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OZET

Bitkilerde ikincil metabolitler olarak bilinen dogal bilesiklerin, oksidatif stres tarafindan
indiiklenen genetik hasara karsi koruyucu etkileri oldugu bir¢ok c¢alismada
gosterilmektedir. Bitkilerden elde edilen o6zellikle fenolik yapidaki kimyasal maddeler
antioksidan ozellikleri nedeniyle reaktif oksijen bilesiklerini inaktive ederek radikal
hasarinin Onlenmesinde ve tedavisinde Oonemli rol oynamaktadirlar. Ancak giiniimiizde
bitkisel iirtinlerin bircogunun yap1 ve etkinlikleri tam olarak aydinlatilmamistir ve bir¢ok
bitkisel antioksidan maddenin toksisitelerine ve insan sagligina olasi risklerine iliskin
yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda, dogal iiriinlerde bulunan fenolik
bilesiklerden piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin
sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Tez
calismas1 kapsaminda fenolik bilesiklerin troloks esdeger antioksidan kapasite tayini
(TEAK) ile antioksidan ozellikleri ve ¢in hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO) nétral
kirmizi alim yontemi (NKA) ile olasi sitotoksik etkileri belirlenmis, ayrica sitotoksik etki
gostermeyen konsantrasyonlarda hem genotoksik etkileri hem de oksidatif hasara neden
olan ve genotoksik etki potansiyeli bilinen hidrojen peroksite (H202) kars1 antigenotoksik
etkileri insan lenfosit hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforez (Comet) ve mikrocekirdek
(MC) yontemleri ile degerlendirilmistir. Bu bilesiklerden piknogenol, resveratrol ve
rosmarinik asidin diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik ve genotoksik etkileri olmadigi
ancak yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik ve genotoksik etkili olabildikleri
gosterilmistir. Vanilik ve sinnamik asit ise arastirilan konsantrasyonlarda sitotoksik ve
genotoksik etkiye neden olmamistir. Diger yandan arastirilan fenolik bilesiklerin hepsinin
primer DNA hasarina ve MC olusumuna neden olan H>O>’nin olusturdugu DNA hasarini
azaltic1 etkileri oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

It has been shown in many studies that natural compounds in plants known as secondary
metabolites, have protective effects against genetic damage induced by oxidative stress.
Particularly phenolic phytochemicals from plants play an important role in the prevention
and treatment of radical damage by inactivating the reactive oxygen compounds due to
their antioxidant properties. However the structure and the activities of many herbal
products are not fully elucidated yet and there is not enough data about the toxicity of
herbal antioxidants and their possible risks to human health. In this thesis, it was aimed to
determine the cytotoxic, genotoxic and antigenotoxic effects of pycnogenol, resveratrol,
rosmarinic acid, vanillic acid and cinnamic acid which are phenolic compounds found in
natural products. In this thesis, antioxidant properties of phenolic compounds were
measured by trolox equivalent antioxidant capacity assay (TEAC) and potential cytotoxic
effects were evaluated in Chinese hamster ovary (CHO) cells by neutral red uptake method
(NRU), as well as at the non-cytotoxic concentrations, both genotoxic and antigenotoxic
effects against hydrogen peroxide (H>O»), which is known to have genotoxic potential and
causes oxidative damage were assessed by single cell gel electrophoresis (Comet) and
micronucleus (MN) methods in human lymphocytes. Of these compounds, pycnogenol,
resveratrol and rosmarinic acid at low concentrations have been shown to have no
cytotoxic and genotoxic effects, but at the high concentrations they show cytotoxic and
genotoxic effects. But vanillic acid and cinnamic acid at all studied concentrations did not
cause cytotoxicity and genotoxicity. On the other hand it was determined that all of the
phenolic compounds have reduced genotoxic effects of H>O» which causes pimer DNA
damage and micronucleus formation.

Science Code : 203.1.048

Key Words : Fenolic compounds, genotoxicity, cytotoxicity, trolox equivalent
antioxidant capacity, neutral red uptake, comet assay, micronucleus
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1. GIRIS

Tiim canlilarin hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin siirekli olarak {iretildikleri ve
bunlarin basta sinyal transdiiksiyonu olmak iizere pek ¢ok onemli fizyolojik siirecte rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte reaktif oksijen tiirlerinin diizeyleri arttiginda,
genel olarak oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikmakta ve bu durum tiim
hiicresel bilesenlerin (karbonhidratlar, proteinler, yaglar, niikleik asitler) oksidasyonuna
yol agarak kardiyovaskiiler hastaliklar, yaglanma ve kanser gibi cesitli patolojik durumlarin

baslamasina ve ilerlemesine neden olmaktadir (Halliwell 2007; Kitsati ve digerleri, 2012).

Son yillarda oksidatif stres ile iligkili hastaliklarin gelisiminin koruyucu bilesiklerin
alinmasi ya da diyetsel yollarla tiiketilmesi ile engellenebilecegi veya geciktirilebilecegi
one siiriilmektedir. Bu giline kadar koruyucu bilesiklerin etkileri ile ilgili ¢ok cesitli
mekanizmalar Onerilmis ancak bu durum heniiz tam bir aciklik kazanmamistir. Bu
bilesiklerin antioksidan veya serbest radikal siipiiriicii olarak etki goOsterdikleri yaygin
olarak kabul goren goriislerdendir. Ancak bu goriisiin yeterli sayida deney ile

desteklenmesine gerek duyulmaktadir (Kitsati ve digerleri, 2012).

Yapilan bir¢cok epidemiyolojik calisma bitkisel iiriinlerce zengin bir diyet ile beslenmenin
insan saghig lizerinde olumlu etkileri oldugunu ve oksidatif stres ile iliskili pek c¢ok
hastaliga kars1 korudugunu ortaya koymaktadir. Bitkisel kaynakli iiriinlerde vitaminler,
fitoostroller, siilfiir bilesikleri, karotenoidler ve organik asitler gibi cok sayida yararl
bilesikler bulunmaktadir. Bitkisel kaynakli besinler ayn1 zamanda koruyucu ajanlar olarak
ifade edilen ¢esitli fenolik bilesikleri icermektedir (Manach, Williamson, Morand, Scalbert
ve Remesy, 2005). Fenolik bilesikler sebze, meyve, tohumlarin, ¢ay ve sarap gibi bitkisel
kokenli iceceklerin, bitkisel kaynakli ilaglarinin ve diyet takviyelerinin icerisinde bol
miktarda bulunan dogal maddelerdir. Insanlarin yasamin baslangicindan beri flavonoidleri
ve diger diyetsel fenolik bilesikleri tiikettigi bilinmektedir. Bu giine kadar 8000’in {izerinde
farkli ¢esit dogal olarak olusan fenolik bilesik tanimlanmistir ve bu liste halen biiylimeye

devam etmektedir (Ferguson, Philpott ve Karunasinghe, 2004; Kyselova, 2011).

Fenolik bilesiklerin saglik iizerine etkilerinin belirlenmesindeki en 6nemli zorluklardan biri
besinlerde farkli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok sayida fenolik bilesigin bulunmasidir
(Cheynier, 2005). Ayrica yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklerin hem antioksidan hem de



prooksidan etkileri ve bazi hiicrelerde fizyolojik islevlerde zit etkileri tanimlanmistir.
Fenolik bilesiklerin, antioksidanlar olarak hiicre canliligini artirirken, prooksidanlar olarak
apoptozu indiikleyebildikleri ve tiimor gelisimini engelleyebildikleri de belirtilmektedir

(Lambert, Hong, Yang, Liao ve Yang, 2005).

Hiicre icinde olusan serbest radikallerin toksik etkilerinin temel molekiiler hedeflerinden
biri DNA oldugundan, giincel pek cok arastirmada fenolik bilesiklerin oksidatif DNA
hasarina karsi etkilerinin belirlenmesi hedeflenmektedir (Lodovici, Guglielmi, Meoni ve
Dolara, 2001). Fenolik bilesiklerin in vivo ve in vitro cesitli deney sistemlerinde
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkilerinin gozlemlenmesi saglik iizerine olasi
etkilerini ve DNA’y1 oksidan hasardan korudugunu desteklemektedir. Bununla birlikte
bircok fenolik bilesigin Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan etkiler
gosterebilecekleri ve DNA hasarina yol agabildiklerine de dikkat ¢ekilmektedir (Duthie,
Collins, Duthie ve Dobson, 1997; Panayiotidis ve Collins, 1997; Prochazkova, Bousova ve

Wilhelmova, 2011; Szeto, Collins ve Benzie, 2002; Szeto ve Benzie 2002).

Fenolik yapidaki bitkisel bilesiklerin yapi-etki iligkilerini ve mekanizmalarini daha ayrintili
ortaya ¢ikarmak, dolayisiyla insan sagligina olas1 etki/yan etkilerini aydinlatmak ve yeni
kullanim alanlarimi belirlemek i¢in ayrintili ¢caligmalara gereksinim vardir. Bu amacla bu
tez calismasinda, dogal iirlinlerde bulunan ve son yillarda 6nemi artan fenolik bilesiklerden
piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin sitotoksik,
genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu tez calismasi
kapsaminda fenolik bilesiklerin troloks esdeger antioksidan kapasite tayini (TEAK) ile
antioksidan 0zelliklerinin ve ¢in hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO) nétral kirmizi alim
yontemi (NKA) ile olasi sitotoksik etkilerinin belirlenmesi, ayrica sitotoksik etki
gostermeyen konsantrasyonlarda hem genotoksik etkilerinin hem de oksidatif hasara neden
olan ve genotoksik etki potansiyeli bilinen hidrojen peroksite (H>O») kars1 antigenotoksik
etkilerinin insan lenfosit hiicrelerinde tek hiicre jel elektroforez (Comet) ve mikrogekirdek

(MC) yontemleri ile arastiritlmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak, dal ve govdeleri gibi tiim
kisimlarinda bulunabilen sekonder metabolitlerdir. Bitkiler biiytime, lignifikasyon,
pigmentasyon, tozlagsma gibi cesitli siireclerde ve patojenlere, predatdrlere ve cevresel
strese kars1 direng saglamak i¢in ikincil metabolitler olarak fenolik bilesikleri iiretirler
(Duthie, Gardner ve Kyle, 2003; Fraga, Galleano, Verstraeten ve Oteiza, 2010). Tiim
bitkiler, cok farkli nitelik ve miktarlarda fenolik bilesikler bulundurmaktadir (Nizamoglu
ve Nas, 2010). Fenolik bilesikler bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu olup,
giinlimiizde binlerce fenolik bilesigin yapis1 tanimlanmistir, devamli olarak yeni bulunan
ve tanimlanan fenolikler de listeye eklenmektedir (Coskun, 2006, Nizamoglu ve Nas,

2010).

Fenolik bilesikler insan ve hayvan diyetinde yer alan ve bitkisel gidalarda ¢ok yaygin
olarak bulunan bilesiklerdir. Bilinen vitamin ve minerallerin disinda belki de diyet
takviyeleri arasinda en ¢ok satilan ve kullanilan iiriinlerdir. Bitkisel metabolitlerin bu sinifi
8000’den fazla bilesigi icermekte ve fenollerin kendisi gibi basit fenollerden, taninler gibi

karmagsik yapili bilesiklere kadar genis bir dagilim gostermektedirler (Ferguson, 2001).

Yapisal olarak biiyiik farkliklarindan dolay1 bitkilerde ve bunlardan elde edilen {iiriinlerde
binlerce farkli fenolik bilesik bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin bir kismi; sebzelerin
lezzetinin olusmasinda, Ozellikle agizda acilik ve burukluk gibi tat unsurlarinin
olugsmasinda etkilidirler. Fenolik bilesiklerden flavonoidlerin genis bir grubu olan
antosiyaninler dogal renk maddeleri olup, sebze, meyve, meyve sular1 ve saraplarin pembe,
kirmizi, mavi ve mor renklerinden sorumludurlar. Meyveler, ozellikle icerdikleri fenolik
bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal etkilerine bagli olarak saglik iizerine olumlu
etkilerinden dolay1 fonksiyonel gida olarak da degerlendirilmektedir (Nizamoglu ve Nas,

2010).

Fenolik bilesiklere, beslenme fizyolojisi acisindan olumlu etkileri nedeniyle
“biyoflavonoid” adi da verilmektedir. Baz1 kaynaklarda P faktorii (permeabilite faktorii)

veya P vitamini olarak da adlandirilmaktadirlar (Nizamoglu ve Nas, 2010).



Tiim fenolik bilesikler, yapisal olarak bir aromatik halka, bir veya daha fazla hidroksil
(OH) grubu icerebilirler ve basit bir fenolik yapidan, yiiksek oranda polimerize olan
bilesiklere kadar ¢ok sayida yapi cesitliligine sahiptirler. Yapilarindan dolay1 polifenoller
olarak da adlandirilabilirler (Balasundram, Sunduram ve Samman, 2006). Ancak genellikle
polifenoller, aromatik halka iizerinde cesitli OH gruplari baglh olan, iki veya daha fazla
fenol grubu igeren bilesiklerdir. Bununla birlikte, fenolik asitler ya da fenolik alkoller gibi
tek bir fenol halkasi iceren molekiiller de bu grupta yer almaktadir. Polifenoller fenol
halkalarinin sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan yapisal elemanlarina gore cesitli
gruplara ayrilmaktadir. Polifenoller bitkisel kaynakli maddelerin en ¢ok calisilan grubunu
olusturmaktadir. Temel polifenol gruplari; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik alkoller,
taninler, kumarinler, kurkuminoidler, gallokatesinler, antosiyanidinler, stilbenler ve
lignanlar gibi ¢ok genis farmakolojik ozelliklere sahip bir¢ok alt grubu icermektedir
(D’ Archivio ve digerleri, 2007; Liu, 2004). Diger yandan fenolik bilesiklerle ilgili farkli
kaynaklarda ¢ok cesitli siniflandirmalar mevcuttur ancak fenolik asitler ve flavonoidler en

genel incelenen iki gruptur (Nizamoglu ve Nas, 2010).

2.1.1. Fenolik asitler

Fenolik bilesiklerin temel grubu olan fenolik asitler, hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik
asitler olarak iki gruba ayrilirlar. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup,
bitkisel gidalarda genelde iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, hidroksibenzoik asit,
gallik asit, vanilik asit gibi asitlerdir. Hidroksisinnamik asitler ise C6-C3 fenilpropan
yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore
farkli 6zellik gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; sinnamik asit, kafeik asit, ferulik asit, p-

kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir.

Bitkilerde biiyiik bir kism1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunan, fenolik
asitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1.’de goriilmektedir (Balasundram ve digerleri, 2006;

Nizamoglu ve Nas, 2010).



R1 R1
R2 OOH R2 CH=—CH —COOH
R3 (a) R3 (b)
Asit R1 |R2| R3 Asit R1 R2 R3
p-Hidroksibenzoik H OH| H P-Kumarik H OH H
Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H OH | OH
Vanilik CH,O |oH| H | Ferulik CH,O| OH H
Sirineik CH,O OH|CH,O| sinapik CH,O| oH | CH,0O
Gallik OH OH| OH

Sekil 2.1. Fenolik asitlerin genel yapis1 a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri.

2.1.2. Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin diger bir temel sinifi olan flavonoidler, iki fenil halkasinin propan
zinciri ile birlesmesinden olusan ve 15 karbon atomu iceren, difenilpropan (C6-C3-C6)
yapisinda karbon iskeletine sahip bilesiklerdir. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari,

reaktif ozelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir. Flavon tiirevleri olan flavonoidlerin

genel yapist Sekil 2.2°de goriilmektedir (Nizamoglu ve Nas, 2010).
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Sekil 2.2. Flavonoidlerin genel yapist




Flavonoidlerde iki aromatik halka (A ve B) ve bununla baglantili genellikle oksijenlenmis
bir heterosiklik halka (C halkas1) bulunmaktadir. Flavonoidler oksijenlenmis heterosiklik
yapinin oksidasyon derecesine bagli olarak flavanoller, flavanonlar, flavonlar, flavon-3-
oller, izoflavonlar ve antosiyanidinler seklinde cesitli alt gruplara ayrilabilir (Sekil 2.3)

(Scalbert ve Williamson, 2000).

o)
Flavon Flavonol Flavanon
o © o O
O o9
.;;K‘ _
OH
Flavan-3-ol Antosiyanidin izoflavon

Sekil 2.3. Flavonoidlerin yaygin olarak bulunan cesitli tipleri

Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli flavonoid
bilinmektedir (Nizamoglu ve Nas, 2010). Bir¢ok kaynakta yapisal olarak bes grup altinda

incelenirler;

1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar

3- Flavanonlar

4- Katesinler ve l6koantosiyanidinler

5- Proantosiyanidinler



Bitki biyosentez yollar1 temel kimyasal yapidan baslayarak, farkli OH grubu yapisi, metil
gruplari ve sekerler ile farkl bilesikler olusturur. Cesitli durumlarda flavanoid birimlerinin
oligomerizasyonu ve polimerizasyonu meydana gelir. Flavonoidlerin oligomerleri ve
polimerleri taninler olarak adlandirilir ve kondanse taninler ve hidrolizlenebilir taninler
olarak iki smmifa ayrnlir. Kondanse taninler ayni zamanda proantosiyanidinler ve
prosiyanidinler olarak da bilinirler ve flavanollerin oligomerleridir. Kimyasal yapilari
sadece monomerin cesidine gore degil, ayn1 zamanda monomerler arasindaki bagin
ozelligine bagl olarak tanimlanir. Cesitli oligomerizasyon sekilleri bulunmaktadir ve bazi
bitkiler 6zgiin bir oligomerizasyon davramsi gosterirler. Ornegin kakaoda monomerik
birimler 4—8 yoniinde, cogunlukla B tipi dimerler olusturan karbon-karbon baglari
yaparlar. Hidrolizlenebilir taninler ise, asitler tarafindan bilesenlerine kolayca hidroliz
edilen polimerlerdir. Bu polimerler bir poliol tarafindan olusturulan merkezi ¢ekirdek ve
bu c¢ekirdek molekiil ile kismen veya tamamen esterlesen bir fenolik karboksilik asit
yapisindadirlar. Bu taninler, gallik asit ise gallotaninler veya ellajik asit ise ellajitaninler

gibi fenolik karboksilik aside gore siniflandirilabilir (Scalbert ve Williamson, 2000).

2.2. Fenolik Bilesiklerin Onemi

Bitkilerdeki yaygin dagilimlarina ragmen, diyetsel polifenollerin saglik iizerine olasi
etkileri beslenme uzmanlarinin dikkatini heniiz son zamanlarda ¢ekmeye baslamistir.
1990’larin ortalarina kadar en yaygin calisilan antioksidanlar; antioksidan vitaminler,
karotenoidler ve minerallerdir. Flavonoidler ve diger polifenoller ve bunlarin antioksidan
ozellikleri ve hastaliklardaki koruyucu, engelleyici etkileri iizerine arastirmalar 1995’ten
sonra baslamistir. Bu tarthten Once yayimnlanan Kkitaplarda, antioksidanlar iginde
flavonoidlerden cok fazla soz edilmemistir. Fenolik bilesiklerle ilgili arastirmalardaki
gecikmenin temel nedeni ise oldukg¢a fazla cesitlerinin bulunmasi ve kimyasal yapilarinin
cok karmasik olmasidir (D’Archivio ve digerleri, 2007; Scalbert, Johnson ve Saltmarsh,

2005; Scalbert, Manach, Morand, Remesy ve Jimenez, 2005).

Fenolik bilesikler, hem yenilebilir hem yenilemeyen bitkilerde yaygin olarak bulunurlar ve
antioksidan aktiviteyi de iceren bir¢cok biyolojik etkilere sahiptirler. Meyvelerin,
sebzelerin, bitkilerin ve tahillarin ham ekstreleri ve diger bitki materyalleri fenolik
maddelerce zengindir ve yaglarin oksidatif par¢alanmasim geciktirerek besinlerin kalitesini

ve besinsel degerini koruduklari i¢in gida endiistrisinde de giderek onem kazanmaktadirlar.



Bitkisel iirtinlerin antioksidan iceriginin saglik iizerindeki etkileri, kalp hastaligi ve kanser
gibi hastaliklara karst koruyuculuklar1 bilim insanlari, gida iireticileri ve tiiketiciler
arasinda giderek 6nem kazanmakta ve calismalar1 6zel saglik etkileri olusturan fonksiyonel

gidalara dogru yoneltmektedir (Kdhkonen ve digerleri, 1999).

Polifenoller diyetle alinan en yaygin antioksidanlardir. Antioksidan aktiviteleri temel
olarak indirgeyici ajanlara, hidrojen vericilerine ve singlet oksijen siipiiriiciilerine etki
etmelerini saglayan redoks Ozelliklerine baglidir. Ayrica metalleri baglama potansiyelleri
bulunmaktadir (Rice-Evans, Miller, Bolwell, Bramley, ve Pridham, 1995). Diyetsel
yollarla toplam alim miktarlar1 giinde 1g kadar yiiksek olabilmektedir ki, bu miktar
diyetsel antioksidanlar olarak bilinen diger fitokimyasal siniflarindan ¢ok daha fazladir. Bu
miktar 6rnek olarak C vitaminin alimindan 10 kat, E vitamini ve karotenoidlerin alimindan
ise 100 kat daha fazladir (Manach, Scalbert, Morand, Rémésy, ve Jimenez, 2004; Scalbert
ve Williamson, 2000). Temel diyetsel kaynaklar1t meyveler, meyve sulari, ¢ay, kahve ve
kirmiz1 sarap gibi bitkilerden elde edilen iceceklerdir. Sebzeler, tahillar, ¢ikolata ve kuru
bakliyatlar da toplam polifenol alimina katkida bulunmaktadir (Scalbert ve digerleri,

2005).

Bir¢cok epidemiyolojik ¢alisma, meyve ve sebzelerce zengin diyetle beslenen bireylerin
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, fel¢ ve yasa bagli patolojilere kars1 daha diisiik riske
sahip olduklarim1 ortaya koymaktadir. Meyve ve sebze tiiketiminin artirilmasi bir¢ok
kronik hastaligin sikliginin azaltilmasinda kolay, pratik ve dnemli bir koruyucu yol olarak
gozikkmektedir (Lodovici ve digerleri, 2001; Russo, 2007). Bu koruyucu etkiler,
vitaminler, karotenoidler ve fenolik asitler gibi cesitli bilesikler tarafindan
olusturulmaktadir. Bir¢ok calisma polifenolik bilesiklerin bir grubu olan flavonoidlerin
potansiyel antioksidan ve serbest radikal tutucu biyolojik aktiviteleri {izerine
odaklanmistir. Bununla birlikte bazi polifenolik bilesiklerin fizyolojik pH’da otooksidanlar
veya toksik oksijen radikallerini iireten prooksidanlar olarak etki gosterdigi de iddia
edilmektedir. Sugihara, Arakawa, Ohnishi ve Furuno (1999), lipit peroksidasyonu teknigini
kullanarak, flavonoidlerin yiiksek demir iyonu konsantrasyonlarinda prooksidan aktivite

gosterirken, diisiik dozlarda antioksidan etkiye sahip olduklarini gostermistir.

Fenolik bilesiklerin bircogunun en ©Onemli Ozelliklerinin antioksidan etkileri oldugu

bilinmektedir. Insanlarda diyetin 6nemli bir bileseni olan bu bilesikler dogal kaynakli



antioksidanlar olarak tanimlanmakta, ayrica antiinflamatuar, antiviral ve antitimor gibi pek
cok etki gosterdikleri ve boylece cok cesitli dejeneratif hastaliklara karsi terapotik ve
koruyucu etkilere sahip olduklar1 bildirilmektedir (Manach ve digerleri, 2005; Russo,
2007).

Fenolik bilesiklerin koruyucu etkilerini agiklamak i¢in cok cesitli mekanizmalar ileri
siriilmektedir. DNA’nin hasardan korunmasi ve DNA onarim mekanizmalarinin
diizenlenmesi, mutasyonlarin ve devaminda karsinojenik siire¢lerin engellenmesinde
onemli bir rol iistlendikleri ve oksidatif stresin istenmeyen yan etkilerini yok ettikleri ileri

siiriilmektedir (Ramos, Lima ve Pereira-Wilson, 2011).

2.3. DNA Hasari ve Genomik Kararhhk

2.3.1. Oksidatif DNA hasari

Endojen ve ekzojen maddeler oksidan duruma kars1 hiicresel redoks dengesini
engelleyerek  hasar  olusturmaktadir. Bu  dengesizlik  oksidatif stres  olarak
tanimlanmaktadir. Oksidatif stres sonucu protein, yag, karbonhidrat ve niikleik asitler gibi
farkl1 molekiillerde lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, membran bozulmasi ve
DNA hasarimi igeren ¢ok cesitli metabolik bozukluklar meydana gelmektedir (Aherne,
Kerry ve O'Brien, 2007). Oksidatif stres, cok c¢esitli patolojilerin gelisiminde rol
oynayabilir ve bir kez mutasyonlara neden oldugunda onkogenleri aktive eden veya timor
baskilayici genleri inaktive eden etkiler olusturabilir (Allen ve Tresini, 2000; Maynard,
Schurman, Harboe, de Souza-Pinto ve Bohr, 2009). Tiimor hiicrelerinde oksidatif stres,
DNA hasarmin indiiklenmesiyle birlikte daha fazla mutasyonun olusmasina, biiyiime
faktorlerinin transkripsiyonunun aktivasyonuna, apoptoz ve proliferasyonda yer alan
genlerin diizenlenmesine neden olarak bu hiicrelerin lehinde secici bir rol oynayabilir

(Allen ve Tresini, 2000; Karihtala ve Soini, 2007).

Oksidatif stresin Onemli bir sonucu olarak meydana gelen DNA hasar1 genomik
kararsizliga neden olur. Memeli hiicre genomunda her giin 10* civarinda lezyonun
indiiklendigi tahmin edilmektedir (Hegde, Hazra ve Mitra, 2008). Oksidatif DNA hasarinin
okside bazlar, abazik bolgeler (apurinik ve apirimidinik olarak adlandirilan bolgeler) ve

DNA zincir kiriklar1 gibi bircok tipi vardir. Guanin bazinin C-8 pozisyonunda
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hidroksilasyonu sonucu olusan 8-oksoguanin (8-okso-7,8-dihroksiguanin; 8-oksoG) DNA
oksidasyonunun en yaygin formlarindan biridir ve replikasyonda yanlis baz eslesmesine
neden olarak Guanin-Timin transversiyonuna yol acar. Bircok calisma insan tiimor
hiicrelerinin normal hiicrelere gore artmis 8-0oksoG diizeyine sahip oldugunu
gostermektedir. Ayn1 zamanda timor hiicrelerinde antioksidan diizeylerinin ¢ok diisiik

oldugu bulunmustur (Maynard ve digerleri, 2009).

2.3.2. Alkilleyici DNA hasari

Oksidatif lezyonlarin hiicresel onarim siirecleri tarafindan ortadan kaldirilmasi genomik
kararliligin saglanmasinda ve mutasyonlarin azaltilmasinda gereklidir. Ancak artan 8-
oksoG diizeylerinin artan kanser oranlarimi tam olarak yansitamadiginin gosterilmesi,
oksidatif stresin tiimor gelisiminde tek basina bir neden olarak sayilmamasi gerektigini
gostermektedir. Her ne kadar oksidatif hasar en cok calisilan DNA hasar1 olsa da,
alkilleyici DNA hasar1 da oldukca dnemlidir. Insanlarin alkilleyici ajanlara maruziyetinde
diyet (0rnegin gidalardaki heterosiklik aminlerin varlig1) ve ¢evre (sigara dumani ve yanan
yakitlarin dumani) etkili olabilir veya alkilleyici DNA hasar1 endojen olarak (amidlerin ve
aminlerin enterik bakterilerce nitrozasyonu) olusabilir (Wirtz ve digerleri, 2010).
Alkilleyici ajanlar, N7-metilguanin (N7MeG), N3-metiladenin (N3MeA) ve N3-
metilguanin (N3MeGQG) gibi N alkillenmis veya O6-metilguanin (O6MeG) ve O4-metiltimin
(O4MeT) gibi O-alkillenmis ¢esitli DNA katim {iriinlerinin olugsmasina neden olur. Genel
olarak, O-alkilasyonlar1 daha fazla mutajenik ve genotoksik iken; N-alkilasyonlar1 daha az
mutajenik fakat sitotoksiktir (Drablos ve digerleri, 2004; Kondo, Takahashi ve Ohnishi,
2010). O6MeG metilleyici ajanlar tarafindan indiiklenen temel pre-mutajenik, pre-

karsinojenik ve pre-sitotoksik DNA lezyonudur (Wirtz ve digerleri, 2010).

2.4. DNA Hasarmin Fenolik Bilesikler Tarafindan Engellenmesi

Kanseri engelleyebilecek hiicresel mekanizmalardan biri, DNA hasarinin engellenmesidir.
Diyet, DNA hasarinin engellenmesinde antioksidan/oksidan dengesini diizenleyerek
onemli bir rol oynar. Bir¢ok calismada go6zlenen koruyucu etki, ozellikle fenolik
bilesiklerin antioksidan olarak serbest radikal siipiiriicii veya metal iyonlarin1 baglayici etki
gostermesine bagh olarak goriilmektedir (Anderson, Amarasinghe, Fisher, Mak ve Packer,

2000; Ross and Kasum, 2002). Bu bilesikler ayrica glutatyon (GSH) gibi antioksidanlarin
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diizeyini arttirarak ve/veya katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirarak dolayl bir antioksidan
etki gosterebilirler (Alia, Ramos, Mateos, Bravo ve Goya, 2005; Frei ve Higdon, 2003;
Lima, Andrade, Seabra, Fernandes-Ferreira ve Pereira-Wilson, 2005; Lima, Fernandes-
Ferreira ve Pereira-Wilson, 2006). Fenolik bilesikler ayni zamanda ksenobiyotik
metabolizmasinda yer alan faz I (aktive edici) ve faz II (detoksifiye edici) enzimleri
diizenlerler (Chen ve Kong, 2004; Ferguson ve digerleri, 2004; Moon, Yang ve Park, 2006;
Ross ve Kasum, 2002).

Cok sayida calisma, fenolik bilesiklerin antioksidan ve DNA koruyucu ozelliklerini
gostermektedir. Kuersetin elma, sogan, sarap ve cay gibi ¢ok cesitli gidalarda bulunan bir
flavonoiddir. Bir¢ok calisma kuersetinin HepG2 hiicrelerinde (Lima ve digerleri, 2006;
Ramos, Lima, Pereira, Fernandes-Ferreira ve Pereira-Wilson, 2008), Caco-2 (Aherne ve
O'Brien, 1999) ve HMB-2 hiicrelerinde (Horvathova, Chalupa, Sebova, Tothova ve
Vachalkova, 2005), insan makrofajlarinda (U-937 hiicreleri) (Kanupriya ve digerleri, 2006;
Moon, Yang ve Park, 2006), insan lenfositlerinde (Wilms, Claughton, de Kok, ve
Kleinjans, 2007) ve L1210 fare 16semi hiicrelerinde (Horvathova, Novotny ve Vachalkova,
2003) DNA hasarina karst koruyucu etkileri oldugunu gostermektedir. Wilms, Claughton,
de Kok ve Kleinjans (2005), insan lenfositlerinde H>O> ve benzo(a)piren diolepoksit
(BDPE) tarafindan indiiklenen oksidatif DNA hasar1 ve DNA katim iiriinlerinin olusumuna
kars1 kuersetinin koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir. Aym1 calismada in vivo
deneylerden elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli olmasa da, dort hafta boyunca
kuersetince zengin yaban mersini ve elma suyu karigimi tiikketiminin oksidatif DNA hasari
diizeyini ve BDPE-DNA katim diizeyini sirasiyla % 41 ve % 11 oraminda azalttigin

gostermektedir.

Luteolin (Cai, Rahn ve Zhang, 1997; Horvathova ve digerleri, 2005; Lima, Fernandes-
Ferreira ve Pereira-Wilson, 2006; Min ve Ebeler, 2008; Ramos, Pereira-Wilson ve Collins,
2010), rutin (Moon, Yang ve Park, 2006; Ramos, ve digerleri, 2008), genistein (Cai, Rahn
ve Zhang, 1997), katesin ve epikatesin (Kanupriya ve digerleri, 2006) gibi flavonidlerin de
cesitli hiicre modellerinde oksidatif DNA hasarina kars1 antigenotoksik etkiler gosterdikleri

bildirilmistir.
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Ex vivo bir calismada, 3 saglikli goniilliden alman Ilenfositler, cesitli diyetsel
antioksidanlarla 6n inkiibasyona birakilmis, kuersetin ve fenolik asitlerden kafeik asit H2O2
ile indiiklenen DNA hasarina kars1 koruma saglarken, katesin, epikatesin, katesin gallat ve
epikatesin gallat ile muamele edildiklerinde herhangi bir etki gozlenmemistir (Szeto ve
Benzie, 2002). Ramos ve arkadaslar1 kuersetin ve rutin haricinde bir triterpenoid olan
ursolik asidin de HepG2 hiicrelerinde tert-biitil hidroperoksit tarafindan indiiklenen DNA
hasarina karst koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir (Ramos ve digerleri, 2008).
Ursolik asit ve/veya luteolinin 16semi hiicreleri, HEI-OC1 isitme hiicreleri ve PCI12
hiicreleri gibi cesitli hiicre hatlarinda H>O,, benzo(a)piren ve 3-azido-3-dideoksitimidin
tarafindan indiiklenen hasara karsi DNA’y1 koruduklari bildirilmistir (Horvathova ve
digerleri, 2003; Horvathova, Novotny, Tothova ve Vachalkova,, 2004; Ovesna, Kozics ve
Slamenova, 2006; Yu ve digerleri, 2009; Noroozi, Angerson ve Lean, 1998; Silva, Gomes
ve Coutinho, 2008). Kafeik asidin (3,4-dihidroksi sinnamik asit), fotoprotektif etki
gosterdigi belirtilmistir (Devipriya, Sudheer ve Menon, 2008; Benkovic ve digerleri,
2009). Kafeik asitle on muameleden sonra UVB (280-320) radyasyona maruz birakilan
insan lenfositlerinde tiobarbitiirik asit reaktif bilesikleri (TBARS) ve lipit hidroperoksit
(LPH) gibi lipit peroksidasyonu gosterge diizeylerinin diisiik oldugu gozlenmis ve ayrica
radyasyon tarafindan indiiklenen DNA hasarinda azalma oldugu belirlenmistir (Prasad,

Jeyanthimala ve Ramachandran, 2009).

Turunggillerde bulunan bir flavonoid olan naringin, V79 hiicrelerinde antigenotoksik
etkiler gostermistir (Jagetia, Jagetia ve Jha, 2007). Bir¢ok sarap, cay, kirmiz1 meyve, elma,
1spanak ve tahil gibi cesitli yiyecek ve iceceklerde bulunan 4-kumarik asidin comet
yontemi ile degerlendirme sonucunda sican kolon mukozasinda oksidatif DNA hasarini

azalttigr goriilmiistiir (Guglielmi, Luceri, Giovannelli, Dolara ve Lodovici, 2003).

Bir¢ok bitki, meyve ve sebzede yaygin olarak bulunan apigeninin wistar albino ratlarda N-
nitrozodietilamin ve fenobarbital tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi koruyucu
etkileri bildirilmistir (Jeyabal, Syed, Venkataraman, Sambandham ve Sakthisekaran,
2005). Rusak ve digerleri (2010), apigenin, luteolin ve kamferol gibi flavonoidlerin insan
periferal lenfositlerinde H>O, tarafindan indiiklenen oksidatif DNA hasarina karsi

koruyucu etkilerini gostermislerdir.
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Domates giiclii antioksidan etkiye sahip bir karotenoid olan likopenin temel
kaynaklarindan biridir. Kiiltiir ortaminda sican hepatositlerinin likopen (1,86; 9,31 ve
18,62 uM) ile on muamelesinin TBARS ve gamma radyasyon sonucu indiiklenen DNA
hasar1 diizeylerinde ©6nemli bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Hepatositlerin
karotenoid ile 6n muamelesinden sonra SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin,
aynt zamanda GSH ve A, E, C vitaminlerinin diizeylerinin Onemli oranda arttig1
bildirilmistir (Srinivasan ve digerleri, 2007). Fizyolojik konsantrasyonlarda likopen ve beta
karoten (0,3-10 uM), 3-morfolinosidnonimin tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1
kobay akciger fibroblast hiicrelerinde de koruyucu etki gostermistir (Muzandu ve digerleri,
2006). 8 hafta boyunca likopen takviyesi yapilan saglikli goniilliilerde likopen tiiketiminin,
baslangictaki diizeylerle kiyaslandiginda lenfositlerde oksidatif DNA hasarini ve idrarda 8-
OHdG diizeyini diisiirdiigii belirtilmistir (Devaraj ve digerleri, 2008). Ayrica, Zhao ve
digerleri (2006) likopen ve diger karotenoidlerin insanlarda DNA hasarina kars1 koruyucu
etkilerini degerlendirmislerdir. Bu calismada 37 saglikli, sigara igmeyen, postmenopozal
donemdeki bir kadin, 56 giin boyunca karotenoidlerden olusan bir karisimdan giinliik
toplam 12 mg (likopen, lutein ve beta karoten; her birinden 4 mg), her karotenoidden
(likopen, lutein veya beta-karoten) tek bir 12 mg doz veya plasebo almistir. Siirecin
sonunda lenfositler izole edilmis ve DNA hasari comet teknigi ile degerlendirilmistir.
Sonuglar karotenoid alan tiim gruplarin normal Slgiimlere gore onemli derecede diisiik
endojen DNA hasarina sahip olduklarini gostermistir. Plasebo grubunda ise herhangi bir
farklilik olmadigi belirlenmistir. Bagka bir calismada ise luteinin farelerde sisplatin
tarafindan indiiklenen DNA hasarim azalttigi comet teknigi ile degerlendirilmis ayrica
negatif kontrolle kiyaslandiginda GSH diizeyini arttirdig1 gosterilmistir (Serpeloni, Grotto,
Mercadante, de Lourdes Pires Bianchi, Antunes, 2010). Lorenzo ve digerleri (2009), diisiik
konsantrasyonlardaki [B-kiriptoksantinin, Caco-2 ve HeLa hiicrelerini H»O, tarafindan
indiiklenen oksidatif DNA hasarina kars1 korudugunu gostermistir. f-karoten tiiketiminin
lenfositlerde H>O, tarafindan indiiklenen zincir kiriklarinin sayisini azaltigi  da

bildirilmistir (Panayiotidis ve Collins, 1997).

