, antimitotik ozellikte olduklari
anlasilmistir. Bu 6zellikleri her iki antioksidanin da kanser tedavisinde ve timor

gelisiminin baskilanmasinda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu caligmada kisaca, EGCG’nin tek basina insan lenfositlerinde hafif genotoksik
oldugu, MMC ile birlikte bu etkinin daha da arttigi, CAPE’nin de tek basina hafif
genotoksik etki gosterdigi fakat MMC kaynakli hasarlar1 azalttigi belirlenmistir.
KKD testinde, EGCG’nin tek basina genotoksik olmadigi, MMC ile es zamanl
uygulamasinin, Onemli diizeyde antigenotoksik oldugu; CAPE’nin tek basina
kullaniminin  hafif antigenotoksik, MMC ile birlikte kullaniminin anlaml
antigenotoksik oldugu gozlenmistir. MN testine gore, EGCG tek basina bazi
konsantrasyonlarda anlamli genotoksik etkili olurken, MMC ile es zamanlh
uygulamasi 6nemli antigenotoksik etki gostermistir. CAPE ise MN testinde, tek
basina hafif genotoksik, MMC ile birlikte hafif antigenotoksik etkilidir. Her iki
antioksidan da mitotik indeksi anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Comet testinden elde
edilen sonuglar, EGCG ve CAPE’nin, hafif genotoksik ve hafif antigenotoksik etkili
oldugunu gdostermistir. Biitiin bu sonuglara gore, polifenoller sadece antioksidan
etkili degil, belli fizyolojik kosullarda prooksidan etki gosterirler. Polifenoller,
yilksek  konsantrasyonlarda kromozom hasarlarina neden olurken, diisiik
konsantrasyonlarda, reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan genotoksik hasarlari
onlemektedir. Polifenollerin prooksidan olarak mi1 yoksa antioksidan olarak mi
davranacaklari, bulundugu ortamin redoks potansiyeline, pH’sina, fenolik
yapilarindaki hidroksil gruplarinin sayist ve pozisyonu ile hidroksil gruplarinin
glikolizasyonu ve yer degistirmesine, kullanilan teste ve kullanilan konsantrasyona,
kullanim siiresine, oksidan maddelerle birlikte, onlardan once veya onlardan sonra
kullanimlarina gore de degismektedir. Sonuglar timit verici olmakla birlikte, klinik
denemelere ge¢mek i¢in, dogal kaynakli antioksidanlarin etki sekilleri ve kullanim
miktarlar1 konusunda daha detayli, daha fazla konsantrasyonu kapsayan ve 6zellikle
in vivo kosullardaki etkilerini belirlemek igin daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir.
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