Diyetsel takviye olarak kullanilan astaksantinin, siklofosfamid muamelesinden 5 giin dnce
12,5; 25; 50 mg/kg/giin dozlarinda verilmesinin farelerde karaciger dokusunda antioksidan
savunmayl (GSH ve SOD) iyilestirdigi, fare periferal kan lenfositlerinde ve kemik iligi
hiicrelerinde standart ve enzim (Formamidopirimidin DNA glikozilaz: Fpg; Endoniikleaz

III: Endolll) kullanim1 ile modifiye comet teknikleri kullanilarak degerlendirilen DNA
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hasarinda azalma olusturdugu bildirilmistir. Astaksantinin ayn1 zamanda fare kemik iligi
hiicrelerinde ve periferal kan hiicrelerinde kromozom kiriklar1 ve MC olusumu frekansini
azalttig1, erkek farelerde iireme hiicrelerinde siklofosfamide karsi antigenotoksik etkileri

oldugu gosterilmistir (Tripathi ve Jena, 2008).

Bircok calisma polifenollerce zengin bitki ekstrelerinin, oksidatif maddeler tarafindan
indiiklenen zincir kiriklarint ve 8-OHdG olusumunu engelledigini ortaya koymaktadir
(Ramos, Azqueta, Pereira-Wilson ve Collins, 2010). Salvia officinalis L. (adagay1),
Rosmarinus officinalis L. (biberiye) ve Origanum vulgare L. (kekik) gibi bazi bitkiler
kolon hiicrelerinde DNA hasarina karst koruyucu etkiler gostermektedir (Aherne, Kerry ve
O'Brien 2007). Ornegin yesil cay bircok polifenolik antioksidan icermektedir ve bunlarin
saglik iizerine etkileri bircok caligmanin konusunu olusturmaktadir. Sicanlara 5 giin
boyunca giinde 6,5 mg/kg viicut agirligr yesil ¢ay ekstresi verildiginde lenfosit, kolonosit
ve hepatositlerde DNA oksidasyonu azalmistir (Kager ve digerleri, 2010). Yesil ¢ayin
genom koruyucu etkisi yalmzca in vitro ve in vivo deneylerde degil aym zamanda
insanlarda yapilan bazi deneysel ¢alismalarla da goriilmiistiir. Giinde 2x150 ml % 1 yesil
cay alan saglikli goniillillerden izole edilen insan lenfositlerinde baslangigtaki oksidatif
DNA hasarinda azalma oldugu standart ve Fpg enzimi kullanilarak yapilan comet teknigi

ile gosterilmistir (Han, Wong ve Benzie, 2011).

Yesil cayin yararli etkilerinden sorumlu oldugu diisiiniilen temel bileseni, (-)-
epigallokatesin-3-gallat’dir (EGCG). Diisiik konsantrasyonlarda (2-100 uM) EGCG ile
muamele edilen insan periferal 16kositlerinde, bleomisin tarafindan indiiklenen kiriklarda

ve Endolll duyarli bolgelerde azalma oldugu bildirilmistir (Glei ve Pool-Zobel, 2000).

Elma insanlar tarafindan en ¢ok tiiketilen meyvelerdendir ve dolayisiyla insan diyetindeki
polifenollerin en 6nemli kaynaklarindan biridir. Kimyasal koruyucu etkileri hem in vivo
hem de in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (Koch ve digerleri, 2009; Veeriah ve digerleri,
2008). Elma suyunun antioksidan ve antiproliferatif etkilerinin oldugu, ayn1 zamanda insan
kolon hiicrelerinde glutatyon S-transferaz T2 (GSTT2) gen ekspresyonunu artirma 6zelligi
oldugu bulunmustur (Petermann ve digerleri, 2009). Elma ekstresi ayrica LT97 (Miene,
Klenow, Veeriah, Richling ve Glei, 2009), HT29, HCT115 and CaCo-2 hiicreleri (McCann
ve digerleri, 2007; Schaefer ve digerleri, 2006) gibi insan kolon hiicrelerinde oksidatif

DNA hasarina kars1 koruyucu etki gostermektedir. Uziim suyunun da benzer sekilde
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antigenotoksik aktivitesi bulunmaktadir (Dani ve digerleri, 2009). Zeytinyaginin
antikarsinojenik etkilerinde de icerigindeki fenolik bilesiklerin etkili oldugu One
stiriilmektedir. Fabiani ve digerleri (2008), dogal zeytinyagindan elde edilen karmasik bir
fenol karistminin ya da bazi izole bilesiklerinin (6rnegin hidroksitirozol, [3,4-
dihidroksifenil-etanol (3,4-DHPEA)]), insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde ve
promiyelositik 16semi hiicrelerinde (HL60) H»>O2’ye karst koruyucu oldugunu
bildirmislerdir. Bu calismanin sonuglari, incelenen konsantrasyonlarda zeytinyaginin
normal giinliikk tiiketimi ile kolaylikla ulasilan degerler olmasi nedeniyle dikkat

cekmektedir.

Insanlardaki bazi calismalar sonucunda hem izole bilesiklerin hem de meyve ve sebze
tilketiminin periferal lenfositlerde koruyucu etkileri oldugu bildirilmistir. Pool-Zobel, Bub,
Muller, Wollowski ve Rechkemmer (1997), havu¢ suyu takviyesinin pirimidinlerin
oksidasyonunda azalmaya neden oldugunu gostermislerdir. Porrini ve Riso, (2000)
likopence zengin olan domates takviyesinin lenfositlerde H>O» tarafindan indiiklenen DNA
hasarina karst korumayir artirdigimi bildirmislerdir. 14 giin boyunca meyve ve sebze
yoniinden zengin bir diyetin de lenfositlerde oksidatif hasara karst DNA koruyucu etkisi

oldugu gosterilmistir (Thompson ve digerleri, 1999).

Sigara icenlerde ve igmeyenlerde brokolinin oksidatif DNA hasarint azalttigi bildirilmistir
(Riso, Martini, Visioli, Martinetti ve Porrini, 2009). Bir bagka calismada, 4 veya 8 hafta
yaban mersini diyetiyle beslenen Sprague-Dawley sicanlarda yaban mersini diyetinin 8
hafta sonunda lenfositlerde antioksidan kapasiteyi degistirmedigi ancak oksidatif hasara
kars1t DNA korumasimi artirdigi goézlenmistir (Del Bo ve digerleri, 2010). Dulebohn ve
digerleri (2008) ise ayn1 hayvan modelini kullandiklar1 ¢calismada 3 hafta boyunca yaban
mersini tiilketiminin karacigerde GST aktivitesini artirdifin1 ve oksidatif DNA hasarini
azalttigin1 bildirmislerdir. Bununla birlikte, in vitro calismalarin aksine yaban mersini
tilketiminin kisa siireli takviye c¢alismalarinda faz II enzim aktivitelerini 6nemli derecede

arttiramadig bildirilmistir.

Yukarida kisaca belirtildigi gibi bir¢ok bitki ve izole bilesikler cesitli deneysel modellerde
DNA’da koruyucu etkiler gostermektedir, ancak bu diyetsel ajanlarin bazi kosullar altinda
DNA hasarini indiikleyebildiklerinin de akilda tutulmasi Onemlidir. Diyetsel ajanlarin

DNA koruyucu (genoprotektif) ve DNA hasar1 olusturucu (genotoksik) etkileri arasindaki
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dengenin, konsantrasyonlarina, inkiibasyon siiresine ve hiicre tipine baghh oldugu

belirtilmektedir (Rusak ve digerleri, 2010).

2.5. Calismada Kullamlan Fenolik Bilesikler

Bu tez ¢alismasinda onemli biyolojik ozellikleri oldugu varsayilan ve son yillarda 6nemleri
artan bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerden piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit,

vanilik asit ve sinnamik asit arastirilmistir.

2.5.1. Piknogenol

Piknogenol son yillarda biyolojik aktiviteleri nedeniyle oldukca ilgi ¢eken ve Fransa’nin
giineybat1 sahillerinde yetisen Fransiz sahil cam1 Pinus pinaster’den (yaygin olarak bilinen
adwyla Pinus maritima) elde edilen, standardize edilmis bir bitki ekstresidir. % 65-75
oraninda cesitli zincir uzunluklarinda katesin ve epikatesin alt {initelerini tasiyan
prosiyanidinleri iceren kompleks bir karisimdir (Sekil 2.4). Yapisindaki diger bilesenler ise
polifenolik monomerler, fenolik veya sinnamik asitler ve bunlarin glikozitleridir

(D’ Andrea, 2010; Rohdewald, 2002).

Coclebut, yogunlastirilmis tanenler, Evelle® (C ve E vitamini, karetenoidler, selenyum,
cinko, aminoasitler, glikozaminoglikanlar, yaban mersini ekstresi, Piknogenol®), Fransiz
sahil cam kabugu ekstresi (French maritime pine bark extract), Fransiz sahil cami kabugu
(French Pinus maritime bark), lokosiyanidinler, P. pinaster, P. maritima, oligomerik
proantosiyanidin kompleksi (oligomeric proanthocyanidin complexes: OPCs), Prelox® (L-
arjinin aspartat ve piknogenol karisimi), Zinopin® (Piknogenol® ve standardize zencefil

kokii ekstresi) gibi iiriinlerde piknogenol bulunmaktadir.

Piknogenol ilk olarak flavan-3-ol tiirevlerini iceren flavanoidler simifin1 ifade eden genel
bir tanim olarak ortaya atilmistir. Antik Yunancada yogunlastirilmig anlamindaki “puknos”
ve sinif ya da familya anlamindaki “genos” kelimelerinden tiiretildigi soylenmektedir. Bu
terim bilimsel isim olarak kullanilmistir ancak su anda Pinus maritima’dan ekstrakte edilen
prosiyanidinlerden olusan &zel bir karisinu ifade etmektedir ve “Pycnogenol®” geleneksel
adiyla patenti alinmistir (D’ Andrea, 2010; Masquelier, Michaud, Laparra ve Dumon, 1979;
Packer, Rimbach ve Virgili, 1999).
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Sekil 2.4. Piknogenol ekstresi i¢inde bulunan temel prosiyanidinlerin yapist ve bunlarin
olas1 oligomerik bilesikleri

Agaclarin cesitli kistmlarinin, fenolik bilesikler acisindan onemli kaynaklar olabildigi
bilinmektedir. Baz1 fenolik bilesikler kozalaklilarin ignelerinden, hus agaci, ladin ve cam
agaclarinin kabuklarindan; beyaz ve giimiis hus agacinin yapraklarindan izole edilmis ve
tanimlanmistir. Piknogenol, en fazla calisilan fenolik aga¢ ekstresidir (Kahkonen ve

digerleri, 1999).

Cam kabugu ekstresi, Pinus maritima kabuklarinin ilk olarak su ile ekstraksiyonu ve
devaminda ¢Oziinmeyen bazi bilesenlerinin elimine edilmesi i¢in etil asetat yikamasi ile

hazirlanmaktadir (Packer ve digerleri, 1999).

Piknogenol giiniimiizde, tiim diinyada besin takviyesi olarak kabul gormekte ve kronik
inflamasyondan, dolasim bozukluklarina, bir¢ok fizyolojik hastaligin tedavisinde

kullanilan bir bitkisel iiriin olarak degerlendirilmektedir. Uzun yillardir Avrupa ve Kuzey
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Amerika’da geleneksel tipta, Ozellikle inflamatuar hastaliklarda ve yara iyilesmesinde

kullanilmaktadir (Packer ve digerleri, 1999).

Bircok c¢alismada piknogenol bilesenlerinin biyoyararlanimlarinin  yiiksek oldugu
belirtilmistir. Piknogenol biitiin bir karisim olarak, icerigindeki saflagtirilmis bilesenlerin
tek basina gosterdikleri biyolojik aktiviteden cok daha fazla etkiye sahiptir. Bilesenlerinin
sinerjistik etki gosterdikleri iddia edilmektedir (D’ Andrea, 2010; Rohdewald, 2002).

Farmakokinetik ozellikleri

Cam kabugu ekstresi kurutuldugunda kahverengimsi bir toz halindedir, kuru ve karanlik
bir ortamda kararli olarak uzun siire kalabilir. Proantosiyanidinlerce zengin bir ekstre, suda
yiiksek oranda ¢6ziiniir. Oral olarak aliminin ardindan kolaylikla absorbe edilir ve viicut
dokularindaki dagilimi hizlidir. Grimm ve digerleri (2006a, 2006b) tarafindan yapilan
arastirmalarda 24 saat boyunca flavonoid icermeyen bir diyetle beslenen 11 goniilliiye tek
doz olarak 300 mg cam kabugu ekstresi verilmigstir. 14 saat sonra bu goniilliilerin kan
ornekleri alinmis ve yiiksek performansh sivi kromotografisi (HPLC) kullanilarak analiz
edilmistir. Plazma analizleri, maksimum konsantrasyonlarda katesin (107 ng/ml), kafeik
asit (17 ng/ml), ferulik asit (15 ng/ml), taksifolin (33 ng/ml) ve delta-(3,4-dihidroksi-fenil)-
gamma-valerolakton adi verilen bir metabolitin (4 ng/ml) bulundugunu ortaya koymustur.
Ayrica 10 adet bilinmeyen bilesik tanimlanarak plazma diizeyleri belirlenmistir. Deney
daha sonra 5 goniillilye yeniden 200 mg ¢am kabugu ekstresi verilerek tekrarlanmis ve 4
saat sonunda plazma Ornekleri alinmistir. Kararli haldeki plazma orneklerinin analizleri,
karacigerdeki faz II metabolizmasinin gostergesi olan siilfat ve/veya glukuronik asit

konjugatlan seklindeki bilesiklerin varligini ortaya koymustur.

Istenmeyen etkileri

Piknogenol ile ilgili, 40 yildan fazla bir siiredir yayinlanmis cok sayida arastirma ve
derleme makalesinde, iiriiniin giivenli ve etkin oldugu bildirilmistir (Kim ve digerleri,
2012). Rohdewald (2002), piknogenoliin olduk¢a diisiik akut ve kronik toksisiteye sahip
oldugunu vurgulamistir. Ayrica 2010 yilinda yayinlanan bilimsel ve klinik bir monografta
da genel olarak giivenli oldugu bildirilmistir. Bu gozlem, saglikli bireyleri ve ozel bir

hastaligt olan hasta gruplarini iceren 70 klinik calismada gozlenmis olan verilere
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dayanmaktadir. Yan etkilerin sikli1 hastalarda ve saglikli bireylerde sirasiyla % 2,4 ve %
0,19 olarak bildirilmistir. Bildirilen yan etkiler gastrointestinal rahatsizliklar, bas agrisi,
bas donmesi ve bulanti olabilmektedir. Yiiksek dozlarda bile belirgin bir yan etki
gozlenmemistir. Piknogenoliin  giinliik olarak 20-100 mg, aylar siiren kronik
kullanimlarinda ve 100-300 mg akut kullanimlarinda toksik olmadig: kabul edilmektedir

(Maimoona, Naeem, Saddige ve Jameel, 2011).

Kim ve digerleri (2012), sicanlarda siklofosfamid tarafindan indiiklenen gelisimsel
toksisite iizerine piknogenoliin etkilerini arastirmiglardir. Siklofosfamid uygulamasi fotal
ve plasental agirliklarda azalmaya, fotal malformasyonlarda artisa neden olmustur. Ayrica
hepatik dokularda malondialdehit (MDA) konsantrasyonunda artis, GSH oraninda ve CAT
aktivitesinde azalma gozlemislerdir. Diger yandan ratlarda gebelik siirecinde piknogenol
uygulamasi, sikolofosfamid tarafindan indiiklenen embriyo-fotal gelisimsel toksisitede
iyilesmeye neden olmustur. Siklofosfamid ile birlikte piknogenoliin uygulanmas: ile,
hepatik dokularda MDA ve GSH konsantrasyonlart ve CAT aktivitesi etkilenmeden
kalmistir. Bu c¢alismanin sonuglar1 tekrarlanan piknogenol uygulamasinin sicanlarda
siklofosfamid tarafindan indiiklenen embriyo-fotal gelisimsel toksisiteye karsi yararh
etkiler gosterdigini ve piknogenoliin bu koruyucu etkisinin hem lipit peroksidasyonunu
inhibe etmesi hem de antioksidan aktiviteyi arttirmast sayesinde gerceklestigini
gostermigstir. Ancak piknogenol ile ilgili arastirmalarin sayisi artiyor olsa da destekleyen
klinik arastirmalara ve insanlardaki antioksidan ve biyolojik 6zelliklerini agiklayan ek

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bivolojik etkileri

Piknogenoliin biyolojik etkileri ¢ok cesitli in vitro ve in vivo hayvan ve insan deneylerinde
arastirilmis ve bircok arastirma makalesinde ve derlemede cesitli hastaliklar iizerindeki
terapotik etkileri bildirilmistir (D’Andrea 2010; Rohdewald, 2002; Packer ve digerleri,
1999). Antioksidan aktivitesi Ozellikle in vitro olarak hiicre kiiltiirii teknikleri ile
gosterilmistir (Packer ve digerleri, 1999). In vivo calismalar genellikle farmakolojik
etkileri ile iliskilidir. Bu etkileri Ozellikle antiinflamatuar ve kardiovaskiiler sistem
izerindeki etkilerini icermektedir. Kanser, hipertansiyon, hepatotoksisite, immiin
hastaliklar tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Packer ve digerleri, 1999; Rohdewald,
2002; Yang ve digerleri, 2008).
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Kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 olan bireylerde piknogenol destegi, trombosit
agregasyonunu azaltmaktadir (Wang ve digerleri, 1999). Deneysel olarak inflamatuar
bagirsak hastaliklar1 olan hayvanlarda sahil cami1 kabuklarindan elde edilen ekstrelerin
antiinflamatuar etkisi goriilmiistiir (Mochizuki ve Hasegawa, 2004). Astim hastalarinda
piknogenol destegi sonrasinda idrar ve serum lokotrien konsantrasyonlarinda azalma
oldugu gozlenmis, menstural agrisi olan kadinlarda analjezik etkiler gosterdigi

bildirilmistir (Kohama ve digerleri, 2004).

Ayrica, D’Andrea (2010), piknogenoliin terapotik uygulamalar ile ilgili derlemesinde,
kronik venodz yetmezligi, dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu, kramp ve kas
agrilari, diyabet, diyabetik mikroanjiyopati, erektil disfonksiyon, dis eti kanamalar1 ve
plaklari, yiiksek kan basinci, yiiksek kolesterol, erkek infertilitesi, menopozal belirtiler,
migren, osteoartrit, uzun siireli u¢ak yolculuklarinda kan pihtilagsmasi ve 6dem, retinopati,
sistemik lupus, vendz bacak iilserleri gibi ¢ok farkli durumlarda piknogenoliin etkili

oldugunu bildirmistir.

Serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri ve antioksidan aktivitesi

Bilesenlerinin temel kimyasal yapisina dayanarak piknogenoliin en 6nemli 6zelligi cok
giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip olmasi (Bors ve Michel, 2002; Rohdewald, 2002) ve

cok etkili serbest radikal siipiiriicii 6zelliginin bulunmasidir (Guo, Zhao ve Packer, 1999).

Piknogenoliin aktivitesinin molekiiler temeli ¢ok cesitli olmakla birlikte, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerini siipiiriicii 0zelligi temel etkisi olarak goriilmektedir (D’Andrea, 2010).
Icerigindeki fenolik asitler, polifenoller ve ozellikle flavanoidler, bir veya daha fazla OH
grubu tasityan, bir veya daha fazla aromatik halkadan olusmustur ve bu nedenle fenoksil
radikallerini olusturarak potansiyel birer serbest radikal tutucu olarak gorev yaparlar (Rice-

Evans, Miller ve Pananga, 1996).

Oligofenolik bilesiklerin, monomerik flavonlar ve flavonollerle karsilastirildiginda daha
yilksek  antioksidan  kapasite  gosterdikleri  bildirilmektedir.  Katesinlerin  ve
prosiyanidinlerin katesol ve pirogallol yapilarinin fazla olmasi radikal siipriicii 6zelliklerini
artirmaktadir. Ayrica flavon ve flavonoller, futil redoks dongiisiinde reaktif oksijen

tiirlerinin olusumu nedeniyle o-kinonlar potansiyel prooksidanlar oldugundan miikemmel
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radikal siipiiriiciilerdir. Bunun tersine baslangicta semikinon radikallerinden olusan
prosiyanidinler ve gallat o-kinonlar c¢esitli yollarla origomerik bilesikleri iiretebilmektedir.
Piknogenol olusumundaki bu fenolik eslesme reaksiyonlar1 ve niikleofilik eklenmeler,
ayrica piknogenoliin yapisindaki OH gruplarinin sayisi ve bununla orantili olarak yiiksek

radikal tutucu 6zelligi, giiclii antioksidan 6zelligini saglamaktadir (D’ Andrea, 2010).

Jerez, Tourino, Sineiro, Torres ve Nunez (2007), cam kabugu ekstrelerinden Pinus pinaster
Aiton ve Pinus radiata D. Don var. radiata’y1r radikal siipiiriicii 6zellikleri agisindan
kiyaslamislar ve piknogenoliin elde edildigi Pinus pinaster’in daha giiclii radikal siipiiriicii

ozellikler gosterdigini bildirmislerdir.

Piknogenoliin aktioksidan kapasitesi, ¢cok sayida calismada in vitro ve in vivo sartlarda ve
hiicre kiiltiirli modellerinde, cesitli metotlarla belirlenmistir (Packer ve digerleri, 1999).
Ozellikle hidroksil ve siiperoksit radikalleri gibi serbest radikalleri siipiiriicii etkisi oldugu
ve bu sayede oksidatif stresle baglantili bir¢cok hastaliga karsi koruyucu etki gosterdigi
bilinmektedir (Kahkonen ve digerleri, 1999). Piknogenol hiicresel antioksidan sistemin bir
eleman1 olarak gosterilmektedir ve bu sayede genlerin hiicresel redoks durumu tarafindan
diizenlenen ifadesini etkilemektedir (Emerit, 1994; Nelson, Lau, Ide ve Rong, 1998;
Packer, 1991). Yapilan pek cok calismadan ortaya c¢ikan, tam bir karisim halindeki
piknogenoliin ayn1 miktardaki tek bir saf bileseninden daha fazla biyolojik etki
gostermesidir. Bu durum piknogenoliin antioksidan kapasitesi ve enzim inhibisyonu
izerine etkileri ile ilgili calismalar ile de destelenmektedir (D’ Andrea, 2010). Piknogenol
ekstresi NF-kB bagimli gen ekspresyonunun inhibisyonuna ve c¢esitli enzimlerin
aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir (Packer ve digerleri, 1999). Ayrica bircok
biyolojik etkisinin proteinlere ©0zel olarak baglanabilme yetenegine bagli oldugu

bildirilmistir (D’ Andrea, 2010).

Piknogenoliin ve benzeri cam kabugu ekstrelerinin antioksidan ozellikleri sayesinde tiim
biyomolekiilleri oksidatif hasara karsi koruyucu etkileri bulunmaktadir (Maimoona,
Naeem, Saddige ve Jameel, 2011). Voss, Horakova, Jakstadt, Kiekebusch ve Grune
(2006), cam kabugu ekstresinin proteinleri oksidatif hasara kars1 korudugunu
bildirmislerdir. Ansari, Keller ve Scheff (2008) ise piknogenoliin insan noroblastoma SH-
SYSY hiicre kiiltiirlerinde akrolein tarafindan indiiklenen sitotoksisiteye ve oksidatif

hasara kars1 koruyucu etkileri oldugunu gostermislerdir.
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Piknogenoliin aktioksidan aktivitesi sayesinde gidalarin saklanmasinda da kulanilabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Ahn, Grum ve Fernando (2006), 3 giin siireyle dolapta saklanan pismis
etler lizerinde 3 farkli antioksidanin etkilerini arastirmiglardir. ActiVin (iiztim c¢ekirdegi
ekstresi), piknogenol ve biberiyenin aktivitesi degerlendirilmistir. Herhangi bir antioksidan
uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslandiginda, oksidatif durumu stabilize edici
aktivitenin sirasiyla iizim cekirdegi ekstresi, piknogenol ve biberiye seklinde oldugu

bildirilmistir.

Busserolles ve digerleri (2006), prosiyanidince zengin ekstrelerin in vivo olarak sicanlarda
oksidatif stres iizerine etkilerini arastirmiglardir. Sicanlara iiztim ekstresi ve cam ekstresi
ilave edilmis diyetler, 8 haftalik siire boyunca, yemek sonrasi, tek doz olarak
uygulanmistir. Sonugta 8 hafta siireyle {iziim ekstresi ve ¢am ekstresi uygulanan gruplarda
kontrole kiyasla plazma total antioksidan kapasitesinde Onemli bir artis gozlenmistir.
Ancak, kalp dokusunun peroksidasyona karsi duyarliligt ve plazma TBARS

konsantrasyonlarinda gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir.

Frontela-Saseta ve digerleri (2011) de, piknogenol ile zenginlestirilmis meyve sularinin
kolon karsinoma hiicrelerinde (Caco-2) antioksidan aktivitelerini ve antiproliferatif
etkilerini arastirmislardir. Cam kabugu ekstresi ile zenginlestirilmis olan taze ve sindirilmis
ananas suyu ve kirmizi meyve sularinda total fenolik konsantrasyon incelendiginde,
piknogenol ile zenginlestirilmis olanlarda sindirimin ardindan fenolik bilesik iceriginin
daha fazla oldugu belirlenmistir. ABTS ve oksijen radikali absorbans kapasitesi metodlar1
ile belirlenen antioksidan kapasitenin sindirilmis piknogenolce zengin 6rneklerde, sindirim
oncesi aymt Orneklere gore daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica, piknogenolce
zenginlestirilmis meyve sularinin, 24 ve 72 saat arasindaki inkiibasyonlarda daha fazla
antiproliferatif —etki gosterdigi  gozlenmistir. Meyve sularinin  piknogenol ile
zenginlestirilmesinin, in vitro gastrointestinal kosullarda yiiksek kararli yapidaki fenolik

bilesiklere kaynak sagladig: diisiiniilmektedir.

Piknogenoliin hiicresel sistemleri, ozellikle endotelyal kiiltiir hiicreleri ve makrofajlari,
koruma kapasitesi de arastirilmistir. Sigir endeotelyal hiicrelerinde 20-80 upg/ml
piknogenoliin on muamelesinin, hiicreleri tertbiitilhidroperoksit (t-BHP) tarafindan
indiiklenen hiicre hasar1 ve lipit peroksidasyona karst Onemli oranda korudugu

bildirilmistir. Piknogenol 60 pg/ml konsantrasyonda t-BHP muamelesinin ardindan laktat
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dehidrojenaz (LDH) saliniminm1 tamamen inhibe etmistir ve bu durum oksidatif stres
tarafindan indiiklenen sitotoksisiteyi dnemli derecede korudugunu gostermektedir. Ayrica,
piknogenoliin antioksidan aktivitesine bagli olarak TBARS olusumunun 6nemli derecede
azaldig1 da bildirilmistir (Rong, Li ve Lau, 1995). Ayn1 hiicresel sistemde piknogenol hem
singlet oksijen hem de H>O> iiretimini doza bagh olarak azaltmis ve siiperoksit iireten
sistem olarak ksantin/ksantin oksidaz muamelesinin ardindan H>O> birikim oranini

azaltmistir (Wei, Peng ve Lau, 1997).

Gandin ve digerleri (2009), insan akciger karsinoma hiicrelerinde piknogenol
muamelesinin hiicresel redoks sistemleri tizerinde 6nemli etkileri oldugunu bildirmislerdir.
Piknogenol uygulanan hiicrelerde, oksidatif strese kars1 endojen savunma enzimleri olan
tioredoksin rediiktaz ve GPx aktiviteleri % 50 azalmistir. Bu iki enzim H>O» ve selenyum
muamelesinin ardindan ©nemli derecede artmaktadir, bununla birlikte piknogenol
varliginda selenyum aracili reaktif oksijen tiirleri etkin bir sekilde azalmaktadir. Dahasi
selenyum muamelesinin ardindan piknogenol ilavesi tioredoksin aktivitesini ve mRNA
ekspresyonunu bazal diizeye diisiirmektedir. Bunun tersine GPx aktivitesi
etkilenmemektedir. Tioredoksin ve GPx regiilasyonu arasindaki bu tutarsizlik tioredoksin
transkripsiyonunun oncelikle oksidatif stres tarafindan indiiklenebilecegini gosterebilir ki,
bu durum tioredoksinin tiimorler ve inflamatuar kosullar1 da iceren cesitli patolojik
kosullarda indiiklendigi goz Oniine alindiginda piknogenol gibi toksik olmayan bir

antioksidanin diizenleyici gorevine dikkat cekmektedir.

Daunorubisin tarafindan indiiklenen kardiyotoksisiteye karst kuersetin, naringenin,
piknogenol ve sentetik antioksidan troloksun koruyucu etkisi arastirilan bir ¢aligmada,
doksorubisin ile 24 saat muamelenin ardindan test edilen konsantrasyonlarda, kuersetin ve
naringeninin kardiyomiyosit canliligini arttirarak benzer hiicre koruyucu etkiler gosterdigi
saptanmistir. Piknogenol calisilan ii¢ flavonoid arasinda en diisiik etkiye sahip olsa da,
troloks ile kiyaslandiginda arastirilan tiim flavonidler daha yiiksek koruyucu etki

gostermigstir (Mojzisova, Sarissky, Mirossay ve Martinka ve Mojzis, 2009).

Yang ve digerleri (2008), piknogenoliin karbon tetra kloriir (CCls) tarafindan indiiklenen
oksidatif stres ve hepatotoksisiteye karsi etkilerini arastirmiglardir. Bu amacla, her biri 6
sicandan olusan 4 grup olusturulmustur; sadece distile su ve misir yagi verilen ¢oziicii

kontrol grubu, 14 giin boyunca intraperitonal olarak distile su ve sonrasinda tek doz CCly
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(1,25 mg/kg) alan CCl4 grubu, 14 giin boyunca intraperitonal olarak sirasiyla 10 mg/kg ve
20 mg/kg piknogenol ve devaminda tek doz CCly (1,25 mg/kg) alan CCl4 ve piknogenol 10
ve piknogenol 20 grubu. Hepatotoksisiteyi belirlemek icin, CCls muamelesinden 24 saat
sonra serum aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin amino transferaz (ALT) aktiviteleri
ve hepatik MDA ve GSH konsantrasyonlari ve CAT, SOD, GST aktiviteleri belirlenmistir.
Sonuglara gore, tek doz CCls uygulamasinin serum AST ve ALT aktivitesini onemli
derecede artirdig bildirilmistir. Bu grupta hepatoselliiler dejenerasyon/ nekroz, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, yogunluk, siinozoidal dilatasyon seklinde gosterilen histopatolojik
degisimler ve dolayisiyla yogun bir karaciger hasar1 oldugu gozlenmistir. ilaveten hepatik
dokuda MDA konsantrasyonunda artis ve GSH, CAT, SOD ve GST’de diisiis
bildirilmistir. Bununla birlikte CCls tarafindan indiiklenen artan AST ve ALT
konsantrasyonlar1 ve histopatolojik hepatik lezyonlar ve karaciger toksisitesi, CCl4
muamelesinden Once uygulanan piknogenol ile doza bagli olarak ©nemli derecede
engellenmistir. Ayrica piknogenoliin 6n muamelesi, CCl4 uygulamasinin ardindan hepatik
dokularda MDA ve GSH diizeylerinin, CAT, SOD ve GSH aktivitelerinin degismeden
kalmasini saglamis ve sonug olarak CCly tarafindan indiiklenen oksidatif hasara kars1 etkin
bir koruyuculuk gostermistir. Bu calismanin sonuclarina gore, piknogenol muhtemelen
lipit peroksidasyonunu engelleyerek ve antioksidan kapasiteyi yiikselterek koruyucu etki

gostermektedir.

Hekzavalan krom [Cr(VI)] toksisitesinin, asir1 serbest radikal iiretimi ile iliskili oksidatif
hasara neden oldugu bilinmektedir. Parveen, Khan ve Siddiqui (2009), sicanlarda
piknogenoliin [Cr(VI)] tarafindan indiiklenen toksisiteye karst koruyucu etkisini
arastirmiglardir. KoCr2O7 ile muamele edilen sicanlarin bobrek homojenatlarinda, artan
TBARS, MDA ve protein karbonilin piknogenol muamelesi ile onemli derecede azaldigi
ve GSH diizeyi ve CAT aktivitesinin azaltilarak oksidatif dengenin saglandigi
belirlenmistir. Buna gore piknogenoliin K>CrO7 tarafindan indiiklenen oksidatif

nefrotoksisiteye kars1 etkili bir koruyucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Kanser tedavisinde abdominal bolgeye uygulanan radyoterapinin intestinal mukozada
siddetli hasara neden oldugu bilinmektedir. Radyasyonunun zararh etkileri reaktif oksijen
tirlerinin olusumu tarafindan indiiklenen zararhi etkilere baglanmaktadir. Piknogenoliin
giiclii antioksidan 0©zelligi sayesinde hasara karsi iyilestirici etkisi olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (de Moraes Ramos ve digerleri, 2006). Isinla muamele edilen sicanlara 15 Gy
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radyasyon verilmeden once oral olarak piknogenol verildiginde, mukozal tabakalarin daha
iyi durumda oldugu goézlenmistir. Bu durum piknogenoliin radyasyona karsi giivenli bir

koruyucu olabilecegini ortaya koymaktadir.

Iskemi reperfiizyon hasarina karsi etkileri

Sehirli ve Sener (2009), piknogenoliin iskemi reperfiizyon tarafindan indiiklenen oksidatif
renal hasara kars1 koruyucu etkilerini in vivo olarak arastirmislardir. Iskemi reperfiizyon
uygulamasi siganlarda doku GSH diizeyi ve Na+, K+-ATPaz aktivitesinde onemli bir
azalmaya neden olurken, renal MDA diizeyinde ve miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesinde
artisa neden olmustur. Benzer sekilde iskemi reperfiizyon gruplarinda serum kreatinin ve
kan iire azot ve interlokin-1p, interlokin-6 ve TNF-a diizeyleri kontrole kiyasla 6nemli
derecede artmistir. Piknogenol uygulanan gruplar ise iskemi reperfiizyon tarafindan
indiiklenen tiim bu biyokimyasal parametrelerde ve de histopatolojik degisimlerde diizelme

gostermiglerdir.

Antiinflamatuar etkileri

Piknogenoliin proinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyonunu inhibe edici etkileri ve
mekanizmasi Cho, Yun, Packer ve Chung (2001) tarafindan arastirilmistir. Calismada
interlokin-1p i¢cin RAW 264.7 hiicreleri ve interlokin-2 icin Jurkat E6.1 hiicreleri
secilmistir. Piknogenol RAW 264.7 hiicrelerinde H>O; tarafindan iiretilen reaktif oksijen
tiirlerine kars1 giiclii bir serbest radikal siipiiriicii etki gostermistir. ELISA, immunoblot
analizleri ve karsilastirmali gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real time-PCR)
sonuglar1 lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmigs RAW 264.7 hiicreleri piknogenol ile dnceden
muamele edildiginde, interlokin-1 ve mRNA diizeylerinin doza bagl olarak azaldigini
ortaya koymaktadir. Ayrica interlokin-1p ekpresyonunda yer alan niikleer faktor kB (NF-
kB) ve aktivator protein-1 (AP-1) gibi temel faktorlerin de piknogenol tarafindan bloke
edildigi bildirilmistir. Piknogenoliin insan T hiicre hatt1 Jurkat E6.1 hiicrelerinde, forbol
12-miristat 13-asetat ve iyonomisin (PMA/Io) tarafindan indiiklenen interlokin-2 gen
ekspresyonunu inhibe edici etkisi ise farkli  bulunmustur. Piknogenoliin,
posttranskripsiyonel diizenleme ile PMA/Io tarafindan indiiklenen interlokin-2 mRNA

izerine bozucu bir etkisi vardir. Bu calismanin sonuclari biyoflavonoidlerin bircok
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inflamatuar, otoimmiin ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde terapotik ajanlar

olarak ¢ok genis bir spektrumda kullanilabileceklerini ortaya koymaktadir.

Kemirgen makrofaj hiicre hattinda (J774 hiicreleri) piknogenol doza bagl olarak zimosan
tarafindan indiiklenen oksidatif hasar1 ve lipoprotein oksidasyonunu azaltmistir (Nelson,
Lau, Ide ve Rong, 1998). Bu bulgu, piknogenoliin kronik inflamatuar ve kardiovaskiiler
hastaliklardaki olas1 terapotik roliinii de desteklemektedir ve piknogenoliin dogrudan
makrofaj aktivitesinin ve inflamasyonun diizenlenmesindeki etkilerini belirten diger
yayinlarla uyumludur (Blazso, Gabor ve Rohdewald, 1997; Virgili, Kobuchi ve Packer,
1998).

Piknogenoliin insan polimorfoniikleer 16kositlerinde arasidonik asit metabolizmasi
izerindeki antiinflamatuar etkisi Canali, Comitato, Schonlau ve Virgili (2009) tarafindan
gozlenmistir. 35-50 yas araligindaki saglikli goniilliilere 5 giin boyunca giinliikk 150 mg
piknogenol verilmistir. Piknogenol muamelesinin COX-1 gen ekspresyonunun
diizenlenmesi ile iligkili olarak 5-lipooksijenaz (5-LOX) ve COX-2 gen ekspresyonu ve
fosfolipitlerin aktivitesini bloke ettigi bildirilmistir. 5-LOX ve 5-LOX aktive edici protein
arasindaki karsilikli bagimlilik piknogenol tarafindan engellenmistir. Buna gore, insan
polimorfoniikleer ldkositlerinde  piknogenoliin  antiinflamatuar cevabi, 16kotrien

biyosentezini azaltan COX-2 ve 5-LOX gen ekspresyonundan kaynaklanmaktadir.

Schafer ve digerleri de (2006), goniilliilerde piknogenol takviyesinin serum Orneklerindeki
COX-1 ve COX-2 aktivitesini baskilayici etkilerini arastirmiglardir. 5 giin boyunca oral
olarak 200 mg piknogenol verilen 5 saglikli goniilliiden kan 6rnekleri alinmistir. COX-1 ve
COX-2 aktivitesinin orta derecede inhibe edildigi saptanmistir. Daha sonra 10 goniilliiye
300 mg piknogenol tek doz olarak verilmis ve sindirimin ardindan 30 dakika sonra kan
ornekleri toplanmustir. Istatistiksel olarak anlamli diizeyde hem COX-1 hem de COX-2
inhibisyonunda artis oldugu gozlenmistir. Bu inhibisyon, insanlarda piknogenoliin

antiinflamatuar aktivitesini desteklemektedir.

Choi ve Yan (2009) tarafindan, bagisiklik sistemi aracili alerjik reaksiyonlart baskilayarak,
piknogenoliin potansiyel bir antialerjik ila¢ olarak etkinliginin degerlendirildigi bir calisma
yapilmigtir. immiinglobiilin E (IgE) aracili immiin cevapta uyarilan histamin ve diger

sitokinlerin salinmasi piknogenol tarafindan inhibe edilmistir. Bu calismada hem in vivo
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hem de in vitro modeller kullanilmistir. Sicanlarda, ekstrenin oral olarak verilmesi, anti
dinitrofenil (DNP) IgE aracili pasif deri anafilaksisini nemli derecede engellemistir. Anti
DNP IgE ile tetiklenen sican peritoneal mast hiicrelerinde yapilan in vitro calismada ise,
sican mast hiicrelerinde doza bagli olarak histamin saliniminda azalma, timor nekroz
faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-6 salgilanmast ve protein ekspresyonunun inhibe
edilmesi, mast hiicrelerinde kalsiyum aliminin azalmasi ve NF-«B aktivasyonunun

baskilanmas1 gozlenmistir.

Piknogenoliin antiinflamatuar aktivitesi sican modelinde karajenan tarafindan indiiklenen
inflamasyonda etkileri gozlenerek degerlendirilmistir (Ince Yesil-Celiktas, Karabay-
Yavasoglu ve Elgin, 2009). Antiinflamatuar aktivite i¢in parametre olarak fare
patilerindeki 6dem incelenmistir. Karajenan enjeksiyonu oncesinde ve degisik araliklarla
sonrasinda 6dem hacmi Olgiilmiistiir. Buna gore intraperitonal olarak uygulanan
piknogenoliin doza bagli olarak enjeksiyondan 2, 3, 4, 5 ve 6 saat sonra 6deme bagl
sismeyi engelledigi bildirilmistir. Piknogenol sirasiyla 75 ve 100 mg/kg dozlarda ve

uygulamadan 2 ve 4 saat sonra en etkili antiinflamatuar etkiyi gostermistir.

Antimikrobival etkileri

Helicobacter pylori suslarinin antibiyotiklere karsi direnci gbéz Oniine alinarak, bu
enfeksiyona karsi alternatif bir tedavi olarak piknogenoliin etkisi Rohdewald ve Beil
(2008) tarafindan incelenmistir. Gastrik hiicreler, piknogenol ve Helicobacter pylori in
vitro sartlarda inkiibe edilmistir. 12,5 pg/ml piknogenol, Helicobacter pylori'nin
biiylimesini inhibe etmistir. 125 pg/ml piknogenol ile kontrol degerinde % 10 azalma
gozlenmis ve 3 saatlik inkiibasyonun ardindan aymi konsantrasyonda gastrik hiicrelere
baglanma % 70’e diismistiir. Buna gore piknogenol anlamli ancak yine de smirh
antibakteriyal aktivite gostermistir. Klinik uygulamalar i¢in in vivo ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Pismis kirmizi etlerde Staphylococcus aureus bakterisine karsi Pinus pinea kabugu
ekstresinin ve piknogenoliin antimikrobiyal etkileri kiyaslamali olarak incelenmistir. Cig
etlere S. aureus ve % 1 konsantrasyonda ¢am kabugu ekstreleri uygulanmistir. Daha sonra
etler 9 giin boyunca 4°C’de bekletilmistir. 6 ve 9 giin sonunda yapilan dl¢timlerde bakteri

sayisinin azaldigr ve kabuk ekstrelerinin antimikrobiyal etkisi oldugu bildirilmistir ve bu
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ekstrelerin gida endiistrisinde dogal koruyucular olarak kullanilabilecekleri ileri

stiriilmiistiir (Hames-Kocabas ve digerleri, 2008).

Antiviral etkileri

NF-«B bagimli gen ekspresyonunun inhibisyonu piknogenoliin antiinflamatuar etkisini
gostermektedir. Matsumori, Higuchi ve Shimada, (2007), piknogenoliin viral miyokardit
tizerine etkilerini inceledikleri caligmada piknogenoliin viral replikasyonu azaltarak ve pro-
inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu baskilayarak viral miyokardit iizerinde inhibe edici
etkiler gosterdigi gozlenmistir. Piknogenoliin artan dozlariyla birlikte 7. giinde olgiilen
miyokardiyal infiltrasyon ve nekroz, kontrole gére onemli derecede azalmistir. 100 mg/kg
piknogenol muamelesi tiimor nekroz faktorii, tip-1 prokollajen, kok hiicre faktorii ve mast
hiicresi triptazinin gen ekspresyonunu Onemli oranda baskilamistir. Piknogenoliin
proinflamatuar sitokinlerin ve mast hiicresi iliskili diizenleyicilerin ekspresyonunu inhibe
ederek ve bdoylece inflamasyonu ve miyokardiyal nekrozu artirarak, viral replikasyon
izerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu bildirilmis ve piknogenoliin viral miyokarditte

onemli bir ajan olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Insan HIV-1 virus replikasyonunun da piknogenol tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir.
Piknogenol intraseliiler antioksidan protein, mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD)
ekspresyonunda artis ve ribozaomal S6 proteinin fosforilasyonunda inhibisyon gibi 6nemli
degisikliklere neden olmaktadir. Mn-SOD’un ektopik ekspresyonu, HIV-1 replikasyonunu
inhibe ettigi ve bu nedenle piknogenoliin yeni anti-HIV-1 ajam olarak kullanilabilecegi

iddia edilmektedir (Feng ve digerleri, 2008).

Antidiyabetik etkileri

Deneysel ve klinik bir¢ok arastirma, piknogenoliin antidiyabetik etkilerini ortaya
koymaktadir. Maritim, Dene, Sanders ve Watkins III (2003), giiclii antioksidan
ozelliklerinden dolay1 piknogenoliin streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan sicanlarda
oksidatif strese karst koruyucu etkilerini arastirmislardir. 14 giin boyunca her giin
intraperitonal (i.p) olarak 10 mg/kg (viicut agirligl) piknogenol verilen diyabetik
sicanlarda, piknogenoliin kan glukoz konsantrasyonlarini ©6nemli oranda azalttifi

gozlenmistir. Bu calismada ayrica oksidatif stresin biyokimyasal gostergeleri karaciger,
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bobrek ve kalpte degerlendirilmis, diyabetik sicanlarda artan hepatik CAT aktivitesinin
piknogenol ile normal diizeylerine dondiigii, ayrica piknogenol muamelesinin diyabetik
sicanlarda indirgenmis GSH diizeylerini artirdig1 belirlenmistir. Bu sonuglar STZ ile
diyabet indiiklenen sicanlarda piknogenoliin hiicre ici antioksidan savunma

mekanizmalarini iyilestirdigini iddia etmektedir.

Parveen, Khan, Mujeeb ve Siddiqui (2010) de, tip 2 diyabetik sicanlarda karacigerdeki
hiperglisemik hasara kars1 piknogenoliin koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Sicanlarda
intraperitonal STZ enjeksiyonunun ardindan 2 hafta siireyle yiiksek yagli bir diyet
uygulanarak diyabet olusumu indiiklenmistir. Diyabet olusumunun ardindan sicanlara 4
hafta siireyle i.p 10 mg/kg piknogenol uygulanmistir. 4 haftalik siirenin sonunda
karacigerde biyokimyasal ve histopatolojik inceleme yapilmistir. Yiiksek yagh diyet ve
STZ ile diyabet indiiklenen sicanlarda glikozillenmis hemoglobin diizeyleri ©nemli
derecede artmig, bununla birlikte hepatik glikojen diizeyi azalmistir. Piknogenoliin
diyabetli sicanlarin karacigerlerindeki TBARS, MDA, protein karbonil, GSH ve
antioksidan enzimler GST, CAT, SOD, GPx ve glutatyon rediiktaz (GR) iizerinde
diizenleyici etki gosterdigi saptanmistir. Tiim bu sonuglar histopatalojik bulgular ile de

desteklenmekte ve piknogenoliin diyabet tedavisinde etkin olabilecegi ileri siiriillmektedir.

Kim, Kim ve Yokozawa (2011), piknogenoliin yiiksek glikoz ile muamele sonucu renal
tiibiil hiicrelerinde olusan oksidatif stres ve inflamasyonu baskilayarak, apoptozu
diizenledigini bildirmislerdir. Piknogenoliin, renal hiicrelerde yiiksek glikoz muamelesi ile
indiiklenen morfolojik degisimleri ve hiicre canliligindaki azalmalar istatistiksel olarak
onemli derecede baskiladigi iddia edilmistir. Piknogenol anti-apoptotik etkisi ile apoptotik
hiicre Olimiinii engellemis, lipit peroksidasyonu, toplam reaktif oksijen tiirlerini,
stiperoksidi (‘O2), nitrik oksidi (NO), peroksinitriti (ONOQ"), proinflamatuar olarak
indiiklenebilir nitrik oksit sentazi (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) ve NF-«xB

translokasyonunu baskilayarak anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkiler gdstermistir.

Androjen sentezi iizerine etkileri

Piknogenoliin nikotin, koenzim Q 10 ve fitodstrojenler ile interaktif antioksidan etkileri
hiicre kiiltiirii ortaminda arastirilmistir. Insan periosteal fibroblastlar1 ve osteoblastlari,

koenzim Q 10 (20 pg/ml), cam kabugu ekstresi (150 pg/ml) ve fitodstrojenler (10 ve 40
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ug/ml) varhiginda ve yoklugunda, tek basina ve nikotin (250 pg/ml ) ile birlikte 14C-
testosteron ile inkiibe edilmistir. Testosteron metabolitleri inkiibasyon sonunda, ince
tabaka kromotografisi ile ayrilmis ve radyoizotop tarayici kullanilarak tanimlanmistir.
Buna gore piknogenoliin tek basina ve nikotin ile birlikte her iki hiicre tipinde fizyolojik
olarak androjen dihirotestesteron (DHT) sentezini uyarabildigi bildirilmistir. (Figuero,

Soory, Cerero ve Bascones, 2006)

Kansere karsi etkileri

Piknogenoliin koruyucu etkilerini belirlemek icin yapilan bir calismada, over hiicrelerine
ve polimorfoniikleer nétrofillere talk ve talk muamelesinin ardindan piknogenol
uygulanmistir. Bu c¢alismada hiicre canliliginin ol¢iilmesi ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunun ve neoplastik transformasyonun belirlenmesi i¢in yumusak agar yontemi
kullanilmistir. Neoplastik transformasyonun indiiklenmesi, artan hiicre proliferasyonu ve
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile over hiicrelerinde talkin etkisi zamana bagl iken,
notrofillerde doza bagl oldugu; piknogenol uygulandiginda talk tarafindan indiiklenen
aktivitelerin engellendigi ve piknogenoliin kansere kars1i koruyucu etkili olabilecegi

bildirilmistir (Buzzard ve Lau, 2007).

Belcaro ve digerleri (2008), piknogenoliin onkolojide kullanilan kemoterapi ve radyoterapi
tedavilerinin neden oldugu yan etkileri hafifletebilecegini bildirmislerdir. iki grup kanser
hastasindan bir grup 150 mg piknogenol alirken diger grup plasebo grubu olarak kalmistir.
Piknogenol verilen ve radyoterapi alan 25 hasta, 21 plasebo grubu ile kiyaslandiginda,
arastirilan tiim yan etkilerin sikliginin daha diisiik oldugu saptanmistir. Benzer sekilde
piknogenol verilen 34 kemoterapi alan hasta, 30 kisilik kontrol grubu ile kiyaslandiginda
daha iyi hissettikleri gozlenmistir. Bu calismaya dahil edilen tiim hastalar, baslangic
asamasinda kemoterapi alan hastalardir. Piknogenol uygulamasi bu hastalarda, kemoterapi

toleransini artirici etki saglamis ve hastanede gecirilen siireyi azaltmistir.

Hiicre olumii ve hiicre canlilig1 iizerine etkileri

Piknogenoliin c¢esitli tiplerdeki proapoptotik uyarilardan sonra hiicre 6liimii ve canliligini
etkileyebildigi belirtilmektedir. Yiiksek miktardaki glutamat, kemiricilerde glutamat

reseptorlerine sahip olmayan noronal hippokampal HT4 hiicrelerinde sistein taginimini
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engelleyerek oksidatif stresi tetiklemektedir. Bu durum GSH azalmasina, lipit
peroksidasyona ve sonugta sican adrenal feokromasitoma (PC12) hiicrelerinde hiicre
Oliimiine neden olmaktadir. HT4 hiicreleri piknogenol ile muamele edildiginde, hiicresel
GSH diizeyinde herhangi bir etki olmadan hiicre canliliginda 6nemli bir artisa neden
oldugu gozlenmistir. Glutamat tarafindan indiiklenen bu sitotoksisite modelinde
piknogenoliin koruyucu etkisinin, gercekte azalan glutatyonun yerine gecerek serbest
radikal siipiiriicii etkisiyle veya kalsiyum ve sinyal transdiiksiyonunu diizenleyerek
meydana geldigi ©One siiriilmiistiir (Kobayashi, Han ve Packer, 2000). Lenfoma
lenfositlerinde (U937 hiicre hatt1) yapilan diger caligmalarda ise piknogenol ile ©n
muamelenin, seramid C2 muamelesinin ardindan apoptoza ugrayan hiicre oraninda

azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Nardini, Scaccini, Packer ve Virgili, 2000).

Genotoksik ve antigenotoksik etkileri

Krizkovd, Chovanovd, Durackovd ve Krajcovic, (2008) piknogenoliin in vitro
antimutajenik aktivitesini arastirmislardir. Bu arastirmada piknogenoliin akridin oranj ve
ofloksasinin farkli mekanizmalarla fotosentetik bir flagellat olan Euglena gracilis’de neden
olduklar1 mutajeniteyi engelleyip engellemedigi incelenmistir. Piknogenoliin 100 pg/ml
konsantrasyonda her iki maddenin neden oldugu mutajeniteyi onemli oranda azalttigi,
bildirilmistir. Luminol bagimli fotokimyasal yontem kullanilarak piknogenoliin etkili bir
antioksidan oldugu ileri siiriilmistiir. Ayrica spektrofotometrik olarak, piknogenoliin
akridin oranja baglandig1 tespit edilmistir. Rohdewald (2002) de, piknogenol ile ilgili

derlemesinde Ames testinde mutajenik etkisi olmadigini bildirmistir.

Piknogenoliin DNA hasarina neden olmadig1 ve oksidatif hasara kars1t DNA’y1 koruyucu
etkisi oldugu bildirilmistir (Rohdewald, 2002). Fare kemik iligi hiicrelerinde MC testi
sonuclarina gore 1500 mg/kg piknogenol, kromozomal anormalliklere neden
olmamaktadir. Aym sekilde insan lenfositlerinde 600 pg/mL konsantrasyona kadar
kromozomal anormalliklere neden olmadig: bildirilmistir (Rohdewald, 2005). Bu sonuclar,
piknogenoliin DNA hasarina neden olmadigin1 gostermektedir. Ayrica Nelson, Lau, Ide ve
Rong, (1998) piknogenoliin 7,5 pg/mL konsantrasyona kadar plazmit DNA’si kiriklara

kars1 korudugunu bildirmistir.
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Jeong, Seo ve Jeong (2009), piknogenola benzer bir materyal olan ve ¢am ignelerinden
elde edilen ekstrelerin, antioksidan aktiviteleri yoluyla, OH radikali tarafindan indiiklenen
oksidatif DNA hasar1 ve apoptoza karsi etkilerini arastirmislardir. Ekstrelerin OH radikali
ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerine kars1 giiclii bir siipiiriicii etkisi oldugunu ve demir
iyonunu selatladigini bildirmislerdir. Cam ekstrelerinin hiicreleri p21 ve BAX protein
ekspresyonunu azaltarak ve Bcl-2 proteinini artirarak oksidatif hasardan korudugu, ¢cam
ignelerinden elde edilen ekstrelerin kansere karsi koruyucu etkili ajanlarin ortak 6zellikleri

gibi antioksidan ve DNA koruyucu etkiler gosterdiklerini ileri siirmektedir.

Kim ve Park (2004), piknogenoliin in vitro olarak DNA hasarina kars1 ve SOD ve CAT
eksikligi olan mutant E. coli hiicrelerinde SOD ve HP1 ekspresyonu iizerine etkilerini
arastirmislardir. Bu calismada piknogenoliin DNA’y1 fenton reaksiyon radikallerine karsi
koruyup koruyamadiginin belirlenmesi i¢in, Puc 19 plazmit DNA’sinda demir ve H>O»
tarafindan olusturulan OH radikali ile hasar olusturulmustur. DNA hasari, agaroz jel
elektroforezi kullanilarak siiper sarmal DNA miktarindaki azalma ile belirlenmistir.
Arastirma sonuclarina gore fenton reaksiyonu devam ederken uygulanan 50 ug/ml
piknogenol, fenton reaksiyonu ile olusan oksiradikallere karst DNA hasarini
engelleyememistir. Ancak piknogenol fenton reaksiyonu baslamadan once uygulandiginda,
DNA hasarina kars1 koruyucu etki gostermistir. Buna gore koruyucu etkinin radikallerin
stiptirilmesinden ziyade demirin selatlanmasi ile gerceklesebilecegi One siiriilmektedir.
Ancak bu calismada da doza ve siireye bagl olarak piknogenoliin DNA kirilmalarina
neden olabildigi bildirilmistir. Oksidatif stres kosullar1 altinda SOD enzimini
indiiklediginin gdzlenmesinin ardindan, piknogenoliin DNA hasarmma kars1 olasi
prooksidan etkileri, SOD sentezleyemeyen mutant E. coli hiicrelerinde arastirilmistir. Her
ne kadar piknogenol DNA hasarini artirmasa da, oksidatif stres aracilit DNA hasarina kars1
koruyucu etki gostermemistir. Bu ¢alisma piknogenoliin ¢esitli kosullar altinda in vitro ve

in vivo oksidatif stres aracili DNA hasarini arttirabilecegini ortaya koymaktadir.
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2.5.2. Resveratrol

Genel bilgiler

Resveratrol (3,4°,5-trihidroksi-stilben), iiziimde, kirmizi1 meyvelerde, tohumlarda ve bircok
bitkide kok, govde ve yapraklarda bulunan stilben grubu, flavonoid olmayan bir
polifenoldiir (Baur ve Sinclair, 2006; Paolillo, Romano Carratelli ve Rizzo, 2011; Soleas,

Diamandis ve Goldberg, 1997).

Resveratroliin (CAS NO:501-36-0) kimyasal formiilii: C14H1203, molekiil agirligt: 228,24
gramdir. Sinonimleri trans-3,4,5-trihikroksistilben; 3,4',5-trihidroksi-trans-stilben; 5-((1E)-
2-(4-hidroksifenil)ethenil)-1,3-benzendiol; 5-((E)-2-(4-hidroksifenil) ethenil) benzen-1,3-
dioldiir. Yapisal formiili Sekil 2.5’te verilmistir.

OH

HO ™

OH

Sekil 2.5. Resveratroliin yapisal formiili

Resveratrol bitkilerde fungal enfeksiyonlar ve diger cevresel stres kosullar1 altinda
sentezlenmektedir ve fitoaleksin Ozelligi gosteren bir bilesik olarak tanimlanmaktadir.

“Phytoalexin”, Yunanca bir terim olup, “phyton” bitki, “alexein” koruyucu anlamindadir.

Resveratroliin, bitkileri hastaliklara karg1 korumasinin yani sira; son yillarda antifungal,
antimikrobiyal, antitimor ve antioksidan etkileri ile insanlarda da fitoaleksin etkisi

gosterdigi anlasilmistir (Baur ve Sinclair, 2006; Keskin, Noyan ve Kunter, 2009).

Resveratrol, ilk olarak 1930’lu yillarin baslarinda tibbi bir bitki olan Veratrum
grandifolium Lo es. fil.’de tanimlanmistir. Cin ve Japon bilim adamlar1 basta olmak iizere,
bircok bilim adami tarafindan saglik iizerine etkileri uzun yillar arastinlmistir ve

giinlimiizde en cok c¢alisilan fenolik bilesiklerden biridir. Polygonum cuspidatum bitkisinin
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de koklerinden elde edilen resveratrol, Japonya ve Cin’de halk tarafindan ‘“kojo-kon”
adiyla bilinen geleneksel bir ila¢ olarak; hipertansiyon, damar tikaniklig, cilt iltihab1 ve
alerji gibi bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Creasy ve Creasy, 1998;
Goldberg, Ng, Yan, Karumanchiri, Soleas ve Diamandis, 1996; Keskin ve digerleri, 2009).
90’11 yillarin basinda, kirmizi sarabin kalp-damar hastaliklarinda koruyucu etkilerinin,
icerigindeki resveratrol ile iligkilendirilmesi, resveratrolii kisa siirede ilgi c¢ekici bir
molekiil haline getirmistir. Ilk kez antikarsinojenik etkisinin rapor edildigi 1997°den
itibaren resveratrol ile ilgili klinik ve deneysel calismalar biiyiikk hiz kazanmistir.
Giiniimiizde, antioksidan etki, kardiyovaskiiler koruma, norolojik hastaliklarin tedavisi gibi
pek cok biyolojik ve farmakolojik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Borriello, A.,
Cucciolla, F., Ragione, D., Galletti, P, 2010; Chachay ve digerleri, 2011; Fremont, 2000).

Bu giine kadar yapilan caligmalar dikkate alindiginda; 72’den fazla bitki tiiriinde
resveratrol bulundugu belirlenmistir (Acquaviva ve digerleri, 2002; Dong, 2003; Keskin ve
digerleri, 2009). Bu bitki tiirlerinden; asma, dut, yaban mersini, yer fistig1 ve Antep fistig1
en basta gelenlerdir. Asmalar diger bitki tiirleri ile karsilastirildiginda; yiiksek resveratrol
icerigi ve taze veya islenmis iirlinlerinin (sarap, sirke, kuru iiziim, pekmez, vb.) yaygin
tiiketimi nedeni ile 6nem kazanmaktadir. Ozellikle renkli iiziim cesitlerinin kabuk

kisminda yiiksek miktarda resveratrol bulunmaktadir (Keskin ve digerleri, 2009).

Farmakokinetigi ve biyovyararlanimi

Caco-2 insan ince bagirsak hiicre hattinda yapilan deneylerden ve goniillii deneklerden
elde edilen verilerle, resveratroliin diyetle alindiginda biiyiilk oranda absorbe oldugu
kanitlanmastir. Pasif difiizyonla eritrositlere alinabildigi ve UDP-glukuronosil transferaz ve
aril-siilfataz enzimlerinin etkisiyle glukuronik asit ve siilfata baglandig bildirilmistir

(Bircan, 2014; Brown ve digerleri, 2009).

Resveratrol 1siya dayanikli olmasi nedeniyle, bircok yiyecek c¢esidinde aktif formunu
(trans-resveratrol) koruyabilmekte, agiz yoluyla alindiktan hemen sonra sindirilmekte ve
hizla kana karismaktadir. Giinliik 375 ml kirmizi sarap tiiketilmesi, 50 adet kirmizi-siyah
renkli iiziim tanesinin yenmesi, ya da ticari dnem kazanmis resveratrol icerikli ekstrelerin
icilmesiyle resveratroliin koruyucu etkisinden yararlanilabilecegi iddia edilmektedir

(Keskin ve digerleri, 2009).
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Resveratroliin biyolojik etkileri, oral dozunun ne kadarinin bagirsaklardan absorbe edildigi
ile ilgilidir. Perfiize edilmis sican ince bagirsaginda, oral olarak uygulanan resveratroliin %
20,5’inin limenden absorbe edildigi ve biyoyararlaniminin % 20,5 oldugu gosterilmistir
(Bradamante, Barenghi ve Villa, 2004). Andlauer, Kolb, Siebert ve Fiirst (2000),
resveratroliin bagirsaklardan alimini, izole sican ince bagirsagl perfiizyon modelini
kullanarak c¢alismiglar, limenden uygulanan resveratrolin % 46’smmin ince bagirsak
tarafindan emilirken, % 21’inin vaskiiler bolgede (mezenterik dolasimda), % 2’sinin
bagirsak dokusunda oldugunu goézlemislerdir. Absorbe olan resveratroliin, resveratrol
glukuronite konjuge oldugu (% 16,8) ve degismeyen trans-resveratrol oraninin sadece %
3,4 oldugu bulunmustur. Bertelli, Giovanni, Stradi, Bertelli ve Tillement (1996) 6,5 mg/L
resveratrol iceren kirmizi sarap alimindan sonra resveratroliin absorbsiyon oranini
arastirmislar, resveratroliin cok cabuk absorbe olarak ve sarap tiiketiminden yaklasik 60
dakika sonra enterositlerde en iist konsantrasyona ulastigin1 gdstermislerdir. Walle, Hsieh,
DeLegge, Oatis ve Walle (2004) tarafindan goniillii insanlarda [14C]-trans-resveratroliin
oral uygulamasinin absorbsiyon, biyoyararlanim ve metabolizmasinin incelendigi

calismada da, resveratroliin % 70 oraninda absorbe edildigi bulunmustur.

Resveratroliin yar1 omrii oldukca kisadir (8-14 dakika) ve organizmaya alindiktan sonra
biiyiik oranda metabolize edilmektedir. Intravenéz (i.v) olarak verilen resveratroliin
insanlarda 30 dakika icinde konjugatlarina doniistiigii, organizmada ortalama kalma
stiresinin 33,83 dakika oldugu hesaplanmistir (Walle, Hsieh, DeLegge, Oatis ve Walle,
2004). Bagirsakta ve karacigerde c¢ok hizli bir sekilde glukuronat ve siilfonat
konjugatlarina metabolize edildigi icin, plazmadaki serbest resveratrol konsantrasyonu
oldukca diisiiktiir. 25 mg oral dozdan sonra kanda sadece eser miktarda (5 ng/ml)
degismeyen trans-resveratrol saptanabilmistir (Bircan, 2014). Diger polifenolik
ksenobiyotiklerde oldugu gibi resveratrol de karacigerde faz II enzimleri tarafindan
metabolize edilmektedir. Trans-resveratrol i¢in baslica metabolitler; trans-resveratrol-3-O-
glukuronit, trans-resveratrol-3-siilfat, trans-resveratrol-4 -siilfat, trans-resveratrol-3,5-
disiilfat, trans-resveratrol-3,4"-disiilfat ve trans-resveratrol-3,4",5-trisiilfat’tir (Udenigwe,

Ramprasath, Aluko ve Jones, 2008).

Polifenollerin  saglhik {izerine etkileri diyetsel yollarla alim miktarlarina ve
biyoyararlanimlarina bagl olarak biiyiik degiskenlik gostermektedir (Bisht, Wagner ve
Bulmer, 2010).
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Resveratrol oldukca kisa bir yarilanma Omriine sahiptir ve literatiirde 32 nM’dan 100 uM
konsantrasyona ve 100 ng’dan 1500 mg/kg doza kadar ¢ok cesitli araliklarda calisildigt in

vitro ve in vivo arastirmalar1 bulunmaktadir (Baur ve Sinclair, 2006).

Toksik etkileri

Resveratroliin maksimum tolere edilebilir dozu (MTD) tam olarak belirlenememistir,
ancak kemiricilerde ¢ok iyi tolere edilebilmektedir. Sicanlarda 700-1.000 mg/kg/giin’e
kadar herhangi bir toksik etkisi gozlenmemistir ve 100 mg/kg/giin’e kadar olan dozlar
calismalarda giivenle kullanilmaktadir (Baur ve Sinclair, 2006). Juan, Vinardell ve Planas
(2002) 28 giin boyunca yiiksek doz (20 mg/kg/giin) oral resveratrol uygulamasinin
Sprague-Dawley sicanlarda hematolojik veya histopatolojik bir degisiklige yol agcmadigini
bildirmislerdir. Bu doz, bir insanin 1 bardak kirmizi saraptan alacagi resveratrol miktarinin
~1.000 kat1 daha fazladir (Juan, Vinardell ve Planas, 2002). Benzer bir ¢alismada, erkek ve
disi CD sicanlarda 28 giin siireyle 300 mg/kg/giin oral resveratrol uygulamasinin herhangi
bir toksik etkisine rastlanmamistir (Udenigwe ve digerleri, 2008). Williams, Burdock,
Edwards, Beck ve Bausch (2009) tarafindan embriyo-fetal gelisimi i¢in herhangi bir yan
etkinin gozlenmedigi diizey (No observed adverse effect level, NOAEL) 750 mg/kg/giin

olarak belirlenmistir.

Insanlarda resveratroliin kronik uygulamasinin toksisitesine iliskin yeterli veri
bulunmamaktadir. Kisa donem (29 giin) yiiksek dozlarda (2,5 veya 5 g/giin) resveratrol
uygulamasi sadece gecici gastrointestinal bozukluga yol agmistir. Diger kisa donem veya
akut ¢alismalarda onemli yan etkilere rastlanilmamistir. Bu calismalarda, 70 kg agirli§inda
bir insan i¢in 5 g’lik tek doz ya da 48 saat icin her 4 saate 1, 150 mg resveratrol
uygulamast yan etkiye neden olmamistir. Bununla birlikte, kronik hastaliklarin
tedavisi/onlenmesi birkac ay veya yil gerektiren bir siirectir ve bu nedenle uzun dénem
toksisite ¢alismalar1 6nemlidir (Bircan, 2014; Borriello, Cucciolla, Ragione, ve Galletti,

2010; Vang ve digerleri, 2011).
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Bivolojik etkileri

Pek c¢ok calismada, resveratroliin antikarsinojenik, antifungal, antimikrobiyal ve
antioksidan etkileri oldugu vurgulamaktadir (Bisht ve digerleri, 2010; Chakraborty, Gupta,
Ghosh ve Roy, 2010; Kairisalo ve digerleri, 2011). Resveratrol ile ilgili arastirmalarin
biiyiik cogunlugu kanser {lizerine yogunlasmis olup, kanserin pek c¢ok asamasinda
durdurucu ve engelleyici 0Ozelligi oldugu belirlenmistir. Resveratrol, antiinflamatuar,
trombosit kiimelesmesini engelleme ve kolesterolu diisiirme gibi etkileriyle koroner kalp
hastaliklar riskini de azaltmaktadir. Bunlarin yam sira, son yillarda yapilan ¢aligsmalarda,
resveratroliin Alzheimer hastaligi iizerinde de iyilestirici etkisinin oldugu belirlenmistir

(Bradamante ve digerleri, 2004; Marambaud, Zhao, ve Davies, 2005).

Resveratroliin biyolojik sistemlerdeki en énemli etkileri arasinda; enerji metabolizmasinin
diizenlenmesi, trombosit aggregasyonunun inhibisyonu, vazodilatasyonun saglanmasi, lipit
metabolizmasinin diizenlenmesi, strojenik aktivite, yaslanma karsiti etkileri, insiilin ve
glukoz homeostazinin saglanmasi sayilabilmektedir (Bircan, 2014; Bradamante ve

digerleri, 2004).

Son yillarda resveratrolce zengin kirmizi sarabin saglik {izerine etkisi en cok tartisilan
konularin basinda gelmektedir. Fransiz paradoksu olarak adlandirilan, Giiney Fransa’da
yiiksek miktarda doymus yag tiiketimine ragmen koroner kalp hastaliklarinin az goriilmesi
olay1l, bu bolgedeki kirmizi sarap tiiketim aligkanligi ve kirmizi sarabin dogal olarak

icerdigi resveratrol ile iligskilendirilmektedir (Hao ve He, 2004; Sovak, 2001).

Resveratrol antiinflamatuar ve antikoagulan o6zellige sahip olup arterioskleroz (damar
sertligi) ve kalp hastaliklarina karsi1 koruma saglar. Bu hastaliklara karsi koruma,
resveratroliin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu inhibe etmesinden ve
trombosit kiimelesmesini  (agregasyonunu) bloke etmesinden kaynaklanmaktadir
(Gerogiannaki-Christopoulou, Athanaspoulos, Kyriakidis, Gerogiannaki, Spanos, 2006).
Damar sertliginin gelisiminde LDL’nin oksidasyonu Onemlidir. Antioksidan aktiviteye
sahip olan resveratrol, LDL oksidasyonunu inhibe ederek damar sertliginin ilerlemesine
kars1 koruma saglar, reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini ve lipit peroksidasyonunu azaltir
(King, Bomser ve Min, 2006). Resveratrol prostaglandin iiretimini, siklogenaz-2 ve

niiklear faktor-B aktivitesini inhibe ederek inflamasyonu azaltarak kalp hastaligi ve
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kansere kars1 koruma saglamaktadir (Sovak, 2001). Aromatik grup iceren birgcok bilesik,
rezonans yapilari yoluyla stabil radikaller olusturarak antioksidan rol oynarlar. Resveratrol
icerdigi iki aromatik grup nedeniyle antioksidan aktiviteye sahip olup, oksidatif stresin yol
actig1 hiicresel hasar ve hastaliklar1 onlemekte veya geciktirmektedir. Oksidatif stresten
kaynaklanan hiicre 6liimlerini azaltir. Oksidatif stresin neden oldugu asir1 hasar, apoptoza
ugrayan hiicreleri tesvik eder. Resveratrol, retinada pigment epitelyum hiicrelerindeki
oksidatif stresi azaltarak yagslhilarda korliige yol acan makiiler dejenerasyonun goriilme
sikligim diisiiriir (King, Bomser ve Min, 2006). Timoriin baslangig, ilerleme ve yayilma
safhalarin1 inhibe eder. Antiproliferatif etkiye (hiicre ¢cogalmasini 6nleyici) sahip oldugu
iddia edilmektedir (Gerogiannaki-Christopoulou ve digerleri, 2006). Resveratroliin koroner
kalp hastaliklar1 ve kanser yaninda, norodejeneratif hastaliklar1 Onleyici etkisi de
bilinmektedir. Iskemik ataklarda hipokampal bolgedeki noronlar1 korudugu, ostrojenik
aktiviteye sahip olarak menopoz sonrasi kemik erimesini Onledigi bildirilmistir (Sovak,

2001).

Antioksidan etkisi

Resveratrol, cesitli antioksidan enzimlerin uyarilmasi yoluyla antioksidan kapasiteyi
arttiran ve etkili bir serbest radikal yakalayicisi olan dogal bir antioksidandir. H>O; ile
aktive edilmis insan lenfositlerinde 10-100 uM resveratrolin GSH miktarini arttirdig,
benzer bir ¢alismada lenfositlerde pM konsantrasyonlarda, GPx, GST, GR, CAT gibi
cesitli antioksidan enzimlerin aktivasyonunu sagladigr gosterilmistir. 0,1 mM
konsantrasyona kadar etkili bir 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali yakalayicisidir.
UV radyasyon sonucu H>O:’den olusan hidroksil radikalini yakalayarak sitokrom c
oksidasyonunu oOnledigi belirtilmistir. LPS ile stimiile edilmis makrofajlar tarafindan
tiretilen H2O» ve O»- iizerinde giiclii bir inhibitor etkiye sahiptir (Bradamante ve digerleri,
2004; Kalantari ve Das, 2010; Kraft, Parisotto, Schempp ve Efferth, 2009; Pandey ve
Rizvi, 2010).

Resveratroliin, lipit peroksidasyonun onlenmesinde Onemli antioksidan etkilere sahiptir.
OH- ile lipit peroksidasyon olusturulan RAW 264.7 hiicrelerinde resveratroliin hiicre
membranini peroksidasyona kars1 korudugu gosterilmistir. Gegis metallerini, 6zellikle Cu*?
iyonlarinin selatlanmasi yoluyla, fenton reaksiyonu iiriinlerini ve metal-indiiklii lipit

peroksidasyonu baskiladigi bilinmektedir (Delmas, Jannin ve Latruffe, 2005).
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Resveratrol, oksidatif stres kosullarinda eritrosit membranlarint protein karbonillerinin
olusumuna karsi korudugu gosterilmistir. Pandey ve digerleri (2010) tarafindan, ileri
oksidasyon protein iiriinlerinin olusumunu inhibe ettigi  bildirilmistir. Insan
trombositlerinde, proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonunu belirgin sekilde onledigi

belirtilmistir (Pandey ve Rizvi, 2010).

Resveratroliin, antioksidan etkilerinin yani sira, konsantrasyona ve hiicre tipine bagh
olarak prooksidan etkilerinin de gozlendigi c¢alismalar bulunmaktadir. Insan losemi
hiicrelerinde, ROS (6zellikle O, ) iiretimini indiiklerken; prostat kanser hiicrelerinde ROS
tiretiminde doz bagiml olarak azalmaya sebep olmustur. Resveratroliin diger polifenoller
gibi peroksidaz enzimleri tarafindan metabolize edildigi ve bunun sonucunda olusan
fenoksi radikallerinin, o6zellikle Cu*? iyonlar1 varliginda prooksidan etki gostererek
oksidatif reaksiyonlar1 katalizleyebildigi belirtilmistir (Bradamante ve digerleri, 2007;
Cucciolla ve digerleri, 2007; Pervaiz, 2003).

Antimikrobival etkileri

Resveratroliin; Staphylcoccus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Penicillium expansum, Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum, Epidermophyton
floccosum, Microsporum gypseum, Neisseria gonorrhoeae ve Neisseria meningitidis’e
karst antimikrobiyal etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica, farelerde yapilan calismalarda
Herpes simpleks viriis-1 (HSV-1) ve HSV-2 enfeksiyonlarina karsi koruyucu oldugu

belirlenmistir (Baur ve Sinclair, 2006).

Antiinflamatuar etkileri

Svajger ve Jeras (2012) resveratroliin antiinflamatuar etkileri ile ilgili derlemelerinde,
resveratroliin immiin sistem ile iliskili cok cesitli inflamatuar ve otoimmiin hastalikta
terapotik bir potansiyele sahip olduguna dair kanitlar oldugunu bildirmislerdir. Insanlar
tizerindeki klinik caligmalar eksik olsa da, hayvan modellerindeki c¢alismalardan elde
edilen sonuglar resveratroliin deneysel inflamatuar artritte, otoimmiin miyokarditte ve

otoimmiin ensefalomiyelitte iyilestirici etkileri oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
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calismalar ayn1 zamanda resveratroliin temel inflamatuar molekiiller iizerindeki inhibe

edici etkilerini gosteren bir¢ok in vitro deney ile desteklenmektedir.

Resveratroliin, proinflamatuvar aracilarin  sentez ve salimmmini inhibe ederek,
eikazonoidlerin sentezindeki diizenlemelerle ve bazi aktive immiin hiicrelerin inhibisyonu
yoluyla inflamasyon siirecinde Onemli bir rol oynadigi belirlenmistir (Bircan, 2014).
Resveratroliin, makrofajlar, polimorfoniikleer lenfositler (PMNL) ve bunlarla iligkili
proinflamatuvar  sitokinler {izerindeki etkileri de arastirilmistir. Resveratroliin
inflamasyonda 6nemli rol oynayan NF-kB aktivitesini diizenledigi bilinmektedir. Cesitli
calismalarda, TNF-a aktivasyonunu diizenledigi, adezyon molekiillerinin iiretimini inhibe
ettigi rapor edilmistir. Ayrica, IL-1, 6, 8 gibi sitokinlerin ve monosit kemoatraktan protein-
1 (MCP-1)’in mRNA gen ekspresyonlarin1 ve salinimini promotor aktiviteyi inhibe ederek
kontrol edebildigi bildirilmistir. Resveratroliin, T hiicreleri tarafindan iiretilen IL-2 ve
TNF-o’ya karsi, makrofajlar tarafindan iiretilenlere gore daha etkili oldugu bulunmustur

(Bircan, 2014; Brown ve digerleri, 2009; Kalantari ve Das, 2010).

Resveratroliin, lenfosit iiretimi ve proliferasyonu iizerinde baskilayici etkileri de
bulunmaktadir. Ancak, immiin fonksiyon icin gerekli olan lenfosit aktivasyonu iizerindeki
etkileri geri doniisiimliidiir ve kalict etki birakmadigi rapor edilmistir. Inflamasyon
modellerindeki tiim bu baskilayici etkilerine karsin, sahip oldugu antimikrobiyal aktivitesi
dikkate alindiginda, resveratroliin bir taraftan inflamatuvar yaniti diizenlerken, diger
taraftan spesifik immiin yanit1 artirdig1 sdylenmektedir (Bircan 2014; Baur ve Sinclair,

2006; Kalantari ve Das, 2010).

Antikarsinojenik etkileri

Resveratroliin kanserden koruyucu etkisi ilk kez Jang ve digerleri (1997) tarafindan tespit
edilmistir. Topikal resveratrol uygulamasinin farelerdeki cilt tiimorlerinin sayisini azalttig
ve kanser olusumunun 3 6nemli safthasinda (baglama, gelisme ve ilerleme) engelleyici etki

gosterdigi belirlenmistir.

Resveratroliin farkli kanser tiplerinde, 6nleyici ve/veya tedavi edici etkilerini gosteren cok
sayida calisma mevcuttur. Cesitli kemirici modellerinde, sistemik resveratrol

uygulamasinin timoér olusumu ve biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Benzer sekilde,
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insan deri, prostat, meme, akciger ve kolon kanser, 16semi, melanoma hiicre hatlarinda
koruyucu etki gosterdigi bulunmustur. Bu c¢alismalarin sonuclarina gore, resveratroliin
kanserden koruyucu etkilerini agsagida verilen mekanizmalarla gerceklestirdigi soylenebilir;
apoptozun indiiksiyonu/inhibisyonu, hiicre  dongiisiindeki  kontrol = noktalarinin
diizenlenmesi, Faz I ve II enzimlerinin diizenlenmesi yoluyla detoksifikasyonun
arttirnlmas1  ve kanserojen maddelerin aktivasyonunun bloke edilmesi, otofaji,
antiinflamatuvar ve antioksidan 6zelligi sayesinde DNA hasarinin onlenmesi/onarilmasi,
antianjiyogenik etkisi ile tiimor biiyiimesi ve metastazin Onlenmesi (Bircan, 2014;

Catalgol, Batirel, Taga ve Kartal-Ozer, 2012).

Genotoksik ve antigenotoksik etkileri

Resveratroliin insan lenfositlerinde H>O; tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi
etkilerinin arastirildigr bir caligmada, resveratroliin 10-100 uM konsantrasyon araliginda
insan lenfositlerinde sitotoksik etki gostermedigi ayrica H,O» tarafindan indiiklenen DNA
hasarinin resveratrol tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir. Calisilan konsantrasyon
araliginda resveratroliin doza bagh olarak GSH diizeylerini ve GPx, GR, GST aktivitelerini
artirirken CAT aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu veriler insan lenfositlerinde H>O»
tarafindan olusturulan DNA hasarinda resveratroliin koruyucu etkisinin GSH diizeyindeki
artis ve antioksidan enzim aktivitelerindeki iyilestirici etki ile agiklanabilecegini ortaya
koymaktadir. Ayrica, resveratroliin 10 uM konsantrasyonda H>O> iizerinde koruyucu bir
etkisi olmadigimi 100 uM konsantrasyonda ise sadece % 2 siipiiriicii aktivitesi oldugunu
gostermislerdir. Diger bir degisle aslinda H,O» resveratrol tarafindan elimine edilmemekte,
resveratrolin  H>O> tarafindan indiiklenen DNA hasarina karst koruyucu etkisini
antioksidan enzim aktivitesini artirarak gerceklestirmekte oldugu iddia edilmektedir (Yen,

Duh ve Lin, 2003).

De Salvia, Festa, Ricordy, Perticone ve Cozzi (2002), CHO hiicrelerinde H>O, tarafindan
olusturulan DNA hasarina kars1 resveratroliin etkilerini comet ve kromozom anormallikleri
yontemi ile incelemislerdir. Bu calismada resveratroliin tek basina comet yonteminde
primer DNA hasarina sebep olmadigi, bununla birlikte kromozom anormallikleri
yonteminde yiiksek dozda DNA hasarina neden oldugu bildirilmistir. H>O» ile birlikte
kombine olarak uygulandig kiiltiirlerde ise primer DNA hasarim ve fiske olmus DNA

hasarmi farkli sekillerde etkiledigi bildirilmistir. Comet yOntemi sonuglarina gore
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resveratroliin, H>O; ile birlikte es zamanli uygulandiginda koruyucu bir etki gostermedigi
ancak H>O> uygulamasindan 3 saat once uygulandiginda primer DNA hasarin1 tamamen
engelledigi bildirilmistir. Kromozom anormallikleri yonteminde ise H>O» ile es zamanl
olarak uygulandigi protokolde koruyucu etki gosterdigi, H-O>» muamelesinden 3 saat dnce
uygulandiginda hem toplam kromozom hasarin1 hem de anormal hiicre yiizdesini artirdigi
gosterilmistir. Resveratroliin hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteye sahip oldugu
ve bu Ozelliklerin askorbik asit gibi bir¢cok dogal antioksidan maddede goriildiigii
bildirilmistir. Resveratroliin etkilerinin uygulama dozlari, deney kosullar1 ve kullanilan test

sistemlerine bagl olarak ¢ok farkli olabilecegi bildirilmektedir.

Tiirkez ve Sisman (2011), in vitro insan lenfosit kiiltiirlerinde resveratroliin aflatoksin B
tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi etkilerini kromozom anormallikleri ve kardes
kromatit degisimi testleri ile arastirmiglar, resveratroliin aflatoksin B-1’in neden oldugu
kardes kromatit degisimi frekansin1 ve kromozom hasarin1 azaltarak koruyucu etki
gosterdigini bildirmislerdir. Bu calismada, resveratrol (10, 15, 25, 40, 75 ve 100 uM)
uygulanan gruplarin kontrol gruplarina kiyasla hiicre basina diisen kardes kromatit
degisimi ve kromozom anormalligi oraninin degismedigi ve mutajenik ve klastojenik etkisi
olmadigr gosterilmistir. Sonuclarin, Stagos ve digerleri (2007) tarafindan yapilan calisma
ile uyumlu oldugu bildirilmistir. Stagos ve digerleri (2007) de resveratroliin tek basina
uygulanmasinin insan lenfositlerinde genotoksik olmadigini ve kardes kromatit degisimini
indiiklemedigini bildirmislerdir. Sgambato ve digerleri (2001), resveratroliin bircok
genotoksik ajanin neden oldugu oksidatif DNA hasarim1 engelleyerek antimutajenik ve

antikanserojenik bir ajan olarak etki edebilecegini ileri siirmiiglerdir.

Diger taraftan Matsuoka, Furuta, Ozaki, Fukuhara ve Miyata (2001), resveratroliin kobay
akciger hiicre hattinda kardes kromatit degisimini indiikledigini fakat kromozom
anormalliklerine neden olmadigini bildirmislerdir. Resveratroliin C6 glioma hiicrelerinde
de H>O: tarafindan olusturulan DNA hasarina karst koruyucu bir etki gosterdigini
bildirmislerdir (Quincozes-Santos ve digerleri (2007). Yan ve digerleri (2011) de
resveratroliin insan lenfosit kiiltiirlerinde etanol tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1

onemli bir koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir.



43

Resveratroliin insan lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkilerinin ve radyasyon
tarafindan indiiklenen kromozom hasarina karsi koruyucu etkilerinin arastirildigr bir
calismada da, lenfositlere 0-219 uM resveratrol uygulanmistir. Resveratroliin kromozomal
anormallik ve kardes kromatit degisimi yontemiyle tespit edildigi gibi, incelenen tiim
konsantrasyonlarda radyasyon tarafindan indiiklenen hasar1 azaltict etkisi oldugu ve
maksimum korumanin 2,19 pM konsantrasyonda gerceklestigi bildirilmistir. Bununla
birlikte, resveratroliin tek basina uygulandigi tiim test konsantrasyonlarinda kontrole
kiyasla kardes kromatit degisimi frekanslarini artirdigi saptanmistir. Sitogenetik indekslere
gore (mitotik indeks ve proliferasyon indeksi) diisiik konsantrasyonlarin hiicre ¢cogalmasini
artirirken yliksek konsantrasyonlarin insan lenfositlerinde biiylimeyi negatif olarak

etkiledigi iddia edilmistir (Sebastia ve digerleri, 2013).

Attia (2012), resveratroliin sisplatin tarafindan olusturulan DNA hasar1 ve apoptoza karsi
antigenotoksik ve antiapoptotik etkilerini fare somatik ve germinal hiicrelerin in vivo
olarak arastirmistir. Bu calismada, DNA hasar fare kemik iliginde alkali comet ve MC
teknigi ile belirlenmis, ayrica germ hiicrelerindeki genotoksik etkinin belirlenmesi i¢in
sperm hiicrelerinde ve spermatositlerde kromozamal analizler yapilmistir. Apoptoz
anneksin V/propidium iyodid boyamasi, notral comet testi, DNA fragmentasyon teknigi
gibi cesitli  yontemlerle incelenmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin diizeyi, lipit
peroksidasyonu, GSH diizeyi ve idrarla atilan 8-OHdG 0l¢iimleri de yapilmis ve farelerin
resveratrol ile 6n muamelesinin sisplatin tarafindan indiiklenen genotoksisite ve apoptozu
onemli derecede azalttig1 bulunmustur. 7-14 giin boyunca, 50 ve 100 mg/kg gavaj yoluyla
verilen resveratroliin yiiksek dozda koruyucu etkisinin daha fazla oldugu ve doza bagl etki
gosterdigi bildirilmigtir. Ayrica sisplatin muamelesinden 6nce uygulanan resveratrol

biyokimyasal olarak belirlenen oksidatif hasar gostergelerini iyilestirdigi iddia edilmistir.

Resveratroliin DNA koruyucu etkileri ile ilgili ¢ok c¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Resveratroliin 2, 3, 7, 8-tetraklorodibenzo-p-dioksin veya Ostradiol ile muamele edilmis
MCEF-10F hiicrelerine es zamanli olarak uygulanmasi ile dstrojen metabolizmasini ve DNA
katim {iriin olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir (Lu ve digerleri, 2008). Benzo (a)piren
tarafindan indiiklenen sperm DNA hasar1 ve hiicre oliimii resveratroliin es zamanli
muamelesi ile engellenmistir. Resveratrol sperm DNA’sinda BoP-diol-epoksit katim
olusumunu ve apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiinii inhibe etmistir (Revel ve digerleri,

2001). Bagka bir calismada, 30 hafta boyunca 8 mg/kg/giin resveratroliin 1,2-
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dimetilhidrazin (DMH) ile birlikte oral takviye edilmesi sican lokositlerini DMH
tarafindan indiiklenen DNA hasarina ve oksidatif strese karsi korumustur. Resveratroliin
comet yontemiyle saptanan degisimleri azalttigi ve antioksidan enzimlerin (CAT, SOD,
GR, GPx ve GST) aktivitelerini diizenledigi bildirilmistir (Sengottuvelan, Deeptha ve
Nalini, 2009). Resveratrol, bobrekte serbest radikal olusumuna neden olarak karsinojenik
etki gosteren potasyum bromatin indiikledigi DNA hasarima karst 8-OHdG diizeyini
azaltarak koruyucu etki gostermektedir (Cadenas ve Barja, 1999). Resveratrol ayrica felg
yatkinlig1 olan sicanlarda kas hiicrelerinde 8-OHdG diizeylerini diisiirerek oksidatif DNA
hasarma kars1 koruyucu etki gostermistir (Mizutani, Ikeda, Nishikata ve Yamori, 2000).
Bununla birlikte resveratroliin UVA maruziyeti ile es zamanh olarak uygulanmasi HaCa T
insan keratonositlerinde 8-OHdG olusumunu artirmis ve DNA zincir kiriklarina ve hiicre

Oliimiine yol acmistir (Seve ve digerleri, 2005).

Resveratroliin molekiiler ve biyokimyasal etki mekanizmalar ¢esitlilik gostermektedir.
Resveratroliin, ¢oklu ila¢ diren¢ proteini, topoizomeraz II, DNA polimeraz, Ostrojen
reseptorleri, tubulin ve FI1-ATP gibi cesitli hiicre sinyal proteinine baglandigi
gosterilmistir. Resveratroliin, ayn1 zamanda NF-«xB, STAT3, HIF-1 alfa, beta-katenin ve
PPAR gama gibi cesitli transkripsiyon faktorlerini aktive ederek Bcl-2, Bel-XL, XIAP ve
survivin gibi antiapoptotik gen iriinlerini baskilamakta (protein kinazlari inhibe etmekte
(src, PI3K, JNK, ve AKT), antioksidan enzimlerin aktivitesini artirmakta, inflamatuar
gostergeler (NF, COX-2, iNOS, ve CRP) ile anjiyogenik ve metastatik gen iiriinlerinin
(MP, VEGF, katepsin D ve ICAM-1) aktivitesini baskilamakta ve hiicre siklusunu
diizenleyen genler (53, Rb, PTEN, siklinler ve CDK) {izerine diizenleyici etki gosterdigi
iddia edilmektedir (Keskin ve digerleri, 2009).

2.5.3. Rosmarinik asit

Genel bilgiler

Rosmarinik asit (a-O-kaffeoil-3,4-dihidroksifenil laktik asit); biberiye, adagay1 gibi tibbi
bitkilerde yaygin olarak bulunan, fenolik asit yapisinda bir ikincil metabolittir (Martinez-
Tome ve digerleri, 2001). Her ikisi de orto pozisyonda iki OH grubu tasiyan iki fenolik
halka iceren ve dogal olarak olusan hidroksillenmis bir bilesiktir. Iki fenolik halka arasinda

akarbonil grup, doymamus bir ¢ifte bag ve karboksilik asit grubu yer almaktadir.
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Rosmarinik asidin (CAS NO: 20283-92-5) kimyasal formiilii: Ci1sH160s, molekiil agirlig
360,31 gramdir. Sinonimleri; benzenpropanoikasit, a-(((2E)-3-(3,4-dihidroksifenil)-1-
okso-2-propen-1-yl)oksi)-3,4-dihidroksi-,(aR)-; Benzenepropanoikasit, Benzenepropanoik
asit, a-(((2E)-3- (3,4-dihidroksifenil)-1-oxo-2-propenil)oksi)-3,4-dihidroksi-,(aR)-(9CI); a-
((3-(3,4-dihidroksifenil)-1-okso-2-propenil)oksi)-3,4-dihidroksi-,(R-(E))-;sinnamik ~  asit,
3,4-dihidroksi-, 2-ester 3-(3,4-dihidroksifenil) laktik asittir. Yapisal formiilii Sekil 2.6’da

verilmistir.

OH

HO

OH

Sekil 2.6. Rosmarinik asidin yapisal formiilii

1958 yilinda iki Italyan kimyaci Scarpati ve Oriente bu bilesigi ilk kez izole etmisler ve
izole ettikleri Rosmarinus officinalis bitkisinden dolayr rosmarinik asit olarak
adlandirmislardir (Scarpati ve Oriente, 1958). Rosmarinik asit ozellikle Boraginaceae
familyas1 ve Lamiaaceae familyasinin Nepetoideae alt familyasi tiirlerinde tespit edilmistir
(Petersen ve Simmonds, 2003). Bitki tiirleri iizerinde yapilan arastirmalar rosmarinik
asidin egrelti otlar1 ve boynuz otlar1 gibi basit yapili kara bitkilerinden, bir¢ok yiiksek
yapili bitki tiiriine kadar 26 familyanin bitkilerinde bulundugunu ortaya koymustur

(Petersen ve digerleri, 2009).

Rosmarinik asit, kafeik asit ve 3,4-dihidropenillaktik asidin esteridir. Rosmarinik asit i¢in
litaratiirde ilk olarak “kafeik asit oligomerleri” ifadesi kullanilmistir. Ancak rosmarinik
asit, kafeik asit dimeri degil, kafeik asit ve 3,4-dihidroksifenillaktik asidin esteridir
(Petersen ve Simmonds, 2003). Ancak literatiirde bilesigin farkli gruplarini ayirt etmek icin
yaygin olarak kafeik asit dimer, trimer, tetramer ve pentamerleri ifadesi kullanilmaktadir

(Bulgakov, Inyushkina ve Fedoreyev, 2012).
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Ikincil metabolitlerin kafeik asit metabolitleri olarak adlandirilan grup; rosmarinik asit ve
tiirevlerini, ayrica klorojenik asit gibi bircok kafeik asit metabolitlerini icermektedir.
Rosmarinik asidin gida katkisi olarak kullanimindan kozmetik ve tipta kullanimina kadar
pek ¢ok uygulama alant mevcuttur (Al-Sereiti, Abu-Amer ve Sen, 1999; Bulgakov ve

digerleri, 2012; Park, Uddin, Xu, Kim ve Lee, 2008).

Bivyoyararlanimi ve toksik etkileri

Rosmarinik asidin biyoyararlanimi oldukca yiiksektir, i.v verilmesini takiben kan
dolasimindan hizli bir sekilde elimine edilmektedir (tio,= 9 dakika). Faredeki i.v. LDso
degeri 569 mg/kg olarak bildirilmistir ve diisiik bir toksisiteye sahip oldugu sdylenebilir
(Parnham ve Kesselring, 1985).

Farmakolojik etkileri

Tibbi bitki, ot ve baharatlarda cesitli miktarlarda bulunan rosmarinik asit icin bir¢ok
biyolojik aktivite tanimlanmistir. Rosmarinik asit ve bunun bileseni olan kafeik asit giiclii
bir antioksidan olarak gorev yapar (Ho, Wang, Wei, Huang ve Huang, 2000; Liu, Zhang,
Wang ve Wang, 1992). Serbest radikal siipiiriicii ve lipit peroksidasyonu engelleyici
onemli antioksidan 6zellikleriyle bilinmektedir. Bunun disinda antiviral, antimikrobiyal,
antiinflamatuar, antitimor ve kardiyoprotektif etkiler olmak iizere bir¢ok etkisi
bilinmektedir (Petersen ve Simmonds, 2003). Aym1 zamanda apoptozu indiikledigi

bildirilmistir (Hur, Suh, Kim ve Won, 2007).

Rosmarinik asidin antidepresan (Takeda, Tsuji, Inazu, Egashira ve Matsumiya, 2002),
hepatoprotektif (Osakabe ve digerleri, 2002), anti-inflamatuar (Osakabe, Yasuda, Natsume
ve Yoshikawa, 2004), antianjiojenik (Huang ve Zheng, 2006), antitimor (McKay ve
Blumberg, 2006), ve HIV-1-baskilayic1 6zellikler (Dubois ve digerleri, 2008) gibi bir¢ok
biyoaktivitesinin oldugu da bildirilmistir. Ayrica bronsial astim, spasmojenik rahatsizliklar,
peptik iilser, karaciger toksisitesi, arterioskleroz, iskemik kalp hastalig1, katarakt, kanser ve
diisiik sperm sayist gibi pek cok hastaliga karsi terapotik potansiyeli oldugu iddia
edilmektedir (Al-Sereiti ve digerleri, 1999). Birbirinden bagimsiz iki ayr1 mekanizma

olarak inflamatuar cevabin inhibisyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesi ile
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mevsimsel alerjik rinokonjuktiviti engelledigi de bildirilmistir (Osakabe ve digerleri,

2004).

Farkli konsantrasyonlarda rosmarinik asit koyunlarin diyetine katildiginda kuzu etlerindeki
antioksidan oranlarinin 1iyilestirilmesini sagladigi gosterilmistir (Mofiino, Martinez,
Sotomayor, Lafuente ve Jordan, 2008). Ayrica corbalardan, kozmetik {iiriinlerine kadar
bircok degisik iirlinde kokulu bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Martinez-Tome

ve digerleri, 2001).

Melissa officinalis’in rosmarinik asit iceren ekstreleri Herpes simplex enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar antiinflamatuar ©zelliklerinin
lipoksijenazlarin ve siklooksijenazlarin inhibisyonuna ve rosmarinik asidin kopleman
yolagr ile etkilesimine dayandigini ileri siirmektedir (Parnham ve Kesselring, 1985;

Petersen ve Simmonds, 2003).

Rosmarinik asidin biligsel performansi gelistirici etkisi oldugu da bildirilmektedir.
Rosmarinik asidin biligsel yetenekleri arttirici etkisinin prolil oligopeptidazi inhibe edici
etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Park, Park, Kim, Jung ve Ryu, 2010).
Amyloid-f agregasyonunun inhibisyonu Alzheimer hastaliginda 6nemli bir terapotik
tedavi yaklasimidir. Hamaguchi, Ono, Murase ve Yamada (2009) tarafindan yapilan
calismanin sonuglari, oral rosmarinik asidin, in vivo sartlarda cesitli amyloid-f birikim
yolaklarin1 etkileyerek Alzheimer hastaligi patolojisinin  gelisimini engelledigini
gostermistir. Rosmarinik asidin mikromolar diizeyindeki diisiik konsantrasyonlarda,
noronlar1 koruyucu etkisi oldugu da bildirilmistir (Fallarini ve digerleri, 2009). Amyotrofik
lateral skleroz motor noronlar1 etkileyen ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir. Pre-
semptomatik sathada rosmarinik asidin farelerde intraperitonal olarak verilmesi motor
noronlarin hasarini istatistiksel olarak onemli derecede geciktirmis ve yasam siiresini

artirmistir (Shimojo, Kosaka, Noda, Shimizu ve Shirasawa, 2010).

Lee ve digerleri (2008) insan dopaminerjik noronal hiicre hatt1 (SH-SY5Y) ile yaptiklari
bir calismada rosmarinik asidin H2O: tarafindan indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ve apoptotik hiicre 6liimiinii istatistiksel olarak énemli derecede engelledigini
bildirmislerdir. Rosmarinik asidin Bax ve Bcl-2 genlerinin regiilasyonunu degistirdigini ve

antioksidan enzim hemoksijenaz-1 (HO-1) enzimini stimiile ettigini gostermislerdir.
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Ayrica HO-1 enziminin uyarilmasi protein kinaz A (PKA) ve fosfatidilinositol-3-kinaz
(PI3K) sinyal yolaklan ile iligkilidir. Sonu¢ olarak rosmarinik asidin oksidatif stres
kosullar1 altinda apoptotik siiregleri diizenleyerek noronal hiicreler iizerinde koruyucu etki

gosterdigi belirtilmektedir.

H>O» tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi sar1 lavanta (Lavandula viridis 1.’ Her)
ekstresi ve temel bileseni olan rosmarinik asidin A172 insan astrosit hiicre hattindaki
noroprotektif etkilerini ve serbest radikal birikimini azalticit etkilerini bildirmislerdir.
Ayrica CAT aktivitesinin arastirilmasit neticesinde bu koruyucu etkinin katalazdan
kaynaklanmadig1 ve diger intraseliiller mekanizmalarin etkili olabilecegi One siiriilmiistiir

(Costa, Sarmento, Gongalves ve Romano, 2013).

Ghaffari ve digerleri (2014) de noronal hiicrelerde oksidatif strese bagli olarak hiicre
Olimii iizerinde rosmarinik asidin koruyucu etkilerini incelemislerdir. N2A fare
norobalastoma hiicrelerinde H>O> tarafindan indiiklenen toksisitenin nétralizasyon
mekanizmasi; MTT, LDH aktivitesi, mitokondrial membran potansiyeli (MMP),
intraseliiler reaktif oksijen tiirleri ve comet teknigi kullanilarak arastirilmistir. Ayrica
molekiiler diizeyde cesitli noronal molekiiler gostergeler RT-PCR yontemi ile
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gére N2A fare norobalastoma hiicrelerinde H>O»
tarafindan indiiklenen sitotoksisite, rosmarinik asit tarafindan baskilanmistir. Rosmarinik
asit LDH parcalanmasini, mitokondrial membran potansiyelini ve intraseliiler reaktif
oksijen tiirleri azaltmada oldukga etkin bir 6zellik gostermistir. Rosmarinik asit, N2A fare
norobalastoma hiicrelerinde H>O» tarafindan indiiklenen genotoksisiteyi engellemis ve
sitotoksisiteye karsi tirozin hidroksilazin ve beyin kokenli norotrofik faktoriin (BDNF)

diizenlenmesini uyararak koruyucu etki gostermistir.

Kim ve digerleri (2009) rosmarinik asidin retinopati modeli olusturulmus farelerde retinal
neovaskiilarizasyona kars1 antianjiyojenik etkili oldugunu, rosmarinik asidin retinal
endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu doza bagli olarak onemli derecede engelledigini

bildirmislerdir.

Rosmarinik asidin antifibrotik etkileri de bildirilmistir. Karbon tetrakloriir (CCls)
tarafindan indiiklenen sican karaciger fibrozis modelinde, rosmarinik asit fibrozis

derecesini azaltmis ve histapotalojik morfolojinin biyokimyasal gostergelerinde iyilesmeye



49

neden olmustur. Bu etkilerin olast mekanizmasinin karaciger doniistiiriicii biiyiime faktorii-
betal (TGF-B1) ve bag doku biiyiime faktorii (CTGF) ekspresyon diizeyindeki azalma
olabilecegi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2010).

Rosmarinik asidin insan dermal fibroblastlarinda transkripsiyon faktorii NF-xB nin TNF-a
tarafindan indiiklenen aktivasyonunu (Lee ve digerleri, 2006) ve SH-SYSY hiicrelerinde
NF-kB translokasyonunu engelledigi (Fallarini ve digerleri, 2009) gosterilmistir.

Antioksidan ve serbest radikal siipiiriicu etkileri

Rosmarinik asit polifenolik yapisi nedeniyle hem antioksidan hem de prooksidan 6zellik
gosterebilir (Bors, Michel, Stettmaier, Lu ve Foo, 2004). Rosmarinik asit A ve B olarak
gosterilen iki difenolik halkaya sahiptir ve bunlar otooksidasyon ile o-kinonlara okside
olarak serbest radikal olusturabilirler. Otokatalitik mekanizma ile siiperoksit ve H>O»
olusturduklar1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda o-kinonlar peroksidazin substrati olarak cesitli
serbest radikallerin olusumuna yol agmaktadir (Pirker ve digerleri 2009). Diger yandan
rosmarinik asidin protein kinaz A sinyalizasyon yolagi araciligiyla melanin biyosentezinde
yer alabilecegi aciklanmistir (Lee, Kim ve Park, 2007). Baska bir ¢alismada melanoma
hiicrelerinde polifenol oksidazin ve devaminda melanin biyosentezinin rosmarinik asit
varliginda aktive edildikleri ac¢iklanmaktadir (Sanchez-Campillo ve digerleri, 2009).
Antioksidan aktivitesi oldugu bildirilen bitkiler arasinda biberiye, sadece lezzet verici bir
baharat olarak degil ayn1 zamanda gidalarda antioksidan, besin takviyesi ve kozmetiklerde
de ¢cok yaygin olarak kullanilmaktadir (Calabrese ve digerleri, 2000; Zheng ve Wang
2001).

Genel olarak biberiye bitkisindeki antioksidan molekiillerin serbest radikal siipiiriicii olarak
etki ettikleri, apoptoz ve tiimor olusumu, hiicre i¢ci haberlesme, transdiiksiyon veya
karacigerdeki ksenobiyotiklerin metabolize edilmesi gibi fizyolojik siireclerde yer alan
cesitli enzimatik sistemlerin gen ekspresyonunun veya aktivitesinin diizenlenmesinde rol
oynayabildikleri belirtilmektedir (Perez-Fons ve digerleri 2006; Singletary 1996;
Singletary, MacDonald ve Wallig, 1996).

Erkan, Ayranci ve Ayranci (2008), biberiye ekstresi, ¢orek otu (Nigella sativa) ugucu yagi,

karnosik asit, rosmarinik asit ve sesamoliin antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Bu
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calismada ii¢ saf bilesigin ve iki bitki ekstresinin etkileri DPPHe ve ABTSe" radikal
slipiiriicii aktivite tayini ve ferrik tiyosiyanat (FTC) yontemi ile belirlenmistir. Her ii¢
yontemde de biberiye ekstresi ¢orek otundan elde edilen ugucu yaglardan daha yiiksek bir
antioksidan aktivite gostermistir. Saf bilesiklerin antioksidan aktiviteleri siralamalarinin ise
farkli yontemlerde farkliliklar gosterdigi bildirilmistir. Bu siralama DPPH yonteminde
rosmarinik  asit < sesamol < karnosik asit; ABTS testinde sesamol < rosmarinik
asit < karnosik asit ve FTC testinde rosmarinik asit < karnosik asit < sesamol seklinde
oldugu bildirilmistir. Bu farklilik her bir bilesigin yapisal 6zelliklerinden ve farkli radikal
tutucu Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu calismada ayrica biberiye ekstresinin ve
corekotu yagimin fenolik igerikleri belirlenmis, biberiye ekstresinin ¢orekotu yagina gore
cok daha yiiksek fenolik icerige sahip oldugu goriilmiistir. Bu durum ayni zamanda
biberiye ekstresinin neden daha yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu

aciklamaktadir.

Basmacioglu-Malayaoglu (2010) biberiyenin antioksidan etkisi lizerine yaptig1 derlemede,
antioksidan aktivite iizerine yapilan in vitro ve in vivo calisma sonuglarinin, bitkinin
yetistigi bolgeye, hasat zamanina, kullanilan bitki kismina, fenolik yapiya ve
konsantrasyona, ekstraksiyon yontemine, liriin ve oksidasyon kosullarina, analitik yonteme

ve hayvan tiiriine gore farklilik gosterdigini bildirmistir.

Rosmarinik asidin antioksidan aktivitesinin membran stabilizasyonunu ve radikal
ilerlemesini engelleyerek membranin oksidatif hasara karsi korunmasi ile iliskili oldugu
iddia edilmektedir (Pérez-Fons, Garzén ve Micol, 2010). Bu calisma rosmarinik asidin
lipozomlarin fiziksel ve oksidatif stabilizasyonunu artirici etkisi ile uyumludur (Panya ve
digerleri, 2010). Rosmarinik asit aym1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin liretimini ve 1L-6
salinimin1 azaltmakta ve insan keratinositlerinde UVB’nin neden oldugu hasar

engellemektedir (Vostdlova, Zdarilova ve Svobodova, 2010).

Kansere karsi etkileri

Paluszczak, Krajka-Kuzniak ve Baer-Dubowska (2010) hayvanlara diyetleri ile birlikte
uzun siireli olarak rosmarinik asit verildiginde kansere karsi kimyasal koruma sagladigini

bildirmislerdir.
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Xu, Jiang, Ji ve Liu (2010) rosmarinik asidin insanda MDA-MB-231BO kemik iligi
kokenli gogiis kanseri hiicrelerinin gogiinii engelledigini ve temel olarak NF-«xB ligand
(RANKL)/RANK/osteoprotogerin yolunun reseptor aktivotiirii aracilignr ile ve aym
zamanda IL-8 ekspresyonunu baskilayarak gogiis karsinomlarindan kemik metastazini

engelledigini gdstermislerdir.

Genotoksik ve antigenotoksik etkileri

Rosmarinik asidin genotoksik ve antigenotoksik etkilerine iliskin cesitli in vivo ve in vitro
calismalar mevcuttur. Kimyasal olarak indiiklenmis kromozom hasar1 ve kaybina, ayrica
primer DNA hasarina karsi koruyucu etkileri arastirilmistir. Rosmarinik asidin ¢esitli
dozlarmin antitiimoral ajan doksorubisine kars1 mutajenik ve/veya antimutajenik etkilerini
in vivo olarak Swiss farelerin periferal kan hiicrelerinde MC yontemi ile arastirmiglardir.
Rosmarinik asidin ii¢ farkli dozu (50, 100, 200 mg/kg) ile muamele edilen farelerde,
kontrol grubuna kiyasla MC frekansinda herhangi bir artis gozlenmemistir. Rosmarinik
asitle kombine olarak doksorubisin verilen hayvanlarda sadece doksorubisin verilen
hayvanlara kiyasla MC frekansinda onemli bir azalma gozlenmistir. Her ne kadar bu
koruyucu etkinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmese de, doksorubisin
toksisitesine karsi rosmarinik asidin giiclii antioksidan aktivite gosterdigi iddia edilmistir

(Furtado, Fernandes de Almeida, Furtado, Cunha ve Tavares, 2008).

Furtado, Araujo, Resende, Cunha ve Tavares (2010), V79 hiicrelerinde MC ve comet
yontemlerini kullandiklar1 in vitro calismalarda da doksorubisinin olusturdugu DNA
hasarina karsi rosmarinik asidin farkli konsantrasyonlarinda (0,28; 0,56; 1,12 mM)
koruyucu etkisi incelenmistir. Rosmarinik asidin uygulama konsantrasyonlarinda tek
basina genotoksik etkili olmadigini, bununla birlikte doksorubisin tarafindan indiiklenen
MC frekansint ve DNA hasarin1 istatistiksel olarak ©nemli derecede azalttigini ve
antigenotoksik etkili oldugunu gostermislerdir. Bu calismada doksorubisin tarafindan
olusturulan DNA hasarindaki azalmanin, rosmarinik asidin antioksidan aktivitesinden

kaynaklanabilecegi One siirtilmiistiir (Furtado ve digerleri, 2010).

Pereira ve digerleri (2005), comet yontemini kullanarak rosmarinik asidin Wistar sicanlarin
beyin dokusu ve periferal kan hiicrelerinde DNA hasarina neden olmadigini

belirlemislerdir. De Oliveira ve digerleri (2012) ise farelerde etanol tarafindan indiiklenen
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DNA hasarina karst rosmarinik asidin koruyucu etkilerini comet ve MC testi ile
arastirmislardir. Bu calismada 100 mg/kg rosmarinik asidin antigenotoksik kapasitesi
etanolden Once, es zamanli ve sonra uygulanarak periferik kan ve beyin hiicrelerinde comet
yontemiyle, kemik iligi hiicrelerinde ise MC yontemi ile belirlenmistir. Sonuglar
rosmarinik asidin etanol tarafindan indiiklenen DNA hasarinin derecesini, her iki dokuda

ve tiim farkli uygulama siirelerinde azaltabildigini gostermistir.

Ghaffari ve digerleri (2014), N2A noronal hiicrelerinde H>O» tarafindan indiiklenen
genotoksisiteye karsi rosmarinik asidin koruyucu etkisini incelemisler ve hiicreleri 12 saat
stireyle 1-25 pM rosmarinik asit ile devaminda 24 saat 100 uM H>0O; ile muamele
etmiglerdir. Sonuclar comet yontemiyle degerlendirilmis ve buna gore kuyruk uzunlugu
degerlerinin 25 uM rosmarinik asit uygulanan hiicrelerle kontrol grubu hiicrelerinde ayni
diizeyde oldugu bildirilmistir. 1-25 uM konsantrasyon araliginda rosmarinik asit
uygulanmasinin ardindan 100 uM H>0; ile muamele edilen hiicrelerde DNA hasari
azalmistir. 25 pM rosmarinik asit uygulanan hiicrelerde bu azalma her ne kadar kontrol
diizeyinde olmasa da H>O»> uygulanan grupla kiyaslandiginda istatistiksel olarak daha az
orandadir. Apoptotik hiicre 6liimii hiicrelerdeki biiziilme, cekirdekcigin kondanse olmasi
gibi morfolojik degisimlerle ve kaspaz ve niikleaz aktivasyonu ve niikleer onarim
polimerazlarinin inaktivasyonu gibi mekanizmalarla karakterize edilen ve sonu¢ olarak
kromozomal DNA’nin bozulmasi ve hiicre 6liimii ile sonlanan siirectir. Comet yontemi ile

DNA’daki hasar ve rosmarinik asidin bu hasara kars1 koruyucu etkisi gosterilmistir.

Rosmarinik asidin antigenotoksik etkileri ile ilgili benzer sonuglar, rosmarinik asidin (25
uM) insan lenfositlerinde gamma ve UV radyasyon tarafindan indiiklenen MC frekansini
azalttigin1 belirleyen Del Bano ve digerleri (2006) ve Sanchez-Campillo ve digerleri

(2009) tarafindan da bildirilmistir.

2.5.4. Vanilik asit

Genel bilgiler

Vanilik asit (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit), vanilyada bulunan dogal bir bitkisel ikincil
metabolittir (Shyamala, Madhava Naidu, Sulochanamma ve Srinivas, 2007). Gidalarda

lezzet verici ajan olarak kullanilan benzoik asit tiirevi bir fenolik bilesiktir.
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Vanilik asidin (CAS NO: 121-34-6) kimyasal formiilii: CsHgO4, molekiil agirligi: 168,16
gramdir. Sinonimleri 3-Metoksi-4-Hidroksibenzoik asit; 4-Hidroksi-3-metoksibenzoik asit;
2-Metoksi-4-karboksifenol; m-Metoksi-p-hidroksi-benzoik asittir. Yapisal formiilii Sekil

2.7°de verilmistir.

/l'-:l OH
HO

OCHs,

Sekil 2.7. Vanilik asidin yapisal formiilii

Vanilik asit vanilyanin ferulik aside doniisiimii sirasinda olusan okside formudur (Civolani,
Barghini, Roncetti, Ruzzi ve Schiesser, 2000; Lesage-Meessen, Delattre ve Haon, 1996).
Vanilik asit en yiiksek miktarda geleneksel Cin tibbinda da kullanilan Angelica sinensis
koklerinde tespit edilmistir. Ayrica C. murale L. (Batish, Lavanya, Pal Singh ve Kohli,
2007), Melilotus messanensis (Macias, Simonet, Galindo ve Castellano, 1999), Juglans

regia L. (Zhang, Liao, Moore, Wu ve Wang, 2008) gibi bitkilerde de tanimlanmistir.

Vanilik asit, adrenalin ve noradrenalinin onemli bir endojen metabolitidir ve aldehit
formda olan vanilyanin temel metabolik iiriinii olarak tanimlanmaktadir (Gonzalez-Baro,
Parajon-Costa, Franca ve Pis-Diez, 2008). Insanlarda yesil ¢ay tiiketiminin ardindan en
yaygin bulunan metabolit vanilik asittir (Pietta ve digerleri, 1998). Ayrica kahve, ¢ikolata
ve yesil cay tiketiminin ardindan idrarda kafeik asidin metabolik {iriinii olarak

bulunmaktadir (Falconnier ve digerleri, 1994).

Bivolojik etkileri

Vanilik asit, antimikrobiyal (Yemis, Pagotto, Bach ve Delaquis, 2011) ve antimalarial
(Rechner, Spencer, Kuhnle, Hahn ve Rice-Evans, 2001) aktiviteye sahip olmasi ve
karsinogenezi (Aziz, Farag, Mousa ve Abo-Zaid, 1998; Guimaraes ve digerleri, 2007,
Kampa ve digerleri, 2004, Vetrano ve digerleri, 2005), apoptozu (Huang, Chuang, Wu ve
Yen, 2008a; Huang ve digerleri, 2008b) ve inflamasyonu (Itoh ve digerleri, 2009) inhibe
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edici Ozellikler gostermesi gibi ¢ok cesitli biyolojik etkilere sahiptir. Ancak esas olarak
sahip oldugu hos kremsi kokusu ile kozmetiklerde ve lisansl bir gida katkis1 (WHO Expert
Committee on Food Additives, JECFA no. 959) olarak yaygin kullanimu ile popiiler hale
gelmistir (Gitzinger ve digerleri, 2011).

Vanilik asidin secici olarak bazi yilan zehiri proteinlerinin antikoagiilan etkilerini

engelledigi belirlenmistir (Dhananjaya ve digerleri, 2006).

Huang ve digerleri (2008a), diyabetik noropatinin ilerlemesi sirasinda 14 farkli fenolik
asidin metilglioksal ile indiiklenmis N2A hiicrelerindeki apoptoza kars1 biyolojik etkilerini
arastirmislardir. Bu c¢alismanin verileri metilglioksalin N2A hiicrelerinde mitokondri
membran potansiyelindeki ve Bax/Bcl-2 oranindaki degisimler, kaspaz-3’iin aktivasyonu
ve PARP par¢alanmasi ile apoptozu indiikledigini gostermektedir. Sonuglar metilglioksalin
ile indiiklenmis N2A hiicre apoptozuna karsi en iyi engelleyici etkiyi vanilik asidin
gosterdigini bildirmektedir. Buna bagl olarak vanilik asidin diyabetik noéropatinin neden
oldugu yan etkilerin engellenmesinde hiicre koruyucu etkiler olusturabilecegi ©ne
stiriilmektedir (Huang ve digerleri, 2008a). Aymi arastirma ekibi yaptig1 bir sonraki
calismada vanilik asidin N2A hiicrelerinin apoptozunu baskilayabildigini ve metilglioksal
aracili glikasyon sistemini bloke ederek diyabetik noropatiyi engelleyebildigini

gostermislerdir (Huang ve digerleri, 2008b).

Prince, Dhanasekar ve Rajakumar (2011), vanilik asidin isoproterenol tarafindan
indiiklenmis miyokard enfarktiislii sicanlarda biyokimyasal parametreler iizerine koruyucu
etkilerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismada siganlar 10 giin boyunca giinliik 5 ve 10 mg/kg
vanilik asit ile muamele edilmislerdir. Bu ©6n muamelenin ardindan 100 mg/kg
isoproterenol verilen sicanlarda miyokardiak enfarktiis indiiklenmistir. Isoproterenol,
serum kreatin kinaz aktivitesini, ayrica serumda ve kalpte kolesterol, trigliserit, serbest
doymus yaglarin diizeyini arttirmistir. Siganlarda serum LDL kolesterol artarken, HDL
kolesterol diizeyleri azalmistir. Bunun yani sira plazma ve karacigerdeki 3-hidroksi-3-metil
glutaril-koenzim-A rediiktaz aktivitesi yiikselmis, lesitin kolesterol agil transferaz aktivitesi
diismiistiir. Isoproterenol verilen sicanlarda B hiicre losemi/lenfoma-2 (bcl-2) geninin
miyokardiyal ekspresyonu azalmig ve bcl-2 ile iliskili-x (bax) geninin miyokardiyal
expresyonu artmistir. Vanilik asit sicanlarda tiim biyokimyasal parametreleri pozitif yonde

degistirmis ayrica miyokardiyal enfarktiis oranini azaltmistir.
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Antioksidan ve serbest radikal siipriicu etkileri

Vanilik asidin, toksik potansiyelleri olan sentetik antioksidanlarin yerine dogal bir
antioksidan olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Zhang ve digerleri, 2008). Tai,
Sawano, Yazama ve Ito (2011) cesitli yontemlerle vanilyanin antioksidan aktivitesini
arastirmislardir. Vanilyanin ABTSe* radikali siipiriicti etkisi incelendiginde askorbik asit
ve Trolokstan daha giiclii bir aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ancak, DPPH radikali veya
galvinoksil radikali siipiiriicii etki gostermemistir. Ayrica ORAC ve oksidatif hemoliz
inhibisyonu yonteminde (OxHLIA) yine askorbik asit ve troloksdan daha giiclii aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Farelerde vanilyanin oral yoldan verilmesi plazmanin vanilya

konsantrasyonunu ve antioksidan aktivitesini arttirmaktadir (Tai ve digerleri, 2011).

In vitro calismalar vanilik asidin potansiyel serbest radikal siipiiriicii etkisini
desteklemektedir. Prince ve digerleri (2011) isoproterenol tarafindan indiiklenmis
miyokard enfarktiislii sicanlarda vanilik asidin biyokimyasal parametreler iizerindeki

tyilestirici etkisini serbest radikal siipiiriicii etkisi ile gosterdigini bildirmislerdir.

Antiinflamatuar etkileri

Vanilik asidin, insan lenfositlerinde proliferasyon aktivitesini ve insan periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde interferon gamma sekresyonunu arttirici etkiye sahip oldugu

bildirilmistir (Chiang, Ng, Chiang, Chang ve Lin, 2003).

Vanilik asidin konkanavalinA-indiiklii karaciger hasarinda, karaciger inflamasyonu iizerine
baskilayict etkisine bagli olarak hepatoprotektif etki gosterdigi belirtilmistir (Itoh ve
digerleri, 2009).

Itoh ve digerleri (2010), vanilik asidin farelerde CCls tarafindan indiiklenen kronik
karaciger hasarina karst da hepatoprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir. Vanilik asidin
giiclii radikal siipiiriicii etkisi ile tekrarlanan CCls muamelesi sirasinda hepatositleri
oksidatif strese kars1 korudugu ve karaciger inflamasyon ve fibrogenezini baskiladigi one

stiriilmiistiir (Itoh ve digerleri, 2010).

Kim ve digerleri (2011), vanilik asidin fare peritonal makrofajlarinda LPS ile indiiklenen

inflamatuar yanitlara karsi etkilerini arastirmiglardir. Vanilik asidin LPS tarafindan
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indiiklenen TNF-a ve IL-6 artisin1 engelledigi ortaya koyulmustur. Inflamatuar siirecte fare
peritonal makrofajlarinda COX-2 ve nitrik oksit diizeyleri artmis bununla birlikte vanilik
asit artmis olan COX-2 diizeyi ve prostoglandin E> ve nitrik oksit {iretimini, ayrica NF-xB
ve kaspaz-1 aktivasyonunu baskilamistir. Bu arastirmanin sonuclar1 ile vanilik asidin
farmakolojik etkilerine dikkat c¢ekilmis ve inflamatuar hastaliklarin tedavisinde

kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Kim ve digerleri, 2011).

Kim, Kim, Um ve Hong (2010) ise ¢alismalarinda vanilik asit tedavisinin iilseratif kolit
modelinde inflamatuar aracilarin diizeylerini ve klinik belirtileri ©nemli derecede

azalttigini bildirmislerdir.

Genotoksik ve antigenotoksik etkileri

Erdem ve digerleri (2012), vanilik asidin in vitro insan periferal kan lenfosit kiiltiiriinde
mitomisin-C (MMC) tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1 etkilerini MC ve comet
yontemleri ile incelemislerdir. MMC tarafindan indiiklenen genotoksik hasara karsi, 1
ug/ml vanilik asidin hem DNA hasarim1 hem de MC igeren hiicre frekansini istatistiksel
olarak onemli oranda azalttigi bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada ayni zamanda yiiksek
konsantrasyondaki vanilik asidin (2 pg/ml) tek basina genotoksik etki olusturabilecegi
bildirilmistir. Buna baglh olarak vanilik asidin, diisiik konsantrasyonlarda kullanildiginda,

DNA ve kromozomlardaki oksidatif hasar1 engelleyebilecegi belirtilmistir.

Vanilik asidin antigenotoksik Ozellikleri daha onceki c¢alismalarda bildirilmis antioksidan
ozellikleri ile agiklanabilir (Tai ve digerleri 2011, 2012). Vanilik asidin deneysel olarak
karsinogenez olusturulmus olan si¢anlarda kimyasal koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir
(Tsuda ve digerleri, 1994). Vanilik aside kiyasla vanilyanin antimutajenik, antioksidan ve
antikarsinojenik Ozellikleri daha detayli olarak arastirilmistir (Tai ve digerleri, 2011;
Kumar, Sharma ve Mishra, 2012). Diger yandan vanilyanin okside formu olan vanilik
asidin, vanilyadan daha fazla serbest radikal siipiiriicii etki gosterdigi ileri siiriilmektedir
(Sasaki ve digerleri, 1990). In vivo sartlarda vanilyanin fare kemik iliginde MMC
tarafindan indiiklenen MC frekansim azalttig bildirilmistir (Inouye ve digerleri, 1998). In
vitro bir arastirmada ise vanilyanin V79 hiicrelerinde H>O: tarafindan indiiklenen DNA

hasarini azalttig bildirilmistir (Tamai, Tezuka ve Kuroda, 1992).
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2.5.5. Sinnamik asit

Genel bilgiler

Sinnamik asidin (CAS NO: 140-10-3) kimyasal formiilii: CoHsO» molekiil agirligi: 148,16
gramdir. Trans sinnamik asit sinonimleri 3-fenil-2-propenoik asit; trans-3-fenillakrilik

asittir. Yapisal formiilii sekil 2.8’de verilmistir.

O
OH

Sekil 2.8. Sinnamik asidin yapisal formiilii

Sinnamik asit, bircok meyve, sebze ve ¢icekte, ayrica propolis ve kahvede yaygin olarak
bulunan bir fenolik asittir. Ozellikle tarcin yagindan elde edilmektedir ve adim targin
bitkisinden almaktadir, bununla birlikte sentetik olarak da iiretilmektedir. (Balasundram
ve digerleri, 2006). Beyaz, kristalimsi ve diisiik yogunlukta tatli, bal benzeri bir aromadir.
Bitkisel kaynakli gidalar1 iceren besinlerle giinliik diyetde yiiksek oranda sinnamik asit

tiirevleri ve kafeik asit esterleri tiiketilmektedir (Rechner ve digerleri, 2001).

Sinnamik asit dogada yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin temel sinifi olan
hidroksisinnamik asitlerdendir. Tiim hidroksisinnamik asitler yan zincirde ¢ift bag bulunan
ve boylece cis ve trans formu olan CeCs karbon iskeletine sahiptir. En yaygin ve en iyi
bilinen hidroksisinnamik asitler sinnamik asit, kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve
sinapik asittir (El-Seedi ve digerleri). Sinnamik asit, karboksil grubu ile biten ii¢ karbonlu
bir yan zincire sahiptir, sikimat ve fenilpropanoid yolaklarinda 6nemli bir ara {iriindiir.
Fenilpropanoid yolaginda fenilalaninin deaminasyonu ile sentezlenir. Fenilpropanoidler
fenilalanin temelli bitkisel bir metabolit sinifidir. Fenilalanin ilk olarak sinnamatlar,
kumarinler, kafeik asitler, ferulik asitler ve sinapik asitlere doniistiiriiliir. Tiim bu asitlerin
onciisii olan sinnamik asit, diger bolgelere daha kolay tasinmasini saglayan daha ucucu
bilesiklerin ana bilesenidir. Sinnamik asit ve tiirevleri tatlandiricilarin, parfiimlerin,
sentetik boyalarin ve farmasotiklerin onemli bilesenleridir (Natella, Nardini, Di Felice ve

Scaccini, 1999; Bickers ve digerleri, 2005).
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Toksik etkileri

Ekmekg¢ioglu, Feyertag ve Marktl (1998) sinnamik asidin Caco-2 hiicrelerinde ICso
konsantrasyonunun 4-5 mM arasinda oldugunu gostermislerdir. Daha onceki in vivo
caligmalar sinnamik asidin akut letal dozunun (LDso) farede 160-220 mg/kg (i.p),
sicanlarda 2,5 g/kg (oral) ve tavsanda 5 g/kg (dermal) oldugunu gostermektedir. Buna gore
sinnamik asidin diisiik bir toksisiteye sahip oldugu goriilmektedir (Opdyke, 1975).

Bivolojik etkileri

Sinnamik aldehit ve bunun tiirevi olan sinnamik asit, Cin tibbinda 6nemli bir yeri olan
Cinnamomum cassia’nin temel kimyasal bilesenleridir (Patra ve digerleri, 2012). Yaygin
olarak bilinen adiyla tar¢cin sadece Onemli bir baharat degil ayni zamanda giiclii bir
antioksidandir (Shan, Cai, Sun ve Corke, 2005). Sindirim yoluyla alindiginda genellikle
giivenilir oldugu ve antimikrobiyal (Lopez, Sanchez, Batlle ve Nerin, 2005), antidiyabetik
(Dugoua ve digerleri, 2007), antioksidatif (Lee ve digerleri, 2004) ve anti-inflamatuar
(Liao ve digerleri, 2012) gibi pek ¢ok farmakolojik 6zellik gosterdigi bildirilmistir. Kim,
Campbell, Mahomey, Chan ve Molyneux (2004), sinnamik asidin ve m-kumarik asit, p-

kumarik asit ve kafeik asit gibi tiirevlerin antifungal etkilerini de bildirmislerdir.

Sinnamik asidin hepatoprotektif ve antimalarial aktiviteye sahip oldugu da belirtilmektedir
(Jung, Lee, Park, Jeon ve Choi, 2006). Bal arilar1 tarafindan bitkilerden toplanan ve mumla
karistirllarak kovan igerisinde bircok amaca yonelik olarak kullanilan dogal bir iiriin olan
propolisin de antibakteriyel, antiviral, antifungal, antioksidan, antiinflammatuar, yara
iyilestirici, doku yenileyici ve anestezik Ozelliklerinde sinnamik asit ve tiirevlerinin,
aromatik asitler ve esterlerinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Kartal, Yildiz, Kaya,

Kurucu ve Topegu, 2003; Uzel ve digerleri, 2005).

Tar¢in ve tar¢in yaginin sulu ekstrelerinin kalp dokusu hasarini ve izopreterenol tarafindan
indiiklenen kan akist degisimlerini azalttigi bildirilmistir (Kubavat ve Asdaq, 2009).
Onceki calismalarda sinnamik asidin iskemi/reperfiizyon hasarindaki etkileri gosterilmistir.
Sinnamik asidin iskemik kalp hasarinda potansiyel bir terapotik ajan olabilecegi One

stiriilmektedir (Song, Li, Sun ve Wang, 2013).
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Lee ve digerleri (2003), sinnamik asidin ve yesil ¢cayda bulunan polifenoller gibi diyetsel
yollarla alinan bircok dogal antioksidan bilesigin mitojen ile aktive edilen protein kinaz
(MAPK) yolagin1 aktive ettiklerini gostermislerdir. Ayrica yiiksek konsantrasyonlarda bu
bilesiklerin normal hiicrelerde apoptozu indiikleyen kaspaz sinyal kaskadini aktive ettikleri

bildirilmistir.

Li, Wen, He ve He (2006), sinnamik asidin endotelyal hiicrelerde (insan umblikal damar
endoteli kokenli hiicre hatti, ECV304) TNF-o tarafindan indiiklenen doku faktorii
ekspresyonu iizerine etkilerini ve iliskili mekanizmalarini aragtirmiglardir. Sinnamik asidin
TNF-a tarafindan indiiklenen hiicresel doku faktorii (TF) aktivitesini konsantrasyona bagh
olarak 6nemli derecede arttirdigini bildirmislerdir. Sinnamik asit ayn1 zamanda TF mRNA
ekspresyonunu inhibe etmektedir. Western blot analizleri ile bu etkinin NF-xB

aktivasyonunun inhibisyonu ile gerceklestigi belirlenmistir.

Liu, Hudgins, Shack, Yin ve Samid (1995), sinnamik asidin insan melonoma hiicre
kiiltiirlerinde tiimor metastazi ve immiinojenite ile ilgili genlerin ekspresyonunu
diizenleyerek tiimor hiicrelerinin farklilagmasini indiikledigini bildirmislerdir. Bu
calismada sinnamik asidin 1- 4,5 mM konsantrasyonlarda glioblastoma, melanoma, prostat

ve akciger karsinoma hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu % 50 azalttig bildirilmistir.

Patra ve digerleri (2012), siklofosfamid tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi
sinnamik asidin koruyucu etkilerini swiss albino farelerde in vivo olarak arastirmislardir.
Sinnamik asidin kemik iligi ve dalak hiicrelerinde siklofosfamid tarafindan indiiklenen
hiicre 6liimiine kars1 koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda hem kemik iligi
hem de karacigerde lipit peroksidasyonu diizeylerine ve SOD, CAT ve GST aktivitelerinin
Olciimlerine gore antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica sinnamik asidin serbest
radikal siipiiriicii etkisi olup olmadig1 in vitro olarak da degerlendirilmistir. Bu amagla
sinnamik asit ekstrelerinin H»O», siiperoksit radikali (O2¢”) ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikali siipiiriicii etkilerini aragtirmiglardir. Buna gore sinnamik asidin
konsantrasyonu arttikca, DPPH, H>O: ve siiperoksit anyonu siipiiriicii etkisinin de arttig1

bildirilmistir (Patra ve digerleri, 2012).

Diger calismalar sinnamik asit tiirevi olan kafeik asit fenil esterin, farkli oral karsinoma

hiicrelerinde sitotoksik aktivite gosterdigini (Lee, Liao, Chen ve Yang, 2000) ve V79
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hiicrelerinde H>O2’nin neden oldugu hasara karsi DNA’y1 korudugunu bildirmektedir

(Nakayama, Yamada, Osawa ve Kawakishi, 1996).

Sinnamik asidin mutajenik etkileri Salmonella typhimurium’da, Escherichia coli’de ve
Basillus subtilis’de Rec yontemi ile arastirllmis ve mutajenik olmadigi bildirilmistir
(Azizan ve Blevins, 1995; Kuroda, Yoo ve Ishibashi, 1984; Sekizawa ve Shibamoto,
1982).

Genotoksik ve antigenotoksik etkileri

Cesitli sinnamik asit tiirevlerinin (trans-sinnamik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik
asit ve kafeik asidin metil ve propil esterleri) H2O: tarafindan indiiklenen oksidatif DNA
hasarma kars1 hiicreleri koruyucu etki kapasiteleri arastirilmig, her bir bilesigin etkin
koruyucu ozelliklerinin, hiicreler arasi boslugu ge¢me ve hiicreler aras1 demiri selatlama
yeteneklerine bagli oldugunu bildirilmistir. Bu ¢alismaya gore fenolik asidin aromatik
halkasinda orthohidroksi grubunun bulunmasi, oksidatif stres kosullarinda hiicresel
DNA’nin korunmasim saglamaktadir. Bilesigin lipofilitesi arttik¢a, hiicresel membranlari
gecmesi  saglanacagt icin  koruma daha etkili olmaktadir. Fenolik asitler
konsantrasyonlarina ve inkiibasyon siiresine bagli olarak hiicreleri farkli sekillerde
etkilemektedirler. Yiiksek konsantrasyonlarda veya uzayan inkiibasyon siirelerindeki
maruziyetleri, ayni fenolik asitlerin DNA hasarim1 arttirmakta ve genotoksik etki

gostermektedir (Kitsati ve digerleri, 2012).

Niero ve Machado-Santelli (2013), sinnamik asidin sitotoksik ve genotoksik etkilerini
insan melanoma hiicre hatt1 HT-144 hiicrelerinde ve insan melanosit hiicre hattinda (NGM)
incelemislerdir. Hiicre canlilik testlerinde sinnamik asidin ICso degerinin HT-144
hiicrelerinde 2,4 mM oldugu bununla birlikte melanositlerin daha direngli oldugu
bildirilmistir. Hiicre biiylimesinin inhibisyonu muhtemelen DNA sentezinin inhibisyonuna
neden olan DNA hasarlar1 ve niikleer aberasyonlar ve sonrasinda apoptozun indiiklenmesi
ile iliskilidir. Aktive edilmis kaspaz 3 boyamasi yontemiyle HT-144 hiicrelerinde 3,2 mM
sinnamik asidin 24 saatlik inkiibasyonu sonunda apoptozun indiiklendigi belirlenmistir.
Yine HT-144 hiicrelerinde sinnamik asidin 0,4 ve 3,2 mM konsantrasyonlarinin kontrole
kiyasla MC frekansini artirdigi bildirilmistir. Aym sekilde 3,2 mM sinnamik asit NGM

hiicrelerinde de MC iceren hiicre frekansini arttirmistir. Buna gore, sinnamik asidin
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melanoma hiicrelerinde anti-proliferatif etkileri oldugu bununla birlikte melanositlerde
artan MC frekansinin genotoksik etkilere neden olmasindan dolayr daha detayh

calismalarin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Niero ve Machado-Santelli, 2013).

Maistro, Angeli, Andrade ve Mantovani (2011), sinnamik asit ve tiirevleri, kafeik asit ve
ferulik asidin genotoksik ve klastojenik potansiyelini sican hepatoma doku hiicrelerinde
(HTC) in vitro olarak comet ve MC yontemleri ile arastirmiglardir. Her bir fenolik
bilesigin 3 farkli konsantrasyonu (50, 500 ve 1500 uM) HTC hiicrelerine 24 saat siire ile
uygulanmistir. Sinnamik asit, kafeik asit ve ferulik asidin comet yonteminde DNA hasarina
neden olmadiklari, bununla birlikte MC testinde her ii¢ fenolik bilesigin MC frekansinda
artisa neden oldugu ve HTC hiicrelerinde klastojenik etkiye sahip olduklar1 bildirilmistir
(Maistro ve digerleri, 2011).

2.6. Calismalarda Kullamlan Yontemler

Bu tez calismasinda fenolik bilesiklerden piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik
asit ve sinnamik asidin Troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAK) tayini ile antioksidan
aktiviteleri belirlendikten sonra sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik o6zellikleri
arastirilmistir. Fenolik bilesiklerin sitotoksisitesi notral kirmizi alimi yontemi, genotoksik

ve antigenotoksik aktiviteleri ise comet ve MC yontemleri ile arastirilmistir.

2.6.1. Troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAK) tayini yontemi

Kimyasal maddelerin antioksidan etkilerinin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan yontemlerden birisi troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAK) yontemidir

(Lien, Ren, Bui ve Wang, 1999; Rice-Evans, Miller ve Paganga, 1996).

TEAK, kimyasal bir bilesigin antioksidan kapasitesinin standart veya kontrol olarak E
vitamininin suda ¢dziinen analog formu olan sentetik antioksidan troloks ((#)-6-Hidroksi-

2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile karsilagtirmali olarak ol¢iilmesidir.

Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathoan (1993) tarafindan tanimlanan yontemde
antioksidan kapasite ABTS (2,2’-azino-bis (3etilbenz-tiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak
renksizlestirme teknigi seklinde ol¢iiliir (Miller ve digerleri, 1993; van den Berg, Haenen,

van den Berg ve Bast, 1999).
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Diger antioksidan kapasite tayini yontemleri; troloksu standart olarak kullanan
difenilpikrilhidrazil (DPPH) yontemi, oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC) ve
plazma ferrik indirgeme yetenegi (FRAP) tayinidir. Bu yontemler arasinda, TEAK yontemi
ozellikle yiyecek, icecek ve besin desteklerinin antioksidan kapasite tayini i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (Huang, Ou ve Prior, 2005).

ABTS oksidatif bir ajan varliginda, koyu mavi-yesil renkli monokatyon radikal formuna
(ABTS-*) doniisen bir kromojendir. Antioksidan 6zellikteki bir kimyasalla karistirildiginda
ABTS-* radikal katyonu indirgenerek renksiz formuna doniisiir. Renginin ac¢ilmasi yani
dekolorizasyonun derecesi ABTS-* indirgenme diizeyi ile iliskilidir. Bu 6zellige dayanarak
hiicresiz bir ortamda spektrofotometrik ol¢iimlerle antioksidan aktivite belirlenebilmekte
ve antioksidan oldugu bilinen troloks ile kiyaslamali olarak kapasite tayini

yapilabilmektedir (Sashidhara, Singh, Srivastava ve Puri, 2011).

TEAK yontemi oldukca hizli ve kolay bir yontemdir ve antioksidan aktivite ayn1 zamanda
bilesiklerin biyolojik aktiviteleri ile iligkilidir (van den Berg, Haenen, van den Berg, van
der Vijgh ve Bast, 2000). Bununla birlikte yontemle ilgili bazi sorunlar da s6z konusudur.
En onemli sorunlardan biri, ¢ok yiiksek antioksidan konsantrasyonlarinin cok yiiksek
ABTS konsantrasyonunu gerektirmesi ve bu yiiksek konsantrasyonlarda yiiksek absorbans
goriilmesine neden olmasidir. Bu durum konsantrasyon araliginin genis tutulamasina yol
acmaktadir. Yontemle ilgili bir diger sorun ise yontemin uygulandigi siradaki kosul
farkliliklarindan ve antioksidan madde ile ABTSe" arasindaki reaksiyon i¢in beklenilen

stirede gerceklesmemesinden dolay1 farkli sonuglarin ¢ikmasidir (Arts ve digerleri, 2004).

2.6.2. Notral kirmmzi alm (NKA) yontemi

NKA yontemi, biyomedikal ve cevresel pek cok uygulamada yaygin olarak kullanilan,
hiicre yasam ve canlilik duyarliligin1 ve hiicre hasarin1 gosteren bir sitoksisite yontemidir

(Borenfreund ve Puerner, 1985; Repetto, del Peso ve Zurita, 2008).

Borenfreund ve Puerner’in gelistirdigi NKA yoOntemi, supravital bir boya olan nétral
kirmizi (3-amino-m-dimetilamino-2metil-fenazin hidrokloriir) boyasinin canli hiicrelere
girisi ve baglanmasi esasina dayanmaktadir. Kolorimetrik bir yontem olan NKA

yonteminde, kiiltiir ortamindaki canli hiicrelerce alinan ve elektrostatik olarak lizozomal
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matriskteki anyonik bolgelere baglanan katyonik notral kirmizi boyasinin lizozomlardaki
birikim miktar1 ve boylece hiicre sayis1 degerlendirilir (Andreoli, Gigante, Nunziata, 2003;

Bulychev, Trouet, ve Tulkens 1978; Weyermann 2005).

Notral kirmizi noniyonik difiizyon ile hiicre membranini kolaylikla gecen bir boyadir.
Hiicre yiizeyinde veya hassas lizozomal membrandaki hasar, notral kirmizi alimini ve
baglanmasinm1 azaltarak canli saglam hiicrelerle hasarli/6lii hiicreleri ayirmayr miimkiin
kilar (Komissarova, Saha ve Rossman, 2004). Ksenobiyotiklerin etkisi ile gerceklesen bazi
degisiklikler notral kirmizi boyasinin aliminda ve baglanmasinda azalma ile sonuclanabilir.
Bu durumda bu testin de temeli olan sekilde canli, hasarli veya Olii hiicrelerin
ayirdedilmesi saglanabilmektedir. Saglikli memeli hiicreleri kiiltiir ortamina ekildiklerinde
devamli olarak boliinerek sayilarini arttirirlar. Toksik bir kimyasal madde bu siirece etki
ederek, hiicre sayisim etkileyecek sekilde biiyiime oraninin azalmasina yol agar.
Sitotoksisite, kimyasal maruziyetinin ardindan hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina ve
biiylime inhibisyonuna sebep olarak nétral kirmizi boyasinin aliminda doza bagli bir
azalma ile gosterilir. Sonu¢ olarak notral kirmizi boyasi yalnizca canli, hasar gérmemis
hiicrelerin lizozomlarinda birikir ve boyanin lizozomlarda birikmesi hiicre sayisiyla dogru
orantilidir (Fotakis ve Timbrell, 2006; Lasarow, Isseroff ve Gomez, 1992; Yano ve

Marcondes 2005).

NKA sitotoksisite deneyi, diger yontemler ile kiyaslandiginda, oldukca basit, giivenilir ve
diger pahali deneylerin yerini alabilecek nitelikte ucuz bir yontemdir (Popiolkiewicz,

Polkowski, Skierski, Mazurek, 2005; Weyermann, Lochmann ve Zimmer, 2005).

2.6.3. Tek hiicre jel elektroforezi yontemi (Comet yontemi)

Tek hiicre jel elektroforezi ya da yaygin olarak bilinen adiyla comet yontemi, in vitro, in
vivo ve ex vivo sistemlerin tiimiine uygulanabilen ve tek bir hiicredeki DNA hasarin1 ve
onartmint degerlendirebilen bir tekniktir (Cemeli, Baumgartner ve Anderson, 2009).
Comet yontemi son yillarda ozellikle genotoksisite testlerinin uygulanmasinda molekiiler
epidemiyoloji, ekogenotoksikoloji caligmalarinda, DNA hasarinin ve onariminin
arastirilmasinda oldukca 6nemli standart bir yontem haline gelmistir. Teknik kolayligi,
hassasligi, kullanighiligi, hiz ve ekonomik yonleri ve yayinlara sagladig1 katkilarla dikkat

cekmektedir (Cemeli ve digerleri, 2009; Collins, 2004).
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Tek hiicre jel elektroforezi yontemi ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan,
tek hiicre DNA hasarin1 goriintiilemek amaciyla, mikroelektroforetik bir teknik olarak
gelistirilmistir (Ostling ve Johanson, 1984). Teknik daha sonra Singh ve digerleri
tarafindan alkali sartlarda DNA’nin c¢ift zincir yapisinin acilmasim igcerecek sekilde

modifiye edilmistir (Singh, McCoy, Tice ve Schnider, 1988).

Memeli hiicrelerinde DNA kiriklarini inceleyen ve Olgen basit, hizli ve hassas bu
yontemde, fiziksel veya kimyasal bir ajana maruz kalan az sayida hiicre agaroz kaplh
mikroskop lamlar {izerine gomiilerek lize edildikten sonra elektroforeze tabi tutulur;
elektrik akimi uygulanmasi kirilmis ve hafiflemis DNA parcaciklarimin ¢ekirdekten hizla
gociinii saglar. DNA, baglayic1 floresans bir boya ile boyanir. Goriiniisleri itibariyle
kuyruklu yildiza benzediklerinden “comet” diye adlandirilan bu goriintiiler degerlendirilir
(Cemeli ve digerleri, 2009; Collins, Dobson, Dusinskd, Kennedy ve Stetina,1997; Tice ve
digerleri, 2000).

Tek hiicre jel elektroforez yontemi, tek bir hiicrede DNA hasarinin dogrudan tayininin yani
sira bir populasyondaki tiim hiicrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadiginin da
tayinine olanak saglar. Herhangi bir tedavi sirasinda hiicrelerin heterojen cevabinin ve
radyoterapi ve kemoterapi tedavi protokollerinde tiimor cevabinin ongoriilmesine yardimci

olabilir (Singh ve digerleri, 1988).

Tek hiicre jel elektroforezi yontemi, DNA hasar ve onarimini ve mekanizmalarini pek ¢ok
deneysel sartlarda inceler ve tek hiicre siispansiyonu seklinde elde edilebilen her okaryotik
hiicrede DNA hasar ve onarimini tespit edebilir (Collins, Dobson, Duinska, Kennedy ve

Stetina, 1997; Singh ve digerleri, 1988).

Tek hiicre jel elektroforez yontemi son yillarda farkli laboratuarlarda cesitli
modifikasyonlarla uygulanan, 6zellikle tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tayinini kolaylastiran
bir yontemdir. Tek ve cift zincir kiriklarinin tayini icin nétral lizis ve tek zincir kiriklar
icin alkali lizis uygulanmaktadir. Alkali sartlardaki DNA gocii hem c¢ift hem de tek zincir
kiriklan ile iligkilidir, tek zincir kiriklar: ise tamamlanmamis onarim bolgeleri ve alkali
oynak bolgelerle iliskilidir. Comet tekniginin alkali versiyonu daha genis bir spektrumdaki
hasarin belirlenmesindeki etkisinden dolayr daha basarili bir yontem olarak kabul

edilmektedir. Zaten pek ¢ok genotoksik ajan ¢ift zincir kiriklarindan daha fazla oranda tek
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zincir kririklan ve alkali oynak bolgelerin olusumuna neden olmaktadir (Fairbairn, Olive

ve O'Neill, 1995; Tice ve digerleri, 2000).

Alinan dokularda ve biyolojik sivilarda DNA hasar ve onarimini 6lgmek icin, 6rneklerden
izole edilen bir hiicre siispansiyonu ek bir hasara veya onarima ugratmayacak sekilde
hazirlanmalidir. In  vitro arastirmalar herhangi bir hiicre tipine kolaylikla
uygulanabilmektedir ancak bu yontemde en fazla insan lenfosit hiicresi kullanilmaktadir.
Ciinkii hem kan kolaylikla alinabilmekte hem de lenfositler kolayca izole edilebilmektedir.
Aym zamanda, lenfositler c¢esitli organlar1 hedef alan ajanlar tarafindan olusturulan
genotoksisite icin iyi bir ornektir. Ancak pek ¢ok parametrenin lenfosit cevabini etkiledigi;
dondriin yasi, fiziksel aktivitesi, sigara icip icmedigi gibi olasi faktorlerin hiicre cevabinda
farklilik yaratabildigi ve bireyler arasi farkliliklarin olabilecegi unutulmamalidir. En biiyiik
zorluk, bu hiicrelerin hasar diizeyinin ve onarim kapasitesinin diger doku hiicrelerinden
farklilik gostermesinden dolayr verilerin yorumlanmasidir. Genellikle, lenfositler DNA
hasarim1 oldukca yavas onanirlar ve hiicrelerdeki ve organlardaki hasarin tamami
lenfositler kullanilarak tespit edilemeyebilir. Ayrica yasam stili, diyet, ila¢ kullanimi, hava
kirliligi, mevsim, iklim ve egzersiz gibi ¢ok cesitli faktorlerden etkilenen DNA hasari
diizeyinde bireyler arasinda da biiyiik farklar gozlenebilmektedir. Ayrica, lenfositler in
vitro sartlarda sinirli canlilik gostermekte ve fitohemagliitinin gibi bir mitojen ile
inkiibasyonu gerektirmektedir (Angerer, Ewers ve Wilhelm 2007; Collins ve digerleri,
2008; Dusinska and Collins, 2008). Lenfositler en ¢ok kullanilan hiicre tipi olmakla
birlikte, caligmaya bagh olarak sperm, bukkal, nasal, epitelyal ve plasental hiicreler de
kullanilmaktadir (Anderson, 2001). In vivo hayvan calismalarinda kan, karaciger, nazal

mukoza hiicreleri de kullanilabilir (Tice ve digerleri, 2000).

Comet teknigi, insan lenfositlerinde oksidatif stres ile iligkili durumlarin belirlenmesinde
olduk¢a kullamigh bir yontemdir (Anderson, Yu, Phillips ve Schmezer, 1994). Aym
zamanda in vivo oksidatif stresin belirlenmesindeki 0zellikleri nedeniyle bir¢ok
patolojinin, diyetsel etkilerin, mesleki maruziyetlerin ve c¢evresel kirliligin izleme
calismalarinda gosterge olarak kullanilmaktadir (Anderson, 2001; Cemeli ve digerleri,

2009).

Tek hiicre jel elektroforez yonteminde ¢ok az sayida hiicre gerektiginden kiiciik hacimde

insan biyopsi Orneklerinde, deney hayvanlarinin herhangi bir dokusunda DNA
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kirilmalarinin boyutlarin1 saptamak olasidir. Ayrica islem hizlidir, birka¢ saat icinde
gerceklesir ve duyarliligi yiiksektir. Yontemdeki uygulama farkliliklarinin  c¢ogu
elektroforez esnasinda goriiliir ve uygulanan voltaj, elektroforez zamani, tampondaki tuz
konsantrasyonu ve DNA hasar diizeyi degerlendirmesi ile iligkilidir. Comet yontemi, hasar
gormils DNA’nin elektroforez ile cekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Kuyruklu
yildiz “comet” olusum sekillerini degerlendirmek ve tayinini yapmak i¢in pek ¢ok farkl
calisma yapilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinin en basiti hasar boyutuna dayali bir
sekilde hiicreleri amprik olarak gozle kaydetmektir. Gozlemler i¢in 515-600 nm’lik
eksitasyon filtreli epi-floresan mikroskop kullanilir. Hiicredeki DNA en basit sekliyle,
hasarli, hasarsiz seklinde goriiniislerine gore degerlendirilebilir. DNA hasari; DNA gocii,
comet kuyruk uzunlugu, comet bas cap, comet alani, kuyruk momenti olarak da
degerlendirilir. Goriintii analizi daha detayli ve genis incelemeye otomatik olanak
saglamaktadir (Collins ve digerleri 1997; Singh ve digerleri, 1988; Tice, Andrews ve
Singh, 1990; Tice ve digerleri, 2000).

DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilan kromozom aberasyonu, MC ve kardes kromatit
degisimi gibi klasik sitogenetik yOntemler arasinda comet yontemi en yaygin olarak
kullanilan tekniktir. Bu yontem diger genotoksisite testlerine kiyasla bazi avantajlara
sahiptir; DNA hasarini tek hiicre seviyesinde belirleyebilir, 6rnek basina daha az sayida
hiicre gerektirir, tek hiicre siispansiyonu halinde elde edildigi siirece herhangi bir hayvan
doku hiicresi kullanilabilir, cogalmakta olan veya cogalmayan herhangi bir hiicre
kullanilabilir, diisiik diizeylerdeki DNA hasar1 yiiksek hassasiyette belirlenebilir, ¢ok
diisiik miktarlarda test maddesi gerektirir, ¢ift zincir kiriklari, tek zincir kiriklari, alkali
labile bolgeler, tamamlanmamis abazik onarim bdlgeleri ve capraz baglanmalar gibi ¢cok
cesitli DNA hasar tiplerinin belirlenmesini saglar, diisiik maliyetlidir (Hartmann ve

digerleri, 2003; Speit, Witton-Davies, Heepchantree, Trenz ve Hoffmann, 2003).

Tiim bu Onemli, biiylik avantajlarinin yani sira comet yonteminin de bazi sinirlamalari
bulunmaktadir. Yiiksek orandaki DNA hasarim1 ve 50 kb’dan kiiciik DNA fragmentlerini
belirleyememekte, bundan dolay1 apoptotik hiicrelerin ayirimi zor olmaktadir (Nossoni,

2008).

Comet tekniginin cesitli modifikasyonlar1 diger DNA hasar tiplerinin belirlenmesini ve

ayrica DNA onarimi oraninin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Spesifik DNA onarim
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enzimlerini kullanarak, baz hasar1 diizeyindeki kiriklara dontisecek farkli baz degisimleri
belirlenebilir. Bu durumda Endo III, Fpg ve AlkA sirasiyla okside pirimidinleri, modifiye
purinleri ve alkil purin bazlarimi belirlemek i¢in kullanilabilir. Bu modifikasyonlarla
birlikte comet teknigi hem oksidatif hem de alkilleyici DNA hasarinin belirlenmesi i¢in
kullanilabilir. Hiicrelerin DNA onarim kapasitesi, hiicresel onarim teknigi ile onarim
kinetiklerinin takip edilmesi veya spesifik hasarli hiicresel substratlar kullanarak in vitro
olarak baz ve niikleotid kesip ¢ikarma onariminin belirlenmesi gibi modifiye comet
yontemleri kullanilarak 6lgiilebilir. Comet tekniginin bu c¢esitli modifikasyonlari,
diyetimizde yer alan cesitli fitokimyasallarin kemopreventif potansiyelini belirlemede
basarili bir sekilde kullanilabilir. Diyetle aliman kimyasallar, Okaryatik hiicrelerdeki
DNA'’y1 oksidatif ve akilleyici ajanlarin etkisinde koruyabilir ve ayrica DNA onarimini
diizenleyebilir. Primer hiicre Kkiiltiirleri, insan hiicre hatlari, hayvan modelleri ve insan
biyoizleme caligmalart gibi farkli deneysel sistemlerden elde edilen veriler diyetsel
fitokimyasallarin DNA hasar1 ve onarimi iizerine etkileri hakkinda bilgi saglamaktadir

(Ramos ve digerleri, 2011).

2.6.4. Mikrocekirdek yontemi

Genotoksik ve antigenotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerden birisi de,
mikrocekirdek (MC) yontemidir. MC yOntemi, hassas ve giivenilir bir yontem olup
kromozom kayiplarinin ve kiriklarinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir (Fenech,
2000). MC’ler hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya cikan, esas cekirdege dahil
olmayan, tam bir kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan
olusumlardir. MC sayisindaki artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli gostergesi olarak degerlendirilmektedir.
Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve ig iplikciklerinde fonksiyon
bozukluklarina yol acarak; klastojenler de kromozom kiriklar1 olusturarak MC olusumuna
katkida bulunmaktadirlar (Fenech, 2000; Ford, Schultz ve Correll, 1988; Vanderkerken,
Vanparys, Verschaeve ve Volders 1989; Vanparys, Vermeiren, Sysmans ve Temmerman,

1990).

MC yontemi sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay

uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi1 ve istatistiksel yonden daha anlamli
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sonuclar elde edilmesi gibi avantajlar1 sayesinde yaygin kullanim alani bulan bir yontem

olmustur (Majer, Laky, Knasmuller ve Kassie, 2001).

Demirel ve Zamani (2002), MC yontemi ve kullanim alanlar1 ile yaptiklar1 derlemede bu
yontem ile ilgili olarak, 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢iilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Kkiiltiire edilmis insan lenfositlerinde
kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslandigini
bildirmislerdir. Baz1 arastirmacilar (Heddle ve Countryman, 1976; Hogstedt ve Karlsson,
1985; Von Ledebur ve Schmid, 1973) gelistirdikleri modifiye metotlarla anoploidiye yol
acan ajanlar ile klastojenleri birbirinden ayirmada MC’lerin biiyiiklilk farkindan
yararlanmiglar; klastojenlerce uyarilan MC’lerin asentrik kromozomal pargalar igeren
kii¢iik, anojenlerce uyarilan MC’lerin tam kromozomlar i¢eren daha biiyiik ebatli oldugunu
gostermiglerdir. Eastmond ve Tucker (1989) aymi amacla antikinetokor antikorlar
kullanarak kinetokor pozitif MC’lerin tam bir kromozom, kinetokor negatif MC’lerin ise
asentrik kromozom pargas1 igerdigini ve bu yoOntemin andploidi uyaran ajanlari,

klastojenlerden ayirmada daha kesin bir yol oldugunu vurgulamiglardir.

Daha sonralar1 Fenech ve Morley (1985, 1986) tarafindan gelistirilen Sitokinezi-Blok
(Cytokinesis-Blocked) yontemi, bazi kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin
uygulanmasindaki giivenirligin artmasini saglamistir. Bu metot mitoz gegiren hiicrelerde
sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Sitokinezi durdurmak iizere kiif mantarlarinin
metabolitlerinden biri olan Sitokalazin-B (Cyt-B) kullanilmaktadir (Fenech ve Morley,
1985). Cyt B, aktin polimeraz inhibitorii olan bir maddedir. Bu 6zelligi ile niikleer
boliinmeyi durdurmadan, mitotik sitokinezi yani sitoplazmanin boliinmesini durdurur. Cyt
B etkisiyle, hiicre c¢ekirdegi bdliiniirken, sitoplazma boliinmesi (sitokinez) durur ve
biniikleer hiicreler ortaya c¢ikar. MC’ler, spontan olarak ya da genotoksik ajanlara
maruziyet sonucunda, asentrik kromozomal fragmentlerin ya da tiim kromozomlarin hiicre
boliinmesi sirasinda, ana c¢ekirdek disinda yavru c¢ekirdek seklinde kalmasindan
olugsmaktadir. Mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara cekilirken, genotoksik
ve/veya anojenik etkiler sonucu ortaya cikmis asentrik elementler ve ig ipliklerine
baglanamamis kromozomlar kutuplara c¢ekilmeyerek, hiicre boliinmesi sonunda ayni
sitoplazma i¢inde, hiicre c¢ekirdeginden ayr1 olarak membranla ¢evrili bir yap: olusturur
(Fenech 2000). Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle,

cekirdek boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gerceklestirememis ¢ift



69

cekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MC bulunduran hiicrelerin orani

saptanabilmektedir.

MC yonteminde insan periferal lenfosit kiiltiirleri siklikla kullanilmaktadir. Migliore ve
digerleri (1989), in vitro calismalarda izole lenfositler yerine, tam kamin Kkiiltiire

alimmasinin daha 1yi sonug sagladigini bildirmislerdir.

Heddle ve Countryman (1976), MC degerlendirmesinde dikkate alinmasi gereken bazi
kritelerler belirlemislerdir. Buna gore degerlendirmede; MC capinin esas c¢ekirdegin
1/3’inden kiiciik olmasi; boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi; sadece

sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerdeki MC’lerin sayilmasi esas alinmaktadir.

Giiniimiizde MC metodu, genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismalarinda kromozom kirigi,
kromozom kaybi, kromozomlarin farkli sekillenmesi (niikleoplazmik kopriiler), hiicre
boliinmesinin inhibe edilmesi, gen amplifikasyonu, nekroz ve apoptozun basit morfolojik
Olciitler kullanilarak degerlendirilmesini saglamak amaciyla kullanilmaktadir (Fenech,

2000, 2006).
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Sekil 2.9. Sitotoksik ve genotoksik ajanlarin etkisiyle mikrocekirdek olusumu (Fenech,
2000)



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kimyasal Maddeler

2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS)

6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkromon-2-karboksilik asit
Asetik Asit

Dimetil sulfoksit (DMSO)

Disodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (Na2HPO4.2H>0)
Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Diisiik Erime Noktal1 Agar (LMPA)

Etidiyum Bromiir (EtBr)

Etil Alkol (Etanol)

Etilendiamin Tetraasetik Asit Disodyum (Na;EDTA)
Fetal Calf Serum (FCS)

Fetal Sigir Serum (FBS)

Fitohemagliitinin-M (PHA-M)

Formaldehit

Formamidopirimidin DNA glikozilaz (Fpg) Enzimi
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) Tableti
Giemsa

Heparin (sodyum tuzu)

Hidrojen peroksit (% 35)

Hidroklorik asit (% 37)

Histopaque-1077

Sigma

Aldrich

Sigma
Sigma-Aldrich
Merck

Biological Industries
Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

Biological Industries
Biological Industries
Biological Industries
Sigma-Aldrich
Eckert

Sigma

Merck

Sigma

Merck

Merck

Sigma
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Immersiyon yag1
L-Glutamin

Metil alkol (Metanol)

Nitrik asit (HNO3)

N-Lauril Sarkosinat Sodyum Tuzu

Normal Erime Noktali Agar (NMPA)

Notral Kirmizi
Penisilin/Streptomisin

Piknogenol®

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO4)

Potasyum kloriir (KCI)
Potasyum Peroksidisulfat
Resveratrol

RPMI-1640

Rosmarinik asit

Sinnamik asit

Sitokalasin B

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Kiloriir (NaCl)
Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

Tris

Vanilik asit

Merck

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

PAA

Horphag (Isvigre)
Merck

Horasan Kimya
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma

Sigma

Sigma



3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

6 ve 96 Kuyucuklu Plaklar
Buz Kirma Makinesi
Buzdolab1

Comet Bilgisayar Yazilimi 3.0
Deiyonize Su Cihazi
Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Distile Su Cihaz1
Elektroforez

Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Etiiv

Floresan Mikroskop
Hassas Terazi

Inverted Mikroskop 1X71
Karbondioksit (CO») Inkiibatorii
Lam (26x76 mm)

Lamel (24x60 mm)
Manyetik Karistirici
Mikrodalga Firin
Mikropipetler
Mikropipetler
Mikrosantrifiij

Otoklav
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Greiner

Scotsman

Beko

Perceptive Software
Barnstead

Ariston

Revco

Mes

Biometra Analitik
Power Pack P25
Dedeoglu

Leica

Mettler Toledo
Leica

Heraeus Instruments
Marienfeld
Marienfeld
StuartScientific
Vestel

Finnpipette, Biohit,
Gilson, Eppendorf
Hettich

Rodwell Monarch
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pH metre
pH metre elektrodu
Santrifiij

Sayim lami1 (Neubauer)

Sekiz kanalli mikropipet (50-300 pl)

Sogutmal1 Santrifiij
Spektroflorometre

Steril enjektor (2 ve 10 ml’lik)
Steril Kabin

Steril pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml’lik)
Steril Santrifiij Tiipleri

Steril Tiipler

Su Banyosu

Terazi

Ultrasonik Banyo
UV-VIS Spektrofotometre
Vorteks

Yatay Calkalayici

Yatay Hiicre Kiiltiirii Sisesi

NEL pH980
Hanna HI 1131
Janetzki T30
Marienfeld
Eppendorf
Rotina 420R
Spectramax
Set inject
Heraus

Greiner Bio-One
Greiner
Corning

Termal Laboratuvar
Aletleri

Schimadzu Libror
Transsonic 460/H
Schimadzu
Heidolph Reax 2000
Edmund Biihler

TPP
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3.3. Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1. TEAK yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

14 mM 2.2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS) Cozeltisi

38,6 mg ABTS 5 ml distile suda ¢oziildii. +4°C’de saklandi.

4.9 mM Potasyum Peroksidisiilfat Cozeltisi

6,66 mg potasyum peroksidisiilfat 5 ml distile suda ¢oziildii. +4°C’de saklanda.

2.5 mM 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkromon-2-karboksilik asit (Troloks) Cozeltisi

6,45 mg troloks 10 ml etanolde ¢o6ziildii. Cozelti karanlikta taze hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
etanol ile gerekli seyreltmeler yapilarak 2; 2,5; 5; 7,5; 10; 25; 50; 100; 200 ve 400 uM

konsantrasyonda troloks ¢ozeltileri hazirlandi.

3.3.2. NKA yonteminde kullamlan c¢ozeltiler

Besi ortami

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) iizerine 50 ml (% 10) FBS ve 5 ml
(% 1) penisilin/streptomisin eklendi. +4°C’de sakland.

Fiksasyon (sabitleme) ¢cozeltisi

100 ml etil alkol, 2 ml asetik asit ve 98 ml distile su karistirilarak hazirlandi. +4°C’de

saklandi.

Notral kirmizi (NK) stok ¢cozeltisi

20 mg NK boyasi 5 ml FBS icermeyen besi yeri icerisinde ¢oziildii. Su banyosunda
calkalanarak ¢oziinmesi saglandi. Hazirlanan ¢6zelti aliminyum folyoya sarilarak +4°C’de

saklandi.
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Notral kirmizi (NK) standart ¢cozeltisi

Deney giiniinden bir giin once 625 ul NK stok ¢ozeltisi 50 ml FBS icermeyen besi yeri ile

karistirilarak hazirlandi. Membran filtreden siiziildii. 37°C’de 18 saat siireyle inkiibe edildi.

3.3.3. Comet yonteminde kullanmilan cozeltiler

200 mM disodyum etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA) cozeltisi

14,89 g NaaEDTA 200 ml distile suda ¢oziildii. pH 10’a ayarlandi. Oda sicaklifinda

saklandi.

Diisiik erime noktali agar (LMPA) cozeltisi

125 mg LMPA sicak su banyosu kullanilarak 25 ml PBS igerisinde coziildii. Kiigiik

hacimler halinde buzdolabinda saklandi.

Elektroforez tampon cozeltisi

1705 ml soguk distile su, 52,8 ml 10 N NaOH ve 8,8 ml 200 mM EDTA c¢ozeltisi

karistirildi. Deney giinii taze hazirlandi.

Etanol cozeltisi (% 50)

% 99,8’lik mutlak etanol c¢ozeltisinden 150,3 ml alindi, son hacim distile suyla 300 ml’ye

tamamlanda.

Etanol cozeltisi (% 75)

% 99,8’lik mutlak etanol c¢ozeltisinden 225,5 ml alindi, son hacim distile suyla 300 ml’ye

tamamlandi.
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Etidivum bromiir (EtBr) ¢cozeltisi

10 mg EtBr 50 ml distile suda ¢oziilerek 200 pg/ml’lik stok EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
stok cozeltiden boyama sirasinda 1 ml alinip distile suyla 10 ml’ye tamamlanarak 20

ug/ml’lik EtBr ¢ozeltisi hazirlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Fosfat tamponlu serum fizyolojik cozeltisi (PBS)

1 PBS tableti 200 ml distile suda ¢o6ziildii. 4°C’de saklandi.

Hidrojen peroksit (H2O0») cozeltisi

% 35’lik H2O» ¢ozeltisinden 9,7 ul alindi, 990,3 ul distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak 0,1
M H>0; ¢ozeltisi hazirlandi. 1 hafta siiresince 4°C’de saklanabilen ¢ozeltiden deney giinii

20 pl alinip 1980 pl PBS ilave edilerek 1 mM HxOz ¢ozeltisi hazirlandi.

Normal erime noktali agar NMPA) cozeltisi

500 mg NMPA sicak su banyosu kullanilarak 50 ml PBS icerisinde ¢oziildii. Kiiciik
hacimler halinde 4°C’de saklandi.

Notralizasyon tampon ¢cOzeltisi

48,5 mg Tris 750 ml distile suda ¢oziiliip ¢cozelti pH’s1 7,5’a ayarlandi. Cozeltinin son

hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Stok lizis cozeltisi

146,1 NaCl, 37,2 g Na;EDTA, 1,2 g Tris 500 ml distile suda ¢oziildii. 10 g NaOH eklenip

¢ozelti pH’s1 10’a ayarlandi. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklendi.

Cozeltinin son hacmi distile su ile 890 ml’ye tamamlanip maddeler ¢oziiniinceye kadar

karistirilarak stok lizis ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti oda sicaklifinda saklandi.
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Lizis ¢ozeltisi

178 ml stok lizis ¢ozeltisi, 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO karistirildi. Cozelti deney
giinli taze hazirlandi, kullanilacagi zamana kadar 4°C’de bekletildi ve deney sirasinda

soguk ¢ozelti kullanildi.

3.3.4. MC yonteminde kullanilan cozeltiler

Kromozom besi ortami

500 ml RPMI 1640 iizerine 100 ml FBS, 12,5 ml PHA-M, 10 ml L-Glutamin ve 10 ml
penisilin/streptomisin eklendi. Stok besiyeri 15 ml’lik vidali kapakl: steril tiipler igine 5’er

ml paylastirildi, -20°C’de saklandi.

Giemsa boyasi

11,34 g KH2POs 250 ml distile suda coziilerek tampon A (pH:4,8) ve 7,37 g
Na,HPO4.2H,0 250 ml distile suda ¢oziilerek tampon B hazirlandi (pH:9.3). 5 ml tampon
A, 5 ml tampon B, 5 ml Giemsa boyas1 ve 85 ml distile su karistirilarak % 5’lik Giemsa

boyas1 hazirlandi. Cozeltinin pH degeri 6,8’e ayarlandi.

Hidrojen peroksit (H2O0») cozeltisi

9% 35’lik H2O» ¢ozeltisinden 9,7 ul alindi, 990,3 ul distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak 0,1
M H>0; ¢ozeltisi hazirlandi. 1 hafta siiresince 4°C’de saklanabilen ¢ozeltiden deney giinii
112 pl alimip 888 pl su eklenerek 11,2 mM ¢ozelti hazirlandi. 11,2 mM c¢ozeltiden 50 pl
alinarak besi ortamina eklendiginde, 5600 ul toplam besi ortami i¢inde H>O>’nin son

konsantrasyonunun 100 uM olmas1 saglandi.

Hipotonik potasyum kloriir (KCl) ¢ozeltisi

1,397 g potasyum kloriir 250 ml suda ¢oziildii. 4°C’de sakland.
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Nitrik asit (HNO3) cozeltisi

% 65’lik nitrik asitten 68,75 ml alindi, distile su ile son hacim 1000 ml’ye tamamlanarak

IN ¢ozelti hazirlandi. Koyu renk sisede, oda sicakliginda saklandi.

Sabitleme cozeltisi

3:1 oraninda metanol-glasiyel asetik asit karisimi taze olarak hazirlandi.

Sitokalasin B (Cyt-B) cozeltisi

5 mg toz halindeki sitokalasin-B 7,375 ml DMSO icinde ¢oziildii. Kii¢iik hacimler halinde
-20°C’de saklandi. Bu stoktan 50 pl besi ortamina eklenerek son konsantrasyonun 6 pg/ml

olmasi saglandi.

3.4. Yontemler

3.4.1. TEAK yontemi ile antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda TEAK yontemi kullanilarak piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit,

vanilik asit ve sinnamik asidin antioksidan kapasite tayini gerceklestirildi. Bu amacla,

e Troloks, piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin 1 mM
10 ml stok cozeltileri hazirlanmis ve her bir madde icin bu ana stoklardan etanol ile
diliie edilerek 2-400 uM konsantrasyon serileri hazirlandu.

e ] ml 14 mM ABTS ve 1 ml 4,9 mM potasyumperoksodisiilfat ¢ozeltileri hazirlanarak
karistirild1 ve bu karisim bir gece buzdolabinda bekletildi.

e Bu c¢ozelti kangimi c¢alismadan hemen oOnce 734 nm’de UV floresan
spektrofotometrede yaklasik 1,4 absorbans degeri verecek sekilde mutlak etanolle
seyreltildi.

e Spektrofotometrede kor olarak mutlak etanolle sifir ayar1 yapildi.

® 06 kuyucuklu plakalarda tiim kimyasal maddelerin cesitli konsantrasyonlari, esit
miktarlarda ABTS ile birlikte eklendikten sonra karigsmalari i¢in 2-3 dakika beklendi.

e 100 pl mutlak etanolle 100 ul dilie ABTS-potasyumperoksodisiilfat karistminin 734

nm’de UV floresan spektrofotometrede absorbans degeri olciildii
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e 100 ul dilie ABTS-potasyumperoksodisiilfat ile 100 ul 2, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 100,
200 ve 400 puM konsantrasyonlarda troloks karistminin 734 nm’de UV floresan
spektrofotometrede absorbans degeri ol¢iildii.

e 100 ul dilie ABTS-potasyumperoksodisiilfat ile 100 ul 2, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 100,
200 ve 400 uM konsantrasyonlarda piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik
asit ve sinnamik asit karisiminin 734 nm’de UV floresan spektrofotometrede absorbans
degeri oOlciildii.

e Tiim uygulamalar 3 kez tekrarlandi. Spektrofotometrede Olciilen absorbans degerleri
tiim uygulamalar i¢in ortalama + standart hata olarak hesaplandi.

e Troloks cozeltilerinin absorbans degerleri ile piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit,
vanilik asit ve sinnamik asit ¢ozeltilerinin verdigi absorbans degerleri ABTS ¢ozeltisi
ile kiyaslanarak inhibisyon degerleri belirlendi. Inhibisyon degerlerinin belirlenmesi

amaciyla asagidaki formiil kullanildi.

o Madde Cozeltisinin Absorbans:
Dalnhibisyon = 100 - (lDID x — - )
ABTS Cazeltisinin Absorbanst

e Piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin troloks ile
esdeger olan konsantrasyonlarinin oksidan ABTS’ye karsi antioksidan aktiviteleri

kiyaslamal1 olarak grafik {izerinde gosterildi.
3.4.2. NKA yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve trans-sinnamik asidin NKA
yontemi ile hiicre kiiltiirii ortaminda sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in hassas hiicreler
olan Cin Hamsteri Ovaryum (CHO) hiicreleri kullanilmistir. CHO-K1/An 1 adli bu
hiicreler, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tiirkiye Sap Enstitiisii Miidiirliigii hiicre
bankasindan satin alinmis ve cogaltilarak deneylerde kullanmilmak iizere -80°C’de
saklanmistir. Epitelyal hiicre benzeri olan ve tek tabaka halinde tutunan CHO hiicreleri,
her bir calisma i¢in dondurularak saklanmis olan hiicrelerden yeniden cogaltilarak
kullanilmigtir. Hiicrelerin ileri alt kiiltiirler olmamasina, ¢cok fazla boliinme gecirmis yasl

hiicrelerin kullanilmamasina dikkat edilmistir.
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Calisma oncesinde 37°C’ye getirilmis olan su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek
hiicreler oda sicakligina getirildi. Daha sonra her islem steril sartlarda ve laminar kabin
icerisinde yapildi.

Steril bir tiip icerisinde 1 ml hiicre ve 9 ml besiyeri karistirildiktan sonra 1500 rpm’de 5
dakika santrifiijleme yapilarak siipernatant kismi atildi. Bu yitkama asamasi ile saklama
ortamindaki DMSO uzaklastirildi.

Kalan hiicre pelleti hacimce % 90 Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), %
10 fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS), % 1 penisilin-streptomisin c¢ozeltisi
iceren besiyeri ile karistirilarak yatay kiiltiir kaplar1 icerisine aktarildi.

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin 37°C’ye ayarlanmis % 5 CO>’li ve nemli etiiv igerisinde
biiylimeleri saglandi.

2-3 giinliik bu siire icerinde hiicreler ve besiyeri inverted mikroskopta kontaminasyon
durumu ve doygunlugu ag¢isindan kontrol edildi.

Biiylimeye birakilan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamini1 kapladiklar
biiytikliige ulastiklarinda ortamdaki besiyeri uzaklastirildi.

Hiicreler 10 ml 1lik PBS ile yikandi.

Hiicrelerin iizerine 5 ml Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenerek 5 dakika bekletildi, hiicreler
yapistiklar1 yerden kalkana kadar kiiltiir kabinin tabanina hafif hafif vuruldu.

Steril bir tiipe 10 ml besiyeri konularak, tripsin sayesinde zeminden ayrilarak
siispansiyon haline getirilen hiicreler eklendi.

Hiicre siispansiyonu 1000 devir/dakika hizda 25°C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildi.

Siipernatant kismi calisma kabini altinda uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti
10 ml besiyeri ile dikkatlice karistirildi.

Bu asamada elde edilen hiicre siispansyonundan 100 pL alinarak bir ependorf tiipe
aktarild1 ve tizerine 900 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4) eklenerek iyice karistirildi.
Neubauer tipi hiicre sayim lam1 (hemasitometre) iizerine lamel yerlestirildi ve yaklasik
10 pL hiicre siispansiyonu kapiler etkiyle dolduruldu.

Isik mikroskobu altinda, hiicre sayict lami olusturan dort karenin kenar ¢izgileri hari¢

tizerlerindeki parlak ve renksiz goriintiilii yasayan hiicreler sayildi.
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Yasayan hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:
Yasayan Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = A x B

A: Sayilan yasayan hiicre sayisinin ortalamasi (4 karede sayim yapildigindan toplam

say1 dorde boliinerek ortalama say tespit edilmistir)
B: Seyreltme faktorii = 1/10 (Hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi ¢ozeltisi karisimi)

Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan (Sayilan hiicre sayis1 x 10° hiicre/ml)
sonra hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda istenilen konsantrasyonlara besiyeri kullanilarak
hiicre siispansiyonu seyreltildi.

96 kuyucuklu plakalara ¢oklu pipetler kullanilarak 200 pl 10.000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekim yapildi. Ik iki sira kontrol olarak bos birakildi, hiicreler 3-12. siralara
ekildi.

Plaka etiive kaldirilarak 24 saat inkiibasyona birakildi, hiicrelerin kuyucuklar iginde
tutunarak ¢cogalmalar1 beklendi.

24 saat sonra yine steril sartlarda besiyeri uzaklastirildi.

Bu esnada steril tiiplerde besiyeri igerisinde calisilmasi planlanan test c¢ozeltileri
hazirlandi. Ana stoktan seyreltmeler yapilarak her biri 5 ml 8 farkli doz hazirland1 ve
200 pl/ kuyucuk olacak sekilde hiicreler izerine eklendi.

12 siradan olusan plate iizerinde ilk iki sira kontrol ve protein 6l¢iimii standartlari i¢in
bos birakildi, 3. sira kontrol ve 4. sira ¢oziicii kontrol olarak eklendikten sonra 5-12.
siralara artan doz serisi olacak sekilde incelenecek bilesiklerden hazirlanan 8 doz
eklendi.

Uygulama konsantrasyonlari ile muamele edilen hiicreler 18 saat daha inkiibasyona
birakildi.

Bir sonraki giin calisma sirasinda kullanilmak iizere notral kirmizi ¢ozeltisi (100 ml
besiyeri+ 1250 pl Notral kirmizi stok ¢ozeltisi) hazirlanarak inkiibasyona birakildi.

18 saat sonunda plak icindeki test maddesini iceren besiyeri bosaltildi. Bir giin 6nceden
hazirlanan notral kirmizi ¢ozeltisinden her bir kuyucuga 200 ul eklenerek 3 saat daha
inkiibasyon yapildi.

Siire sonunda boya ortamdan uzaklastirildi ve kuyucuklar 3-4 kez 1lik PBS ile yikandi.

Stizge¢ kagidina vurarak plakalar kurutuldu.
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e Tiim hiicrelere 200 pl % 50 metil alkol, % 1 glasiyel asetik asit ve % 49 distile su
karisimdan olusan sabitleyici ¢ozelti eklendi.

e Plaka calkalayici iizerine yerlestirilerek 20 dakika siire ile ¢alkalandi.

e Plakalardaki hiicrelerin optik yogunluklari plak okuyucuda 540 nm dalga boyunda
okutuldu.

¢ Bu deneyin her asamasi, boya 1sikta bozuldugu i¢in, miimkiin oldugunca karanlikta
yapildi.

e Her bir fenolik bilesik icin ¢alisma farkli zamanlarda en az 3 kez tekrarland1 ve

sonuglar 3 ¢alismanin ortalamasi olarak hesaplandi.

3.4.3. Comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin tek hiicre jel elektroforezi (comet) yontemi ile genotoksik ve H>O»
tarafindan olusturulan genetik hasara karsi olasi antigenotoksik etkilerini incelemek
amaciyla insan periferal kan lenfosit kiiltiirleri kullanilmistir. Her bir ¢alisma icin kan;
sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan, herhangi bir saglik problemi ve genotoksik ajanlara
maruz kalma Oykiisii olmayan, 23-30 yaslarinda ii¢ bayan donorden temin edilmistir.
Goniilliillerden kan almak amaciyla, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Girisimsel

Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alinmistir (Ek 1).

e Icinde heparin bulunan steril bir enjektorle alinan kan ornegi 1:1 oraninda PBS ile
seyreltildi.

e Seyreltilmis kan 6rnegi lenfosit ayirici ¢ozelti (Ficoll) eklenerek santrifiij edildi.

¢ Ficoll lizerinde ince bir tabaka halinde bulunan lenfositler alindi.

® Alnan lenfositler steril tiipe konarak iizerine PBS eklendi, tekrar santrifiij edildi.

e Santifiij sonrasi siipernatant atilarak dipteki hiicreler PBS i¢inde karistirilarak homojen
bir ¢ozelti elde edildi.

e Hiicrelere piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asit i¢in
belirlenen konsantrasyonlar eklenerek PBS ile son hacim 1 ml ye tamamlandi.

e Incelenen bilesikleri igeren hiicre ¢ozeltisi 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Fenolik bilesiklerin antigenotoksik etkilerini incelemek i¢in inkiibasyondan sonra
hiicrelere DNA hasar1 olusturmak iizere, 50 uM H>O; eklenerek 5 dakika buz

banyosunda inkiibe edildi.
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Hiicreler diisiik erime 1s1l1 agar ile karistirilarak daha 6nceden normal erime 1s1l1 agar
ile kaplanmis olan lamlara yayilarak iizerine lamel kapatildi.

Lamlar buz iizerinde bekletilerek agarin katilagsmasi saglanip, agar iizerindeki lamel
agar tabakasi bozulmadan dikkatlice alindi.

Lamlar daha 6nceden hazirlanarak buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisi i¢ine
daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletildi.

Lizis islemi sonrasi lamlar elektroforez tankinda soguk elektroforez tamponu i¢inde 20
dakika bekletildi, takiben 25 V 300 mA akim verilerek 20 dakika elektroforez islemi
uygulandi.

Elektroforezden sonra lamlar 15 dakika siireyle nétralizasyon tampon c¢ozeltisinde
bekletildi.

Bu islemler ek bir DNA hasarini1 6nlemek iizere karanlikta yapildi.

Lamlar {izerine etidium bromiir ¢ozeltisi ilave edilip lamel kapatildiktan sonra floresan
mikroskop altinda incelendi.

Her deneyde ornekler cift olarak calisildi ve ayrica tiim deneyler birbirinden bagimsiz
olarak ayr1 zamanlarda 3 kez tekrarlandi.

Her lamda 100 hiicre ve ayr1 zamanlardaki 3 ayri tekrarli calisma icin toplamda 300
hiicre comet bilgisayar analiz programi (Comet Analysis Software, version 3.0, Kinetic
Imaging Ltd., Liverpool, UK) ile degerlendirilerek DNA hasar derecesi kuyruk

uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak belirlendi.

3.4.4. M(C yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin MC yontemi ile genotoksik ve H>O; tarafindan olusturulan genetik

hasara kars1 olas1 antigenotoksik etkilerini incelemek amaciyla insan periferal kan lenfosit

kiiltiirleri kullanmilmistir. Her bir calisma icin kan; sigara, alkol ve ila¢ kullanmayan,

herhangi bir saglik problemi ve genotoksik ajanlara maruz kalma oykiisii olmayan, 24-30

yaslarinda ii¢ bayan dondrden temin edilmistir. Goniillillerden kan almak amaciyla, Gazi

Universirtesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulundan onay alinmistir (Ek 1).



85

Dondérlerden alinan kan 1/10 oraninda heparinize edildi.

Periferik kanin 0,5 ml’si, icerisinde 5 ml’lik kromozom ortami bulunan (RPMI 1640+
FCS+ PHA-M+ L-Glutamin+ Penisilin-streptomisin) tiiplere ekildi.

Tiipler 37°C’deki etiive 45° egik sekilde yerlestirilerek inkiibasyona birakildi.
Kiiltiirdeki hiicrelerin toplam inkiibasyon siiresi 72 saattir (3 hiicre boliinmesi).

Kiiltiir baglangicindan 24 saat sonra fenolik bilesiklerin belirlenen konsantrasyonlari
hem tek basina hem de 100 uM H>O: ile birlikte besiyerine eklendi. Boylece
inkiibasyon siiresince 48 saat kiiltiir ortaminda kalmalart saglandi. Bu esnada negatif
kontrol, ¢oziicii kontrol ve 100 uM H»O:z i¢eren pozitif kontrol kiiltiirleri de hazirland.
Kiiltiir siiresince sabah aksam olmak iizere tiipler yavasca altiist edilerek calkalandi.
Kiiltiiriin 44. saatinde sitokinezi engellemek i¢in tiim kiiltiirlere 50 ul Cytochalasin-B
(6ug/ml) eklendi. Bu agsamadan sonra Kkiiltiir tiiplerinin 151k almasi engellendi.

72 saatlik siirenin sonunda inkiibasyon sonlandirildi. Tiipler, 10 dakika boyunca 1000
rpm’de santrifiij edildi, ardindan iistte kalan siipernatant bir pastor pipeti yardimiyla
dip kisimdaki hiicreler kaldirilmadan dikkatlice atildi.

Geriye kalan 0,5-0,7 mI’lik kistm vorteks yardimiyla homojenize edildikten sonra,
tiiplere 4°C’deki 0,075 M KCI hipotonik ¢ozeltisinden 5 ml damla damla ve cok yavas
sekilde vorteks iizerinde karistirilarak ilave edildi ve sonra buzdolabinda 5 dakika
bekletildi.

Tiipler buzdolabindan cikarilarak, 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip siipernatant
atildiktan sonra, tiiplere, 5S’er ml 3:1 metanol: asetik asitten olusan soguk fiksatiften
ilave edildi ve buzdolabinda 15 dakika bekletildi.

Ayni islem iki kez daha uyguland: ve her fiksatiften sonra tiipler 5 dakika buzdolabinda
bekletildi.

3. Fiksasyon asamasinda sitoplazmanin korunmasi amaciyla son konsantrasyonu % 1
olacak sekilde formaldehit ilave edildi.

Son santrifiij isleminden sonra tiiplerdeki siipernatant atildi, geriye kalan hiicre
cozeltisi (0,5-0,7 ml) pipetle yavasca homojenize edildi.

Onceden IN HNOjs’de temizlenerek buzdolabinda % 70 etil alkolde bekletilmis ve
sonrasinda kurulanmis lamlar iizerine 15-20 cm yiikseklikten farkli alanlara birer
damla damlatilarak siispansiyonun yayilmasi saglandi.

Preparatlar, kurumasi icin 24 saat oda sicakliginda toz olmayacak kapali bir kap icinde

ya da etiivde birakildi.
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e MC’lerin gozlenmesi amaciyla hazirlanmis olan preparatlar Sorensen tamponu ile
hazirlanan % 5’lik Giemsa (pH: 6,8) boyasi ile 12-15 dakika boyandi.

e Boyadan cikarilan preparatlar, fazla boyanin akmasi icin iic ayr1 kaptaki saf sudan
gecirilerek yikandi ve dik bir sekilde kurumaya birakildi.

e Tiim bu islemler farkli donorlerden alinan kanlarla 3 tekrarli olarak yapildi. Her bir
konsantrasyon i¢in her ¢alismadan 1000, toplamda 3000 biniikleat hiicre MC frekansi
belirlemek iizere 151k mikroskobunda sayildi.

® Ayrica niikleer boliinme indeksi belirlemek amaciyla her konsantrasyon icin 3 ayr

kiiltiirden 500 hiicre (toplamda 1500 hiicre) sayildi.

MC frekansi ve niikleer boliinme indeksinin saptanmasi

Sitokinezi-blok metodu ile MC yonteminde, mitoz geciren hiicrelerde; sitokalasin-B ile
sitokinez durdurulur. Boylece cekirdek boliinmesini tamamlamig, ancak sitoplazmik
boliinmesini  gerceklestirememis cift c¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak ayirt
edilebilir. MC incelemesi sirasinda sitoplazma boliinmesini tamamlayamamis, cift
cekirdekli hiicreler esas alinir, c¢linkii bu hiicreler, incelenen bilesiklerin eklenmesinden
sonra boliinen hiicrelerdir. Tek cekirdekli hiicrelerdeki MC’ler ise incelenen bilesiklerin
eklenmesinden kaynaklanmayan, baslangicta lenfosit hiicrelerinde mevcut olan veya
spontan olusan MC’lerdir. Vericilere ait her bir preparattan 1000 tane iki ¢ekirdekli hiicre,

MC icerip icermedigi yoniinden incelenir.

Heddle ve Countryman’in kriterlerine gore; MC boyutu ¢ekirdegin % 20’sinden fazla, %
5’inden az olmamalidir, MC boya alma yogunlugu esas cekirdek ile ayn1 olmalidir, sadece
sitokinezi bloke edilmis cift cekirdekli hiicrelerdeki MC’ler sayilmalidir. MC frekansi
[1x(IMC)+2x(2MC)+3x(3MC)] /n (n incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii kullanilarak
hiicre basina diisen MC sayis1t (MC/hiicre) olarak belirlenir.
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a b c

Resim 3.1. Mikrocekirdek iceren insan lenfositlerinin mikroskop goriintiisii
a) bir mikrocekirdek, b) iki mikrocekirdek, c) tic mikrocekirdek (100x)

MC yonteminde kullanilan sitokalasin-B hiicre boliinmesini durdururken niikleer boliinme
iizerine etki etmedigi bilinmektedir. BoOylece sitokinezi bloke edilmis olan hiicreler
icerdikleri cekirdek sayisina gore degerlendirilerek niikleer boliinme indeksi (NBI)
hesaplanabilmektedir. Bir kez boliinen hiicreler iki ¢ekirdege, iki kez boliinen hiicreler ise
tic veya dort cekirdege sahiptir. Fitohemagliitinin (PHA) uyarisina cevap veren ancak
boliinmesini tamamlamamis olan hiicrelerde ise yalmizca bir ¢ekirdek bulunmaktadir

(Fimognari, Berti, Iori, Cantelli-Forti ve Hrelia, 2005).

Niikleer boliinme indeksi hesaplamalarinda tiim hiicreler sayilir. Hi¢ boliinme gecirmemis
tek cekirdek bulunan hiicreler N1, iki ¢ekirdek bulunan hiicreler N2, ii¢ cekirdek bulunan
hiicreler N3, dort veya daha fazla cekirdek bulunan hiicreler ise N4 olarak belirlenir.
[1x(N1)+2x(N2)+3x(N3+N4)]/n (n=incelenen toplam hiicre) formiilii ile niikleer boliinme

indeksi hesaplanir.

) e a9
® o @

Resim 3.2. Bir (a), iki (b), ii¢ (c) ve dort (d) ¢ekirdekli lenfositlerin mikroskop goriintiisii.

MC yonteminde fenolik bilesiklerin cesitli konsantrasyonlar i¢in hazirlanan lamlardan 151k
mikroskobu altinda sayimlar yapilmistir. Her uygulama i¢in 1000 ¢ift ¢ekirdekli hiicre, 3
ayrt donorden yapilan tekrarli caligmalarda toplam 3000 hiicre MC icerip icermedigi
yoniinden degerlendirilmigstir. Ayrica her bir calismada 500 hiicre, toplamda 1500 hiicre de

cekirdek sayisina gore sayilarak NBI hesaplanmustir.
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3.2.5. Istatistiksel yontemler

Bu tez calismasinda TEAK yonteminde, her bir fenolik bilesigin belli konsantrasyonun
ABTS ile karistirildiginda indirgeme sonucu verdigi absorbans degerleri, antioksidan bir
madde olan troloksun ayni konsantrasyonlarda ABTS ile verdigi absorbans degerleri ile
istatistiksel olarak SPPS 15.0 bilgisayar programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA),
LSD testi kullanilarak karsilastirilmistir.

Tek hiicre jel elektroforez yonteminde, tiim veriler SPSS 15.0 bilgisayar programinda tek
yonlii varyans analizi (ANOVA), LSD testi kullanilarak degerlendirilmis, uygulama
gruplar1  kontrol ve pozitif kontrol ile karsilastirilarak istatistiksel anlamliliklart

belirlenmistir.

MC yonteminde elde edilen veriler negatif kontrol, c¢oziicii kontrol ve pozitif kontrol

(H20,) ile z testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fenolik Bilesiklerin TEAK Yontemi ile Belirlenen Antioksidan Kapasitelerinin

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

4.1.1. Piknogenoliin TEAK yontemi ile antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesine

iliskin bulgular

Piknogenoliin 2- 200 uM konsantrasyon araligindaki 9 farkli konsantrasyonunun (2, 2.5, 5,
7.5, 10, 25, 50, 100, 200 uM), oksidan olan ABTS ¢ozeltisine kars1 antioksidan aktivitesi
incelenmis ve antioksidan etkisi esdeger konsantrasyonlardaki troloksun antioksidan
aktivitesi ile kiyaslanmistir. 2 UM ve iizerindeki tiim konsantrasyonlarda piknogenol,
oksidan 6zellikteki ABTS ye kars1 antioksidan aktivite gostermistir (p<0.05). (Cizelge 4.1,
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.1. TEAK yontemine gore troloks ve piknogenoliin antioksidan kapasitelerine

iliskin bulgular *
Cozeltilerin Verdigi Ortalama
Absorbans Degerleri (+standart sapma)

1 Etanol+ABTS 0,616 £0,019

2 2 uM Troloks+ABTS 0,560+ 0,013 2

2 2 uM Piknogenol+ABTS 0,408 + 0,019 &b
3 2,5 uM Troloks+ABTS 0,549 £0,012
3 2,5 uM Piknogenol+ABTS 0,384 + 0,029 *°
4 5 uM Troloks+ABTS 0,542 £0,012*
4 5 uM Piknogenol+ABTS 0,299 + 0,034 &b
5 7,5 uM Troloks+ABTS 0,539+£0,011°%
5 7,5 uM Piknogenol+ABTS 0,270 + 0,036 &b
6 10 uM Troloks+ABTS 0,533 +0,0132

6 10 uM Piknogenol+ABTS 0,258 + 0,027 *°
7 25 uM Troloks+ABTS 0,454 £0,021*
7 25 uM Piknogenol+ABTS 0,182 + 0,024 &b
8 50 uM Troloks+ABTS 0,267 £0,045*
8 50 uM Piknogenol+ABTS 0,139 + 0,022 &b
9 100 uM Troloks+ABTS 0,134 +£0,014*
9 100 uM Piknogenol+ABTS 0,034 + 0,013 *°
10 | 200 uM Troloks+ABTS 0,045 £0,025*
10 | 200 uM Piknogenol+ABTS 0,031 £0,014 2°

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
2p<0,05 Etanol+ABTS; ® p<0,05 Troloks ile karsilastirilmustir.




90

Piknogenoliin calisilan tiim konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin,

konsantrasyondaki troloksa gore daha fazla oldugu saptanmstir (p<0,05).

esdeger

Absorbans (734 nm)

0,5

Konsantrasyon (pM)

Sonuglar U¢ galismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmigtir.

ap<0,05 Etanol+ABTS; P p<0,05 Troloks ile karsilagtiriimistir.

Sekil 4.1. TEAK yontemine gore troloks ve piknogenoliin antioksidan kapasiteleri

% inhibisyon
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Konsantrasyon (pM)

——Trolox
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Sekil 4.2. TEAK yontemine gore troloks ve piknogenoliin ABTS radikalinin

oksidasyonuna etkileri
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4.1.2. Resveratroliin TEAK yontemi ile antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesine

iliskin bulgular

Resveratroliin  2- 200 uM konsantrasyon araligindaki 9 farkli konsantrasyonunun (2, 2.5,
5, 7.5, 10, 25, 50, 100, 200 uM), oksidan olan ABTS c¢ozeltisine karsi antioksidan
aktivitesi incelenmis ve resveratroliin antioksidan etkisi, esdeger konsantrasyonlardaki
troloksun antioksidan aktivitesi ile kiyaslanmistir. 2 pM ve iizerindeki tiim
konsantrasyonlarda resveratrol, oksidan ozellikteki ABTS’ye karsi antioksidan aktivite
gostermistir (p<0,05). Resveratroliin antioksidan aktivitesinin, tiim konsantrasyonlarda
esdeger konsantrasyondaki troloksa gore daha fazla oldugu da saptanmistir (p<0,05)
(Cizelge 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. TEAK y0Ontemine gore troloks ve resveratroliin antioksidan kapasitelerine

iliskin bulgular*
Cozeltilerin Verdigi Ortalama
Absorbans Degerleri (+standart sapma)

1 Etanol+ABTS 0,616 £0,019

2 2 uM Troloks+ABTS 0,560+ 0,013

2 2 uM Resveratrol+ABTS 0,470 + 0,025 °
3 2,5 uM Troloks+ABTS 0,549 £0,012*
3 | 2,5 uM Resveratrol+ABTS 0,457 + 0,023 P
4 5 uM Troloks+ABTS 0,542 +0,012 2
4 5 uM Resveratrol+ABTS 0,319 + 0,026 P
5 7,5 uM Troloks+ABTS 0,539 +0,011°%
5 7,5 uM Resveratrol+ABTS 0,295 + 0,030 °
6 10 uM Troloks+ABTS 0,533 +0,013?
6 10 uM Resveratrol+ABTS 0,236 + 0,038 P
7 25 uM Troloks+ABTS 0,454 + 0,021 ®
7 25 uM Resveratrol+ABTS 0,195 + 0,030 P
8 50 uM Troloks+ABTS 0,267 +0,045 2
8 50 uM Resveratrol+ABTS 0,124 + 0,055 °
9 100 uM Troloks+ABTS 0,134 +0,014
9 100 uM Resveratrol+ABTS 0,041 + 0,028 b
10 | 200 uM Troloks+ABTS 0,045 +£0,025 @
10 | 200 uM Resveratrol+ABTS 0,020 + 0,012 b

*Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.

1p<0.05 Etanol+ABTS; ® p<0.05 Troloks ile karsilastirilmstir.
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Absorbans (734 nm)

Konsantrasyon (pM)

Sonuglar G¢ ¢galismanin ortalama deg@eri + standart sapma olarak verilmistir.

Sekil 4.3. TEAK yontemine gore troloks ve resveratroliin antioksidan kapasiteleri

100

% inhibisyon
(&)}
o

—X— Troloks
—{— Resveratrol

Konsantrasyon (pM)

Sekil 4.4. TEAK yontemine gore troloks ve resveratroliin ABTS radikalinin oksidasyonuna
etkileri
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4.1.3. Rosmarinik asidin TEAK yontemi ile antioksidan kapasitesinin

degerlendirilmesine iligkin bulgular

Rosmarinik asidin 2- 200 uM konsantrasyon araligindaki 9 farkli konsantrasyonunun (2,
2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 100, 200 uM), oksidan olan ABTS c¢o6zeltisine kars1 antioksidan
aktivitesi incelenmistir. Ayrica rosmarinik asidin antioksidan etkisi, esdeger
konsantrasyonlardaki troloksun antioksidan aktivitesi ile kiyaslanmistir. 2 pM ve
izerindeki tiim konsantrasyonlarda rosmarinik asit, oksidan oOzellikteki ABTS’ye karsi
antioksidan aktivite gostermistir (p<0,05). Rosmarinik asidin antioksidan aktivitesinin, 2
uM konsantrasyon harici tiim konsantrasyonlarda esdeger konsantrasyondaki troloksa gore

daha fazla oldugu da saptanmustir (p<0,05) (Cizelge 4.3, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Cizelge 4.3. TEAK yoOntemine gore troloks ve rosmarinik asidin antioksidan kapasitelerine

iliskin bulgular*
Cozeltilerin Verdigi Ortalama
Absorbans Degerleri (+standart sapma)

1 Etanol+ABTS 0,616 £0,019

2 2 uM Troloks+ABTS 0,560+ 0,013

2 2 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,561 £0,017®
3 2,5 uM Troloks+ABTS 0,549 +0,012
3 2,5 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,490 + 0,019 2°
4 5 uM Troloks+ABTS 0,542 +0,012°
4 5 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,481 +0,015 b
5 7,5 uM Troloks+ABTS 0,539 +0,011°%
5 7,5 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,458 + 0,020 *°
6 10 uM Troloks+ABTS 0,533 +0,013?
6 10 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,350 + 0,026 *°
7 25 uM Troloks+ABTS 0,454 + 0,021 ®
7 25 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,311 £0,036 P
8 50 uM Troloks+ABTS 0,267 +0,045 2
8 50 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,195 + 0,083 P
9 100 uM Troloks+ABTS 0,134 +0,014*
9 | 100 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,045 + 0,037 &P
10 | 200 uM Troloks+ABTS 0,045 0,025 ®
10 | 200 uM Rosmarinik asit+ABTS 0,007 £ 0,014 b

*Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
1p<0,05 Etanol+ABTS; ® p<0,05 Troloks ile karsilastirilmstir.
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Absorbans (734 nm)

Konsantrasyon (pM)

Sonuglar Ug galismanin ortalama dederi + standart sapma olarak verimistir.
2p<0,05 Etanol+ABTS; ® p<0,05 Troloks ile karsilastinimistir

Sekil 4.5. TEAK yontemine gore troloks ve rosmarinik asidin antioksidan kapasiteleri
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Sekil 4.6. TEAK yontemine gore troloks ve rosmarinik asidin ABTS radikalinin
oksidasyonuna etkileri
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4.1.4. Vanilik asidin TEAK yontemi ile antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesine

iliskin bulgular

Vanilik asidin 2- 400 uM konsantrasyon araligindaki 10 farkli konsantrasyonunun (2, 2.5,
5, 7.5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 uM), oksidan olan ABTS cozeltisine kars1 antioksidan
aktivitesi  incelenmistir.  Ayrica vanilik asidin  antioksidan  etkisi, esdeger
konsantrasyonlardaki troloksun antioksidan aktivitesi ile kiyaslanmistir. 2 pM ve
izerindeki tiim konsantrasyonlarda vanilik asit, oksidan o6zellikteki ABTS’ye Kkarsi
antioksidan aktivite gostermistir (p<0,05). Vanilik asidin diisiik konsantrasyonlarda (2-25
uM) antioksidan aktivitesinin esdeger konsantrasyondaki troloksa gore daha fazla oldugu,
ancak vanilik asidin yiiksek konsantrasyonlarda (50-400 uM) troloksa gore daha diisiik
antioksidan aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (p<0,05) (Cizelge 4.4, 4.7 ve Sekil 4.8).

Cizelge 4.4. TEAK yontemine gore troloks ve vanilik asidin antioksidan kapasitelerine
iliskin bulgular. *

Cozeltilerin Verdigi Ortalama Absorbans
Degerleri (+standart sapma)

1 Etanol+ABTS 0,616 + 0,019

2 2 uM Troloks+ABTS 0,560 £ 0,013 2
2 2 uM Vanilik asit+ABTS 0,501 + 0,034 *°
3 2,5 uM Troloks+ABTS 0,549 + 0,012 *
3 2,5 uM Vanilik asit+ABTS 0,483 + 0,039 *°
4 5 uM Troloks+ABTS 0,542 £ 0,012 *
4 5 uM Vanilik asit+ABTS 0,446 + 0,025 *°
5 7,5 uM Troloks+ABTS 0,539+0,0112
5 7,5 uM Vanilik asit+ABTS 0,428 + 0,028 *°
6 10 uM Troloks+ABTS 0,533 £0,0132
6 10 uM Vanilik asit+ABTS 0,416+ 0,027 2°
7 25 uM Troloks+ABTS 0,454 £ 0,021 *
7 25 uM Vanilik asit+ABTS 0,344 + 0,041 *°
8 50 uM Troloks+ABTS 0,267 £0,045*
8 50 uM Vanilik asit+ABTS 0,283 + 0,048 *°
9 100 uM Troloks+ABTS 0,134 +£0,0142
9 100 uM Vanilik asit+ABTS 0,210 + 0,033 *°
10 | 200 uM Troloks+ABTS 0,045 £ 0,025
10 | 200 uM Vanilik asit+ABTS 0,156 + 0,037 °
11 | 400 uM Troloks+ABTS 0,016 £ 0,016 *
11 | 400 uM Vanilik asit+ABTS 0,092 + 0,021 *°

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.

2p<0,05 Etanol+ABTS; ® p<0,05 Troloks ile karsilastirilmustir.
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Sonuglar u¢ calismanin ortalama dedari * standart sapma olarak verimistir.
1p<0,05 Etanol+ABTS; © p<0,05 Troloks ile karsiastirimistir.

Sekil 4.7. TEAK yontemine gore troloks ve vanilik asidin antioksidan kapasiteleri
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Sekil 4.8. TEAK yontemine gore troloks ve vanilik asidin ABTS radikalinin
oksidasyonuna etkileri
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4.1.5. Sinnamik asidin TEAK yontemi ile antioksidan kapasitesinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Sinnamik asidin 2- 400 uM konsantrasyon aralifindaki 10 farkli konsantrasyonunun (2,
2.5,5,7.5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 uM), oksidan olan ABTS c¢ozeltisine kars1 antioksidan
aktivitesi incelenmis ve antioksidan etkisi, esdeger konsantrasyonlardaki troloksun
antioksidan aktivitesi ile kiyaslanmistir. Calisilan konsantrasyonlarda sinnamik asidin
oksidan oOzellikteki ABTS’ye kars1 antioksidan aktivite gostermedigi belirlenmistir

(Cizelge 4.5, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

Cizelge 4.5. TEAK yontemine gore troloks ve sinnamik asidin antioksidan kapasitelerine

iligkin bulgular. *

Cozeltilerin Verdigi Ortalama
Absorbans Degerleri (xstandart sapma)

1 Etanol+ABTS 0,616 +0,019

2 2 uM Troloks+ABTS 0,560 +0,013
2 2 uM Sinnamik asit+ABTS 0,631 +0,025°
3 2,5 uM Troloks+ABTS 0,549 +0,012
3 2,5 uM Sinnamik asit+ABTS 0,625 +0,027°
4 5 uM Troloks+ABTS 0,542 +0,012%
4 5 uM Sinnamik asit+ABTS 0,620 + 0,025 °
5 7,5 uM Troloks+ABTS 0,539 +0,011%
5 7,5 uM Sinnamik asit+ABTS 0,617 £0,024 °
6 10 uM Troloks+ABTS 0,533 +0,013?
6 10 uM Sinnamik asit+ABTS 0,616 +0,024 °
7 25 uM Troloks+ABTS 0,454 + 0,021 *
7 25 uM Sinnamik asit+ABTS 0,612 +0,025°
8 50 uM Troloks+ABTS 0,267 £0,045 ®
8 50 uM Sinnamik asit+ABTS 0,609 + 0,024 °
9 100 uM Troloks+ABTS 0,134 +0,014
9 100 uM Sinnamik asit+ABTS 0,606 + 0,024 ®
10 200 uM Troloks+ABTS 0,045 +0,0252
10 200 uM Sinnamik asit+ABTS 0,601 + 0,021 °
11 400 uM Troloks+ABTS 0,016 £0,016
11 400 uM Sinnamik asit+ABTS 0,593 +£0,023°

*Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
1p<0,05 Etanol+ABTS; ® p<0,05 Troloks ile karsilastirilmstir.
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Absorbans (734 nm)

Konsantrasyon (uM)

Sonuglar ti¢ ¢galismanin ortalama degeri + standart sapma olarak verilmistir.
ap<0,05 Etanol+ABTS; b p<0,05 Troloks ile kargilastiriimigtir.

Sekil 4.9. TEAK yontemine gore troloks ve sinnamik asidin antioksidan kapasiteleri
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Piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin TEAK yontemi ile
belirlenen antioksidan kapasitelerini kendi aralarinda degerlendirdigimizde antioksidan
aktivite siralamasi, genel olarak piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit ve vanilik asit
seklindedir. Sinnamik asit c¢alisilan konsantrasyonlarda, oksidan ozellikteki ABTS
radikaline kars1 antioksidan aktiviteye sahip degildir. Veriler kiyaslandiginda piknogenol
ve resveratroliin antioksidan kapasitelerinin birbirine yakin oldugu soylenebilir. Ozellikle
diisiik konsantrasyonlar1 olmak iizere bazi1 konsantrasyonlarda (2, 2.5, 5, 7.5, 25, 100 uM)
piknogenoliin antioksidan kapasitesi resveratrole gore daha yiiksek iken, bazi
konsantrasyonlarda (10, 50, 200 uM) ise resveratroliin antioksidan kapasitesi piknogenole
gore daha yiiksektir. Rosmarinik asit ise ¢alisilan en yiiksek konsantrasyonunda (200 uM)

piknogenol ve resveratrolden daha giiclii bir antioksidan kapasiteye sahiptir.

4.2. Fenolik Bilesiklerin NKA Yontemi ile Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine

fliskin Bulgular

4.2.1. Piknogenoliin NKA yontemi ile sitotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin

bulgular

Piknogenoliin 8 farkli konsantrasyonunun (25, 50, 100, 125, 150, 200, 250, 300 ug/ml)
CHO hiicrelerindeki sitotoksik etkisi NKA yontemi ile degerlendirilmistir. NKA deneyi
sonuglarina gore; piknogenol 25-125 pg/ml uygulama konsantrasyonlarinda hiicre canlilii
izerine herhangi bir sitotoksik etki gostermemis ancak 150 pg/ml konsantrasyonundan
itibaren sitotoksik etki baslamistir. 300 pug/ml konsantrasyonunda ise hiicre canliligt %
50’nin altina diismiistiir (Cizelge 4.6, Sekil 4.11). Piknogenoliin CHO hiicrelerinde ICso
degeri 285 pg/ml olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. NKA yontemine gore piknogenoliin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi *

Yasayan Hiicre Ortalama | Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
(standart sapma)
1 | (-) Kontrol 0,425 +0,017 100
2 | 25 pg/ml Piknogenol 0,441 + 0,028 103,7
3 | 50 pg/ml Piknogenol 0,445 + 0,012 104,7
4 | 100 pg/ml Piknogenol 0,437 £ 0,029 102,9
S | 125 pg/ml Piknogenol 0,422 £ 0,015 99,3
6 | 150 pg/ml Piknogenol 0,362 +£ 0,031 85,1
7 | 200 pg/ml Piknogenol 0,306 + 0,026 71,9
8 | 250 pg/ml Piknogenol 0,271 £ 0,023 63,8
9 | 300 pg/ml Piknogenol 0,202 + 0,021 47.5

* Sonuglar li¢ caligsmanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.11. NKA yontemine gore piknogenoliin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi
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4.2.2. Resveratroliin NKA yontemi ile sitotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin

bulgular

Resveratroliin 8 farkli konsantrasyonunun (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 uM) CHO
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi NKA yontemi ile degerlendirildiginde 10 ve 25 uM’lik
konsantrasyonlarinda  hiicre canliliginda bir degisme gozlenmezken, 50 uM
konsantrasyondan itibaren sitotoksik etki baslamis ve 150 uM konsantrasyondan sonra
hiicre canlilig1 hizli bir sekilde diismiistiir. 200 uM ve iizeri konsantrasyonda ise hiicre
canliligt % 50’nin altina diismiistiir (Cizelge 4.7, Sekil 4.12). Resveratrolin CHO
hiicrelerinde ICso degeri 165 uM olarak bulunmustur.

Cizelge 4.7. NKA yontemine gore resveratroliin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi *

Yasayan Hiicre Ortalama | Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
(+standart sapma)
1 | (-) Kontrol (% 1 DMSO) 0,476 £ 0,014 100
2 | 10 uM Resveratrol 0,447 £ 0,012 93,86
3 | 25 uM Resveratrol 0,457 £ 0,020 95,91
4 | 50 uM Resveratrol 0,409 £ 0,015 85,89
5 | 75 uM Resveratrol 0,302 + 0,027 63,49
6 | 100 uM Resveratrol 0,312+ 0,010 65,58
7 | 150 uM Resveratrol 0,263 £ 0,018 55,31
8 | 200 uM Resveratrol 0,194 + 0,013 40,78
9 | 250 uM Resveratrol 0,131 = 0,024 27,44
* Sonuglar ii¢ ¢calismanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.12. NKA yontemine gore resveratroliin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi

4.2.3. Rosmarinik asidin NKA yontemi ile sitotoksisitesinin degerlendirilmesine

iliskin bulgular

Rosmarinik asidin 8 farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ug/ml)
CHO  hiicrelerindeki  sitotoksik  etkisi degerlendirildiginde, rosmarinik asidin
uygulamasinda 50-150 pg/ml konsantrasyonlarda hiicre canliligini doza bagl olarak
azalttigr ve 200pug/ml konsantrasyonda % 50’nin altina diisiirdiigii gézlenmistir (Cizelge
4.8, Sekil 4.13). Rosmarinik asidin CHO hiicrelerindeki ICsp 167 pug/ml degeri olarak

saptanmistir.
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Cizelge 4.8. NKA yontemine gore rosmarinik asidin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi *

Yasayan Hiicre Ortalama

Yasayan Hiicre

Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
(+standart sapma)

1 | (-) Kontrol (%1 DMSO) 0,489 £ 0,011 100

2 | 5 pg/ml Rosmarinik asit 0,435 £ 0,023 89,01
3 | 10 ug/ml Rosmarinik asit 0,434 + 0,016 88,67
4 | 25 ug/ml Rosmarinik asit 0,402 + 0,007 82,26
5 | 50 ug/ml Rosmarinik asit 0,364 + 0,021 74,53
6 | 75 pg/ml Rosmarinik asit 0,373 £0,019 76,18
7 | 100 pg/ml Rosmarinik asit 0,307 £ 0,015 62,75
8 | 150 pg/ml Rosmarinik asit 0,272 £ 0,018 55,55
9 | 200 pg/ml Rosmarinik asit 0,218 + 0,013 44,63

* Sonuglar {i¢ calismanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.13. NKA yontemine gore rosmarinik asidin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi
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4.2.4. Vanilik asidin NKA yontemi ile sitotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin

bulgular

Vanilik asidin 8 farkli konsantrasyonunun (2, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 uM) CHO
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi NKA yontemi ile degerlendirilmistir. vanilik asit 2-400 uM

uygulama konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 iizerinde sitotoksik etki gostermemistir

(Cizelge 4.9, Sekil 4.14).

Cizelge 4.9. NKA yontemine gore vanilik asidin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi *

Yasayan Hiicre Ortalama | Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
(+standart sapma)
1 | (-) Kontrol (% 1 DMSO) 0,406 = 0,022 100
2 | 2 pM Vanilik asit 0,394 + 0,014 96,9
3 | 5 uM Vanilik asit 0,372 £ 0,026 91,6
4 | 10 pM Vanilik asit 0,378 £ 0,034 93,1
5 | 25 pM Vanilik asit 0,392 + 0,035 96,5
6 | 50 pM Vanilik asit 0,375 +0,019 92,3
7 | 100 pM Vanilik asit 0,378 £ 0,011 93,1
8 | 200 pM Vanilik asit 0,363 £0,019 89,3
9 | 400 pM Vanilik asit 0,375 £ 0,013 92,2
* Sonuglar {i¢ calismanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.14. NKA yontemine gore rosmarinik asidin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi
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4.2.5. Sinnamik asidin NKA yontemi ile sitotoksisitesinin degerlendirilmesine iliskin

bulgular

Sinnamik asidin 8 farkli konsantrasyonunun (2, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 uM) CHO
hiicrelerindeki sitotoksik etkisi NKA yontemi ile degerlendirilmistir. Notral kirmizis1 alimi
deneyi sonuglarina gore; sinnamik asit 2-400 uM uygulama konsantrasyonlarinda hiicre

canlilig1 {izerinde sitotoksik etki gostermemistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.15).

Cizelge 4.10. NKA yontemine gore sinnamik asidin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi. *

Yasayan Hiicre Ortalama | Yasayan Hiicre
Absorbans Degerleri Yiizdeleri (%)
(+standart sapma)
1 | (-) Kontrol (% 1 DMSO) 0,406 + 0,022 100
2 | 2 pM Sinnamik asit 0,394 + 0,005 96,9
3 | 5 pM Sinnamik asit 0,393 + 0,003 96,7
4 | 10 pM Sinnamik asit 0,387 £ 0,011 95,2
S5 | 25 pM Sinnamik asit 0,361 + 0,049 88,7
6 | 50 pM Sinnamik asit 0,368 + 0,040 90,5
7 | 100 pM Sinnamik asit 0,364 + 0,024 89,7
8 | 200 pM Sinnamik asit 0,350 £ 0,010 86,1
9 [400 pM Sinnamik asit 0,359 + 0,033 88,4
* Sonuglar ii¢ ¢calismanin ortalama degeri * standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.15. NKA yontemine gore sinnamik asidin CHO hiicrelerinde sitotoksik etkisi
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4.3. Fenolik Bilesiklerin Comet Yontemi ile Genotoksik ve Antigenotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

4.3.1. Piknogenoliin comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Piknogenoliin saglikli lenfositlerde ve H>O> ile oksidatif hasar indiiklenen lenfositlerde
DNA hasarina karsi etkileri kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
olarak belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.11°de ve Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18’de

gosterilmistir.

Piknogenoliin 6 farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25, 50, 100, 150 pg/ml) saglikli insan
lenfositlerine uygulanmasi sonrasinda, diisiik konsantrasyonlarinda (5-50 pg/ml) negatif
kontrole kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
degerlendirmesinde DNA hasar1 olusturmadig: belirlenmistir. Piknogenoliin en yiiksek iki
konsantrasyonunun (100 ve 150 pg/ml) ise DNA hasarina neden oldugu ve DNA kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametrelerinin hepsinde istatistiksel

olarak 6nemli artisa neden oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Piknogenol muamelesinin ardindan H>O> uygulanan lenfosit orneklerinin hepsinde, tek
basina H>O: uygulanmis olan pozitif kontrol grubuna kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk
yogunlugu ve kuyruk momenti olarak degerlendirilen DNA hasarinda istatistiksel olarak
anlaml (p<0,05) bir azalma meydana getirmistir. Sonug¢ olarak piknogenol c¢alisilan tiim
konsantrasyonlarda lenfositlerde H>O tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1

koruyucu bir etki gostermistir.



Cizelge 4.11. Piknogenoliin saglikl1 lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen

lenfositlerde DNA hasarina kars1 etkilerine iligkin bulgular *

Kuyruk
Uzunlugu
+standart hata

Kuyruk
Yogunlugu
+standart hata

Kuyruk
Momenti
+standart hata

Negatif Kontrol (PBS) 16,73+0,19 2,38+0,24 0,29+0,03
Pozitif kontrol (H>0>) 43,98+0,64 ¢ 32,03+1,42 ¢ 8,13+0,40
Sug/ml Piknogenol 16,18+0,20 2,90+0,26 0,33+0,03
10pg/ml Piknogenol 15,87+0,19 2,58+0,25 0,28+0,03
25ug/ml Piknogenol 15,63+0,21 3,71+0,28 0,41+0,03
50pg/ml Piknogenol 16,40+0,28 6,16+0,50 * 0,75+0,09
100pug/ml Piknogenol 23,40+0,58 * 11,43+0,842 2,270,212
150pg/ml Piknogenol 26,11+0,58 # 15,89+1,00° 3,10+0,26 *
Sug/ml Piknogenol+H:O- 41,21+0,72 *» 30,23+1,43 ¢ 7,64+0,41*
10pg/ml Piknogenol+H:0» 38,36+0,85 *P 29,89+1,78 ** 7,20+0,55 *°
25pg/ml Piknogenol+H:O; 33,32+0,76 * 22,35+1,34 *° 5,39+0,38 *°
S50pg/ml Piknogenol+H-O: 31,76+0,74 *° 20,04+1,30 & 5,07+0,41 *°
100pg/ml Piknogenol+H-O: 35,53+0,85 *P 27,23+1,58 & 7,70£0,50%
150pg/ml Piknogenol+H-O: 29,70+0,78 *° 13,91+1,02 *° 3,32+0,31 0

* Dort caligmanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli, ° Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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= Kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlamli, ® Pozitif kontrale gore p<0.05 duzeyinde anlamil

Sekil 4.16. Piknogenoliin saglikli lenfositlerde ve H>O: ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri
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a Kontrole gore p<0.05 diizeyinds anlamli, & Pozitif kontrole gore p<0.05 dizeyinde anlamh

Sekil 4.17. Piknogenoliin saglikli lenfositlerde ve H>O; ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.18. Piknogenoliin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk momenti iizerine etkileri

4.3.2. Resveratroliin comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Resveratroliin saglikli lenfositlerde ve H»O: ile oksidatif hasar indiiklenen lenfositlerde
DNA hasarina karsi etkileri kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
olarak belirlenmis ve sonuclar Cizelge 4.12°de ve Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21°de
gosterilmistir. Resveratroliin bes farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25, 50 ve 100 uM)
saglikli insan lenfositlerine tek basina uygulamasinin sonrasinda tiim dozlarinda kontrole
kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlendirmesine gore
DNA hasart olusturmadigi goriilmiistiir. Resveratrol muamelesinin ardindan H>O»
uygulanan tiim gruplarda, tek basina H>O uygulanmis olan pozitif kontrol grubuna kiyasla
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak degerlendirilen DNA

hasarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak resveratroliin, uygulanan tiim konsantrasyonlarinda lenfositlerde H>O»

tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etki gosterdigi gézlenmistir.
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Cizelge 4.12. Resveratroliin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen

lenfositlerde DNA hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular *

Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Uzunlugu Yogunlugu Momenti
+standart hata +standart hata | +standart hata
Kontrol (% S DMSO) 19,45 +0,36 6,08 £ 0,49 0,90 +0,08
Pozitif kontrol (H>0>) 46,16 + 0,69 * 39,84 +1,48*° 10,59 +45°
S5uM Resveratrol 19,09 £ 0,39 5,65+ 0,58 0,87 £,11
10uM Resveratrol 19,16 + 0,40 6,45 +0,51 0,93 +0,08
25uM Resveratrol 19,94 + 0,43 5,40 +0,50 0,83 0,10
50uM Resveratrol 19,88 £ 0,45 7,68 + 0,66 1,14 £0,11
100uM Resveratrol 19,10 £ 0,42 6,44 £ 0,61 0,94 £0,13
5uM Resveratrol +H;0, 36,71 £0,83 ° 24,42 + 1,39 20 6,11 0,40 *°
10uM Resveratrol +H:O» 31,80 + 0,83 *° 20,89 + 1,38 P 4,89 +0,40 *°
25uM Resveratrol +H,0: 33,11 +£0,85%° 19,84 + 1,30 *° 4,55 0,36 *°
50uM Resveratrol +H;0, 30,37 £0,70 *° 1597 £1,23 2> 3,09 0,29 2°
100uM Resveratrol +H,O; 27,52 £0,73 0 10,81 £0,98 *° 2,15 0,25 *°

* Uc calismanin ortalama degerleridir

2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli, ° Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.19. Resveratroliin saglikli lenfositlerde ve H2Oz ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri
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* Kontrole gore p<U0.U5> dizeyinde anlamii, * Pozitr kontrole gore p<0.05 diizeyinde anlami

Sekil 4.20. Resveratroliin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.21. Resveratroliin saglikli lenfositlerde ve H20: ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk momenti iizerine etkileri

4.3.3. Rosmarinik asidin comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Rosmarinik asidin saglikli lenfositlerde ve H»0O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde DNA hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular Cizelge 4.13 ve Sekil 4.22,
Sekil 4.23, Sekil 4.24’de gosterilmistir. Buna gore rosmarinik asidin saglikli insan
lenfositlerinde diisiik konsantrasyonlarinda (5-50 pg/ml) negatif kontrole kiyasla kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlendirmesinde DNA hasar
olusturmadigi belirlenmistir. Rosmarinik asidin en yiiksek iki konsantrasyonunun (100 ve
200 pug/ml) ise kuyrugu uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametlerinin
hepsinde istatistiksel olarak artisa neden oldugu ve DNA hasarina neden olduklar
goriilmiistiir. Bununla birlikte rosmarinik asit muamelesinin ardindan H2O: uygulanan
gruplar, tek basina H>O> uygulanmis olan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda diisiik
dozlarda (5 ve 10 pug/ml) koruyucu etki gostermedigi, ancak yiiksek dozlarda (25-200

pug/ml) DNA hasarinda bir azalma oldugu yani koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir.



Cizelge 4.13. Rosmarinik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar
indiiklenen lenfositlerde DNA hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular *
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Kuyruk
Uzunlugu
+standart hata

Kuyruk
Yogunlugu
+standart hata

Kuyruk
Momenti
+standart hata

Negatif Kontrol (PBS) 16,38 0,12 4,04 +0,30 0,48 +0,39
Pozitif kontrol ( H20>) 43,56 +0,81 a 24,26 +1,00 a 5,90 +0,31 a
Sug/ml Rosmarinik asit 16,46 +0,15 4,56+ 0,33 0,55 +0,04
10pg/ml Rosmarinik asit 16,78 £0,17 5,03 0,37 0,62 +0,05
25ug/ml Rosmarinik asit 15,97 0,15 5,37 0,39 0,65 +0,05
50ug/ml Rosmarinik asit 16,65 £0,22 5,55 0,40 0,73 £0,07
100ug/ml Rosmarinik asit 18,38 £0,41 * 5,80 +0,47 0,79 £0,07
200pg/ml Rosmarinik asit 19,30 £0,39 # 10,20+ 0,66 * 1,46 0,13 *
S5ug/ml Rosmarinik asit +H>O> 42,53 £0,86 * 31,62 £1,20 b 8,23 £0,37 &b
10pg/ml Rosmarinik asit +H>O» 43,23 £0,82 * 39,03 £1,36 *° 10,51 0,42 °
25ug/ml Rosmarinik asit +H,0; 40,57 £0,87 *° 25,36 £1,07 * 6,47 £0,30 *
50ug/ml Rosmarinik asit +H0, 36,42 £0,67 ** | 17,87 £0,81 ** 3,68 0,19 *®
100ug/ml Rosmarinik asit +HO, | 39,84 +1,00 *° 22,81 1,06 * 5,82 +0,32®
200ug/ml Rosmarinik asit +H,0, | 33,02 +£0,54 ** | 17,08 £0,69 ** 3,30 20,14 &°

* U¢ calismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli, ° Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.22. Rosmarinik asidin saglikli lenfositlerde ve H20: ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.23. Rosmarinik asidin saglikli lenfositlerde ve H20: ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.24. Rosmarinik asidin saglikli lenfositlerde ve H2O: ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk momenti iizerine etkileri

4.3.4. Vanilik asidin comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Vanilik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O: ile oksidatif hasar indiiklenen lenfositlerde
DNA hasarina kars1 etkilerine iliskin sonuglar Cizelge 4.14’te ve Sekil 4.25, Sekil 4.26,
Sekil 4.27°de gosterilmistir. Buna gore tek basmna vanilik asidin alti  farkh
konsantrasyonunun (5, 25, 50, 100, 500 ve 1000 uM) saglikli insan lenfositlerinde kontrole
kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlendirmesine gore
DNA hasar1 olusturmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte vanilik asit muamelesinin
ardindan H,O; uygulanan tiim gruplarda, tek basina H>O> uygulanmis olan pozitif kontrol
grubuna kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak
degerlendirilen DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma oldugu
belirlenmistir. Sonug¢ olarak vanilik asit uygulanan tiim konsantrasyonlarinda lenfositlerde

H>0, tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu bir etki gostermistir.
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Cizelge 4.14. Vanilik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde DNA hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular *

Kuyruk
Uzunlugu
+standart hata

Kuyruk
Yogunlugu
+standart hata

Kuyruk
Momenti
+standart hata

Negatif Kontrol(PBS) 15,36+0,13 5,26+0,4 0,55+0,05
Pozitif kontrol (H20>) 50,36+0,54 ¢ 45,47+1,27* 12,10£0,39°
SuM Vanilik asit 15,14+0,12 3,93+0,31 0,44+0,04
25uM Vanilik asit 14,96+0,11 5,81+0,40 0,64+0,05
S0uM Vanilik asit 15,4120,12 5,28+0,38 0,60+0,05
100uM Vanilik asit 14,87+0,10 4,45+0,35 0,48+0,04
500 pM Vanilik asit 15,1240,12 6,24+0,49 0,73+0,06
1000 uM Vanilik asit 14,71+0,13 5,95+0,46 0,67+0,06
SuM Vanilik asit +H,0: 35,29+0,73 »P 22,04+1,07 *° 4,18+0,22 **
25uM Vanilik asit +H>O> 34,76+0,60 *° 19,3540,96 *° 3,91+0,22 0
S0uM Vanilik asit +H20: 36,24+0,79 ** 22,46+1,07 *° 4,40+0,24 *°
100uM Vanilik asit +H>O» 30,34+0,57 *° 19,03+1,06 *° 3,23+0,21 *°
500uM Vanilik asit +H>O> 35,89+0,63 P 25,65+1,17 *° 5,07+0,29 *°
1000uM Vanilik asit +H>O: 28,14+0,51 *° 17,3240,93 *° 2,7240,17 b

* U¢ calismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
2 Kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli, ® Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli
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Sekil 4.25. Vanilik asidin saglikli lenfositlerde ve H2O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.26. Vanilik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O; ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.27. Vanilik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O; ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk momenti iizerine etkileri

4.3.5. Sinnamik asidin comet yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Sinnamik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O: ile oksidatif hasar indiiklenen lenfositlerde
DNA hasarina kars1 etkilerine iligkin bulgular Cizelge 4.15’te ve Sekil 4.28, Sekil 4.29,
Sekil 4.30°da gosterilmistir. Buna gore sinnamik asidin alt1 farkli konsantrasyonunun (5,
25, 50, 100, 500 ve 1000 uM) saglikli insan lenfositlerinde calisilan tiim
konsantrasyonlarda kontrole kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
momenti degerlendirmesine gore DNA hasari olusturmadig goriilmiistiir. Bununla birlikte
sinnamik asit muamelesinin ardindan H»O; uygulanan tiim gruplarda, tek basina H>O>
uygulanmis olan pozitif kontrol grubuna kiyasla kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti olarak degerlendirilen DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) bir azalma oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak sinnamik asit uygulanan tiim
konsantrasyonlarinda lenfositlerde H>O» tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarina

kars1 koruyucu bir etki gdstermistir.
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Cizelge 4.15. Sinnamik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O; ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde DNA hasarina karsi etkilerine iliskin bulgular *

Kuyruk
Uzunlugu
+standart hata

Kuyruk
Yogunlugu
+standart hata

Kuyruk
Momenti
+standart hata

Negatif Kontrol (PBS) 15,81+0,15 4,16+0,33 0,46+0,04
Pozitif kontrol (H20>) 47,23+0,88 * 42,98+1,49 ® 11,36+0,47 *
SuM Sinnamik asit 15,49+0,13 6,14+0,47 0,68+0,06
25uM Sinnamik asit 15,97+0,11 4,67+0,40 0,53+0,05
50puM Sinnamik asit 15,62+0,10 4,65+0,36 0,51+0,04
100puM Sinnamik asit 15,46+0,13 5,85+0,45 0,66+0,05
500 pM Sinnamik asit 15,5340,14 4,64+0,38 0,52+0,05
1000 pM Sinnamik asit 16,52+0,18 7,74+0,56 a 0,91+0,08
SuM Sinnamik asit +H>O: 29,48+0,60 *° 20,07+0,98 *° 3,43+0,19 *°
25uM Sinnamik asit +H,O> 37,34+0,88 32,27+1,51 *° 7,49+0,44 *b
S0uM Sinnamik asit +H20: 34,30+0,78 *° 21,45+1,14 20 3,94+0,23 b
100pM Sinnamik asit +H>O> 37,460,66 *° 25,73+1,20 *° 5,1940,29 2°
500puM Sinnamik asit +H>O> 35,70+0,57 *° 27,83+1,22 0 5,44+0,31 *°
1000uM Sinnamik asit +H>O: 43,81+1,26 *° 31,56+1,55 *° 8,42+0,56

* U¢ calismanin ortalama degerleri + standart hata olarak verilmistir.
2 Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli, ° Pozitif kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml
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Sekil 4.28. Sinnamik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk uzunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.29. Sinnamik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk yogunlugu iizerine etkileri
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Sekil 4.30. Sinnamik asidin saglikli lenfositlerde ve H>O» ile oksidatif hasar indiiklenen
lenfositlerde comet kuyruk momenti iizerine etkileri

4.4. Fenolik Bilesiklerin MC Yontemi ile Genotoksik ve Antigenotoksik Etkilerinin

Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

4.4.1. Piknogenoliin MC yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Piknogenoliin tek basina ve H2O: ile birlikte uygulandigi insan lenfositlerindeki % MC
degerleri ve niikleer boliinme indeksleri Cizelge 4.16’da gosterilmistir. Piknogenoliin,
negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda tek basina diisiik konsantrasyonlarinda (5-50

ug/ml) MC olusumunda anlamli bir artisa neden olmadig1 gézlenmistir.

Piknogenoliin yiiksek iki konsantrasyonunda ise (100 ve 150 pg/ml) kontrol grubuna
kiyasla MC frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,05) olusturdugu
belirlenmistir. Sadece H>O» uygulanan tiim gruplarda % MC frekansi kontrole gére 6nemli

derece bir artis (p<0,05) gostermistir.

H>0: ile birlikte piknogenol uygulanan tiim gruplarda ise % MC frekansinda azalma
gozlenmistir. Bu azalma en diisiik doz harici tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak

anlamh diizeydedir (p<0,05) (Cizelge 4.16, Sekil 4.31).
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Cizelge 4.16. Piknogenol ve piknogenol ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit

kiiltiirlerindeki MC frekanslari

Uygulama Grubu MC sayisina gore MC/10° % MC+SH Niikleer
hiicrelerin dagilim hiicre Béliinme
o @ Indeksi
(-) Kontrol 11 2 5 0,50+0,13 1,83+0,35
100 uM H>0, 63 10 27,6 2,76+0,30 * 1,7240,34
5 ug/ml Piknogenol 19 2 7,7 0,77+0,16 1,70+0,33
10 pg/ml Piknogenol 24 2 9,3 0,93+0,18 1,76+0,34
25 pg/ml Piknogenol 24 3 10 1,00+0,18 1,70+0,33
50 pg/ml Piknogenol 28 1 10 1,00+0,18 1,81+0,34
100 pg/ml Piknogenol 24 3 11 1,10£0,19 ® 1,73£0,34
150 pg/ml Piknogenol 30 2 11,3 1,13+£0,19* 1,61£0,32
5 pg/ml Piknogenol+ H,O» 57 6 24 2,40+0,28 * 1,71£0,34
10 pg/ml Piknogenol+ H>O» 44 3 16,7 1,67+0,23 b 1,64+0,33
25 pg/ml Piknogenol+ H,O, 34 8 16,7 1,6740,23 2P 1,66+0,33
50 pg/ml Piknogenol+ H,O, 38 5 16 1,60+0,23 2P 1,70£0,33
100 pg/ml Piknogenol+ H>O, 37 - 12,3 1,23£0,20 b 1,75£0,34
150 pg/ml Piknogenol+ H>O» 36 2 13,3 1,33+0,21 &b 1,65+0,33

2 Kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

b Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sonug olarak piknogenol diisiik konsantrasyonlarinda insan lenfositlerinde genotoksik bir
etki gostermezken, yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik etki olusturdugu ancak

piknogenoliin H>O>’nin neden oldugu MC olusuma kars1 koruyucu antigenotoksik bir etki

gosterdigi saptanmaistir.

Niikleer boliinme indeksi degerlendirmesinde piknogenol ve H20O:2 uygulanan tiim

gruplarda kontrole gore niikleer boliinme indeksinde bir diisiis gozlenmekle birlikte bu

diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.16).
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2Kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
® Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.31. Piknogenol ve piknogenol ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

Piknogenol icin yapilan genotoksisite testleri degerlendirmesinde MC yontemi ile comet

yontemi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.4.2. Resveratroliin MC yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Resveratroliin 5 farkli konsantrasyonunun tek basina uygulandig gruplar, negatif kontrol
grubu ve ¢oziicli kontrol grubu ile kiyaslandiginda resveratroliin tiim konsantrasyonlarinda
(5-100 uM) MC olusumunda anlamli bir artisa neden olmadig gozlenmistir. H2O»
uygulanan tiim gruplarda ise % MC frekansi kontrole gore onemli derecede bir artig
gostermigstir. H>O» ile birlikte resveratrol uygulanan tiim gruplarda ise % MC frekansinda
azalma gozlenmistir. Bu azalma tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli
diizeydedir (p<0,05). Sonug olarak resveratrol 5-100 uM konsantrasyon aralifinda insan
lenfositlerinde genotoksik bir etki olusturmamakta ayrica H>O>’nin neden oldugu MC

olusuma kars1 koruyucu antigenotoksik bir etki gostermektedir (Cizelge 4.17, Sekil 4.32).
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Niikleer boliinme indeksi degerlendirmesinde resveratrol ve H,O2 uygulanan tiim gruplarda
kontrole gore niikleer boliinme indeksinde doza bagl bir diisiis gbzlenmis ancak bu diisiis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Cizelge 4.17).

Resveratrol i¢in yapilan genotoksisite testleri degerlendirmesinde MC yontemi ile comet

yontemi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.17. Resveratrol ve resveratrol ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

Uygulama Grubu MC sayisina gore MC/10° % MC+SH Niikleer
hiicrelerin dagilim hicre Boliinme
®»m @ 3 Indeksi

(-) Kontrol 11 1 - 4,33 0,43+0,12 1,91+0,35

Coziicii Kontrol (%1 DMSO) 13 1 - 5,00 0,50+0,13 1,81+0,34

100 uM H20, 47 8 1 22,00 2,20+0,26 1,68+0,33

5 uM Resveratrol 19 1 - 7,00 0,70+0,15 1,77+0,34

10 uM Resveratrol 23 - - 7,67 0,77+0,16 1,75+0,34

25 uM Resveratrol 21 1 - 7,67 0,77+0,16 1,68+0,33

50 uM Resveratrol 23 - - 7,67 0,77+0,16 1,56+0,32

100 uM Resveratrol 22 - - 7,33 0,73+0,15 1,32+0,28

5 uM Resveratrol + H>O» 31 1 - 11,00 1,10+0,19 2b 1,78+0,34

10 uM Resveratrol + H>O, 35 - - 11,66 1,1740,20 *° 1,7240,34

25 uM Resveratrol + H,O» 26 3 - 10,67 1,07+0,19 2b 1,59+0,32

50 uM Resveratrol + H2O; 23 1 - 8,33 0,8340,16 *° 1,56+0,32

100 uM Resveratrol + H>0> 26 2 - 10,00 1,0040,18 ° 1,38+0,30

2 Kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
® Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
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a Coziicti kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.32. Resveratrol ve resveratrol ile birlikte H>O» uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

4.4.3. Rosmarinik asidin MC yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Rosmarinik asidin konsantrasyonlarinin tek basina uygulandigi gruplar, negatif kontrol
grubu ile kiyaslandiginda rosmarinik asidin diisiik konsantrasyonlarinda (5-50 pg/ml) MC
olusumunda anlamli bir artisa neden olmadig1 gozlenmistir. Rosmarinik asidin yiiksek iki
konsantrasyonunda ise (100 ve 200 pg/ml) kontrol grubuna kiyasla MC frekansinda

istatistiksel olarak anlamli bir artig olusturdugu belirlenmistir (p<0,05).

H>0O; uygulanan gruplarda % MC frekansi kontrole gore 6nemli derece bir artis (p<0,05)
gostermistir. H2O»2 ile birlikte rosmarinik asit uygulanan tiim gruplarda ise % MC
frekansinda azalma gozlenmistir. Bu azalma tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
anlamli diizeydedir (p<0,05). Sonu¢ olarak rosmarinik asit diisiik konsantrasyonlarinda
insan lenfositlerinde genotoksik bir etki gostermezken sadece yiiksek konsantrasyonlarda
genotoksik etki olusturmaktadir. Bununla birlikte rosmarinik asit HoO> nin neden oldugu
MC olusuma kars1 koruyucu antigenotoksik bir etki gostermektedir (Cizelge 4.18, Sekil
4.33).
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Niikleer bolinme indeksi degerlendirmesinde rosmarinik asit ve H2O2 uygulanan tiim
gruplarda kontrole gore niikleer boliinme indeksinde bir diisiis gdzlenmis ancak bu diisiis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Cizelge 4.18).

Rosmarinik asit icin yapilan genotoksisite testleri degerlendirmesinde MC yontemi ile

comet yontemi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.18. Rosmarinik asit ve rosmarinik asit ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

Uygulama Grubu MC sayisina gore MC/10° % MC+SH Niikleer
hiicrelerin dagilhm hiicre Boliinme
e} (2) indeksi
(-) Kontrol 13 - 4,33 0,43+0,12 1,72+0,33
100 uM H,0, 62 8 26,00 2,60+0,30 * 1,66+0,33
5 ug/ml Rosmarinik asit 13 3 6,33 0,63£0,14 1,51+£0,32
10 pg/ml Rosmarinik asit 22 1 8,00 0,80+0,17 1,51+0,32
25 pg/ml Rosmarinik asit 18 - 6,00 0,60+0,14 152+0,32
50 pg/ml Rosmarinik asit 24 - 8,00 0,80+0,17 1,56+0,32
100 pg/ml Rosmarinik asit 20 3 8,67 0,87+0,17 @ 1,52+0,32
200 pg/ml Rosmarinik asit 25 5 11,67 1,17+0,20 @ 1,51+0,32
5 ug/ml Rosmarinik asit + H,O» 37 6 16,33 1,63+0,24 »b 1,60+0,32
10 pg/ml Rosmarinik asit + H2O, 45 3 17,00 1,70+0,24 b 1,59+0,32
25 pg/ml Rosmarinik asit + H2O, 40 5 16,67 1,67+0,24 b 1,5740,32
50 pg/ml Rosmarinik asit + H,O, 45 3 17,00 1,70+0,24 2b 1,58+0,32
100 pg/ml Rosmarinik asit + H,O» 35 1 12,33 1,23+0,20 2P 1,51+0,32
200 pg/ml Rosmarinik asit + H,O» 32 4 13,33 1,33£0,22 b 1,4540,32

2 Kontrole gore istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
b Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
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% Mikrogekirdek

2 Kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
® Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlaml (z testi)

Sekil 4.33. Rosmarinik asit ve rosmarinik asit ile birlikte H>O2 uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

4.4.4. Vanilik asidin MC yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Vanilik asidin alt1 farkli konsantrasyonunun (5-1000 uM) tek basina uygulandig1 gruplar,
negatif kontrol grubu ve ¢oziicii kontrol grubu ile kiyaslandiginda MC olusumunda anlamli
bir artisa neden olmadig1 gozlenmistir. HoO> uygulanan tiim gruplarda ise % MC frekansi
kontrole gore onemli derece bir artis gostermistir (p<0,05). H>O» ile birlikte vanilik asit
uygulanan tiim gruplarda ise % MC frekansinda azalma gozlenmistir. Bu azalma en diisiik

doz harici tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlaml diizeydedir (p<0,05).

Sonug¢ olarak vanilik asit tiim uygulama konsantrasyonlarinda insan lenfositlerinde
genotoksik bir etkiye neden olmamakta bununla birlikte H>O>’nin neden oldugu MC

olusuma kars1 koruyucu antigenotoksik bir etki gostermektedir (Cizelge 4.19, Sekil 4.34).
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Niikleer bolinme indeksi degerlendirmesinde vanilik asit ve H»0O:; uygulanan tiim
gruplarda kontrole gore niikleer boliinme indeksinde bir diisiis gdzlenmis ancak bu diisiis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.19).

Vanilik asit i¢in yapilan genotoksisite testleri degerlendirmesinde MC yontemi ile comet

yontemi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.19. Vanilik asit ve vanilik asit ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

Uygulama Grubu MC sayisina gore MC/10° % MC+SH Niikleer
hiicrelerin dagimm  hiicre Béliinme
(0] ?2) Indeksi
Negatif Kontrol 13 - 4,33 0,43+0,12 1,88+0,35
Coziicti Kontrol (%1 DMSO) 17 1 6,33 0,63+0,14 1,76+0,34
100 uM H,0; 65 4 24,33 2,4340,28 * 1,84+0,35
5 uM Vanilik asit 18 1 6,67 0,67+0,15 1,76+0,34
25 uM Vanilik asit 19 2 7,67 0,77+0,16 1,76£0,34
50 uM Vanilik asit 20 1 7,33 0,7340,16 1,75+0,34
100 uM Vanilik asit 25 - 8,33 0,83+0,17 1,81+0,34
500 pM Vanilik asit 28 - 9,33 0,93+0,18 1,74+0,34
1000 uM Vanilik asit 21 1 7,67 0,77+0,16 1,74+0,34
5 uM Vanilik asit+ H,O, 46 10 18,67 1,8740,25* 1,80+0,34
25 uM Vanilik asit+ H,O, 41 2 15,00 1,50+0,22 b 1,76+0,34
50 uM Vanilik asit+ H,O, 37 4 15,00 1,50+0,22 b 1,79+0,34
100 uM Vanilik asit+ H>O» 36 2 13,33 1,33£0,21 b 1,75+0,34
500 uM Vanilik asit+ H>O» 41 - 13,67 1,3740,21 2P 1,73+0,34
1000 uM Vanilik asit+ H2O» 33 1 11,67 1,1740,20 #° 1,69+0,33

& Coziicti kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
® Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
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& Coziicii kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
® Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

Sekil 4.34. Vanilik asit ve vanilik asit ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

4.4.5. Sinnamik asidin MC yontemi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine iliskin bulgular

Sinnamik asidin altt farkli konsantrasyonunun (5-1000 pM) tek basma uygulandig:
gruplar, negatif kontrol grubu ve c¢oziici kontrol grubu ile kiyaslandiginda MC
olusumunda anlamli bir artisa neden olmadig gézlenmistir. HoO> uygulanan tiim gruplarda
ise % MC frekans1 kontrole gore énemli derece bir artis gostermistir (p<0,05). H2O» ile
birlikte sinnamik asit uygulanan tiim gruplarda ise % MC frekansinda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalma gozlenmistir (p<0,05). Sonu¢ olarak sinnamik asidin calisilan
konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde genotoksik bir etkiye neden olmadigi ve H>O> nin
neden oldugu MC olusuma kars1 koruyucu antigenotoksik bir etki gosterdigi belirlenmistir

(Cizelge 4.15, Sekil 4.35).
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Niikleer boliinme indeksi degerlendirmesinde sinnamik asit ve H>O: uygulanan tiim
gruplarda kontrole gore niikleer boliinme indeksinde bir diisiis gbzlenmis, ancak bu diisiis

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (Cizelge 4.15).

Sinnamik asit i¢in yapilan genotoksisite testleri degerlendirmesinde MC yontemi ile comet

yontemi sonuglarinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.20. Sinnamik asit ve sinnamik asit ile birlikte H>O> uygulanan insan lenfosit
kiiltiirlerindeki MC frekanslari

Uygulama Grubu MC sayisina gore MC/10° % MC+SH  Niikleer
hiicrelerin dagilim hiicre Bﬁlﬁnme
@ (2) Indeksi
Negatif Kontrol 13 - 4,33 0,43+0,12 1,88+0,35
Coziicii Kontrol (%1 DMSO) 17 1 6,33 0,63+0,14 1,76+0,34
100 uM H,0» 65 4 24,33 2,43+0,28 * 1,84+0,35
5 uM Sinnamik asit 15 1 5,67 0,57+0,14 1,77+0,34
25 uM Sinnamik asit 25 1 9,00 0,90+0,17 1,78+0,34
50 uM Sinnamik asit 25 1 9,00 0,90+0,17 1,80+0,34
100 uM Sinnamik asit 22 - 7,33 0,73+0,16 1,83+0,35
500 uM Sinnamik asit 23 - 7,67 0,77+0,16 1,73+0,34
1000 uM Sinnamik asit 20 - 6,67 0,67+0,15 1,7140,33
5 uM Sinnamik asit + H>O» 41 3 15,67 1,5740,23 2% 1,76+0,34
25 uM Sinnamik asit + H>O» 35 1 12,33 1,2340,20**  1,79+0,34
50 uM Sinnamik asit + H,O, 30 1 10,67 1,0740,19 ° 1,80+0,34
100 uM Sinnamik asit + H>O» 34 - 11,33 1,1340,19*®  1,75+0,34
500 uM Sinnamik asit + H>O» 44 2 14,67 1,4740,22 2% 1,73+0,34
1000 uM Sinnamik asit + H,O, 32 1 11,33 1,1320,19 2% 1,74+0,34

& Coziicii kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlamli (z testi)
b Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde anlaml (z testi)
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Sekil 4.35. Sinnamik asit ve sinnamik asit ile birlikte H>O» uygulanan insan lenfosit

& Coziicti kontrole gore istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli (z testi)
® Pozitif kontrole gore istatistiksel olarak p<0.035 diizeyinde anlaml (z testi)
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S. TARTISMA

Tiim organizmalarin hiicreleri cevresel kirleticiler, ilaclar, radyasyon gibi ksenebiyotiklerin
ve endojen metabolizma sonucu iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin istenmeyen etkileri
altindadir. Hiicrelerdeki bu digsal ve igsel etkenlere maruziyetin bir sonucu olarak DNA
hasar1 olusmaya baslar. DNA hasar1 uygun sekilde onarilmadig takdirde, basta kanser
olmak iizere pek ¢ok hastalifin patogenezinde rol oynayan mutasyonlara neden olur. Tiim
organizmalar nesilden nesile genomik kararlilifin saglanmasi ig¢in, hiicre igerisine
kanserojen maddelerin aliminin inhibe edilmesi, detoksifikasyon yolak ve enzimlerinin
uyartlmasi, DNA hasarin1 engelleyen hiicresel savunma mekanizmalarinin ve DNA
onariminin artirilmasi, hiicre proliferasyonunun inhibe edilmesi, sinyal iletim yollar
izerine etkilerin diizenlenmesi apoptozun uyarilmasi gibi c¢ok cesitli mekanizmalari

kullanirlar (de Kok, van Breda ve Manson, 2008; Pan, Ghai ve Ho, 2008).

Son yillarda yapilan arastirmalar, tiim bu siireclerde pek ¢ok diyetsel bilesigin diizenleyici
molekiiller olarak yer aldigim gostermistir. Epidemiyolojik calismalar ve laboratuar
verileri meyve ve sebze tiiketiminin, saglik {izerine yararli etkileri oldugunu ve pek ¢ok
kanser tiirliniin gelisimini engelledigini ortaya koymaktadir (Wu ve digerleri, 2004). Tim
timorlerin % 30-40 kadarinin dogru bir beslenme ve yasam tarzi ile engellenebilecegi
tahmin edilmektedir (Ramos ve digerleri, 2011). Diyetle alinan fenolik bilesiklerin
potansiyel serbest radikal siipiiriicii etkili antioksidan ve antiproliferatif maddeler gibi rol
oynayarak ve antioksidan aktivite gostererek saglik iizerine Onemli etkiler sagladiklar

varsayilmaktadir (Lacikova ve digerleri, 2009; Yaiez ve digerleri, 2004).

Diyet ve yasam tarzinin kanser etiyolojisinde onemli bir rolii oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Son yillarda da herhangi bir hastalifin tedavisi yerine engellenmesine
yonelik caligmalarin arttirllmas: gerektigi yaygin kabul goren goriislerdendir. Yapilan
cesitli calismalarda sebze, meyve ve baharatlarin dengeli tiiketiminin 6zellikle kolon
kanseri basta olmak iizere kanser gelisimi riskinde azalma gibi saglik iizerine yararli
etkileri olabilecegi one siiriilmiistiir (Terry ve digerleri, 2001). Koruyucu etkilerin ¢ogunun
polifenoller, terpenler ve alkaloidler gibi bitkilerde cesitli diizeylerde bulunan
fitokimyasallar tarafindan olusturuldugu iddia edilmektektedir (Barth ve digerleri, 2005).
Ornegin flavonoidlerin 6zellikle gastrointestinal kanal, agizici ve kolon kanseri gibi ¢esitli

kanser tiirlerinin engellenmesinde potansiyel bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Kuo,
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1996). Diinya Kanser Arastirmalari Fonu (The World Cancer Research Fund; WCREF),
diyet ve kanserin engellenmesi ile ilgili 2007 yilinda yayinlanan raporunda, sebze ve
meyvelerin genel olarak agiz, farinks, larinks, 6zofagus, akciger ve mide kanserlerini
engelleyebilecegini ve nasofarinks, pankreas, karaciger ve kolorektal kanserlerinde de
meyvelerin koruyucu etkileri olabilecegine dair sinirlt verilerin oldugunu belirtmistir

(Ramos ve digerleri, 2011).

Diyet bilesiklerinin antiinflamatuar, antioksidan, antimutajenik ve enzim diizenleyici gibi
cok cesitli biyolojik aktivitelerinden sorumlu farkli yapisal 6zellikleri vardir. Bu yapisal
ozellikleri ve etkileri nedeniyle diyetin diizenlenmesinin, kanser ve diger genetik
hastaliklarin engellenmesinde izlenebilecek bir strateji olabilecegi bildirilmektedir (Heo,

Sohn ve Au, 2001).

Polifenoller antioksidan 6zelliklerine bagli olarak hiicresel bilesenleri oksidatif hasara kars1
koruyabilmekte ve boylece oksidatif stresle iliskili bircok dejeneratif hastaligin riskini
azaltmaktadir (D’Archivio ve digerleri, 2007). Bulgular polifenollerin kalp damar
hastaliklari, kanser, osteoporozun engellenmesindeki katkilarim1 giiclii bir sekilde
desteklemekte ve diyabet, norodejeneratif hastaliklar gibi pekc¢ok hastaliktaki koruyucu
rollerini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte bu konudaki bilgilerimizin genel populasyon
veya bazi 6zel hastalik gruplarn i¢in heniiz ¢cok sinirli ve celiskili oldugu goriilmektedir

(Scalbert ve digerleri, 2005b).

Giiniimiizde halen bitkisel iiriinlerin bircogunun yap1 ve etkinlikleri tam olarak
aydinlatilmamistir. Ayn1 zamanda bir¢ok bitkisel antioksidan maddenin toksisitelerine ve
insan sagligina olasi risklerine iligkin yeterli bilgi bulunmamaktadir. Bazi bitkisel iiriinlerin
in vitro bakteri sistemlerinde ve hiicre kiiltiirlerinde mutajenik olabildikleri, DNA hasarini
indiikledikleri belirtilmisse de tersini belirten bulgular da bulunmaktadir. Bitkilerden elde
edilen fenolik fitokimyasallar antioksidan ozellikleri nedeniyle reaktif oksijen
bilesiklerinin zararh etkilerine kars1 organizmanin korunmasinda ve radikal hasarina baglh
bozukluklarin tedavisinde onemli rol oynamaktadirlar. Ancak bitkilerde yaygin bulunan
fenolik bilesiklerin hem antioksidan hem de prooksidan etkileri olabilecegi, kimyasal
ozelliklerinin ve etkilerinin tam olarak belirlenmesi gerektigi bildirilmektedir (Hadi ve

digerleri, 2007).
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Bu tez calismasinda dogal iiriinlerde bulunan ve son yillarda 6nemi ve dolayisiyla
kullanimlar1 artan fenolik bilesiklerden piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit
ve sinnamik asidin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin aynm1 zamanda antigenotoksik

ozelliklerinin belirlenmesi amaclanmustir.

Bu tez calismasi kapsaminda fenolik bilesiklerin troloks esdeger antioksidan kapasite
tayini (TEAK) ile antioksidan ozellikleri ve ¢in hamsteri over hiicrelerinde (CHO) nétral
kirmizi alim yontemi (NKA) ile sitotoksik etkileri belirlenmistir. Insan lenfosit
hiicrelerinde sitotoksik etki gostermeyen konsantrasyonlarinda genotoksik etkileri ve
oksidatif hasara neden olan ve genotoksik etki potansiyeli bilinen H>O2’ye karsi
antigenotoksik etkileri tek hiicre jel elektroforez (Comet) ve mikrogekirdek (MC)

yontemleri ile arastirilmastir.

Son yillarda hastaliklarin 6nlenmesinde diyetin katkisin1 anlamak i¢in uzun siireli
maruziyet calismalari yapilmaktadir. Ancak bu calismalar cok fazla zaman ve masraf
gerektirmesi gibi sikintilar yaratmaktadir (Davis and Milner, 2007). Bu nedenle ucuz,
kolay ve hizli degerlendirme olanagi saglayan in vitro yontemler tercih edilmektedir.
Hiicre kiiltiirlerinde fenolik bilesikler yaygin olarak calisilmaktadir ancak gozlemlenen
sonuglar oldukca tartigmalidir. Aynmi bilesik i¢in hem koruyucu, hem antiproliferatif ve
sitotoksik etkiler bildirilmektedir. Bu bilesiklerin etkin konsantrasyonlari, hiicre tipi, her
bir deneyde kullanilan hiicre sayis1 ve inkiibasyon siiresi gibi ¢ok cesitli faktdre baglh
olarak degisiklik gostermektedir. Bu durumda fenolik bilesiklerin konsantrasyonlarinin
kiyaslanmasi bu parametrelerin sabit tutulmasi ile miimkiin olabilir. Bundan dolay1 her ne
kadar gercek fizyolojik konsantrasyonlar ile kiyaslanamasa da, hiicre kiiltiirlerinde yapilan
calismalar olas1 biyokimyasal etkiler ve mekanizmalar hakkinda degerli bilgiler
vermektedir (Kitsati ve digerleri, 2012). Ayrica deney hayvani kullanimi ile ilgili etik
sartlar dikkate alindiginda, c¢alismalarin in vitro olarak gerceklestirilmesinin Onemi

vurgulanmaktadir.

Tez calismas1 kapsaminda piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik
asidin troloks esdeger antioksidan kapasite tayini (TEAK) ile in vitro antioksidan
ozellikleri arastirllmistir. TEAK yontemi, kimyasal maddelerin, 6zellikle yiyecek, icecek
ve besin desteklerinin, antioksidan kapasite tayini icin ve antioksidanlar tarafindan

stiptiriilen radikallerin konsantrasyonlarinin ol¢iilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilan
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yontemlerden birisidir (Huang ve digerleri, 2005; Lien ve digerleri, 1999; Rice-Evans ve
digerleri, 1996). TEAK yontemi olduk¢a hizli ve kolay bir yontemdir ve belirlenen
antioksidan kapasite kimyasal maddelerin biyolojik aktiviteleri ile iligkilidir (van den Berg
ve digerleri, 2000). Calismamizda piknogenol, resveratrol ve rosmarinik asidin 2- 200 uM
konsantrasyon araligindaki, vanilik asit ve sinnamik asidin ise 2- 400 uM konsantrasyon

araligindaki konsantrasyonlarinin antioksidan aktivitesi incelenmistir.

Calismamizda piknogenol ve resveratrol 2 uM ve {iizerindeki tiim konsantrasyonlarda,
oksidan oOzellikteki ABTS’ye karst antioksidan aktivite gostermistir (p<0.05).
Piknogenoliin ve resveratroliin antioksidan aktivitesinin, ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda
esdeger konsantrasyondaki troloksa gore daha fazla oldugu saptanmustir (p<0,05).
Bilesenlerinin temel kimyasal yapisina da dayanarak piknogenoliin en 6nemli 6zelliginin
cok giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip olmasi (Bors ve Michel, 2002; Rohdewald,
2002) ve cok etkili bir serbest radikal siipiiriicii (Guo, Zhao ve Packer, 1999) olmasi
oldugu vurgulanmaktadir. Piknogenoliin antioksidan kapasitesi, cok sayida calismada in
vitro ve in vivo sartlarda ve kiiltiire edilmis hiicre modellerinde, ¢ok ¢esitli yontemlerle
belirlenmistir (Packer ve digerleri, 1999). Ozellikle hidroksil ve siiperoksit radikalleri gibi
serbest radikalleri siipiiriicii etkisi oldugu ve bu sayede oksidatif stresle baglantili bir¢cok

hastaliga kars1 koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (Kahkonen ve digerleri, 1999).

Resveratrol de bir¢cok kaynakta hem cesitli antioksidan enzimlerin uyarilmasi yoluyla
antioksidan kapasiteyi artiran, hem de etkili bir serbest radikal yakalayicis1 dogal bir
antioksidan olarak tanimlanmaktadir. 0,1 mM konsantrasyona kadar etkili 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali yakalayicisidir. UV radyasyon sonucu H>O2’den olusan
hidroksil radikalini yakalayarak sitokrom c oksidasyonunu Onledigi belirtilmistir
(Bradamante ve digerleri, 2004; Kalantari ve Das, 2010; Kraft ve digerleri, 2009; Pandey
ve Rizvi, 2010).

Piknogenol ve resveratroliin antioksidan etkilerinin yiiksek oldugu bulgusu literatiirdeki

diger caligmalarla uyum gostermektedir.

Bu calismada rosmarinik asit, 2 uM ve iizerindeki tiim konsantrasyonlarda, oksidan
ozellikteki ABTS’ye kars1 antioksidan aktivite gostermistir (p<0,05). Ayrica rosmarinik

asidin antioksidan aktivitesinin, 2 uM konsantrasyon harici tiim konsantrasyonlarda
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esdeger konsantrasyondaki troloksa gore daha fazla oldugu da saptanmistir (p<0,05). Genel
olarak biberiye bitkisindeki fenolik yapidaki molekiillerin antioksidan ve serbest radikal
slipiiriicii olarak etki ettikleri bildirilmistir. Biberiyenin (Rosmarinus officinalis) ve
rosmarinik asit tasiyan ekstrelerin antioksidan akvitelerinin yiiksek oldugu belirtilmektedir
(Erkan, Ayranct ve Ayranci, 2008). In vitro ve in vivo ¢alisma sonuglari, bitkinin yetistigi
bolgeye, hasat zamanina, kullanilan bitki kismina, fenolik yapiya ve konsantrasyona,
ekstraksiyon yontemine, liriin ve oksidasyon kosullarina, analitik yonteme ve hayvan

tiirtine gore farklilik gosterdigi bildirilmistir (Basmacioglu-Malayaoglu, 2010).

Calisilan maddelerden vanilik asit de 2 uM ve iizerindeki tiim konsantrasyonlarda, oksidan
ozellikteki ABTS’ye kars1 antioksidan aktivite gostermistir (p<0,05). Ancak esdeger
konsantrasyonlardaki troloks ile karsilastirildiginda, vanilik asidin antioksidan aktivitesinin
diisik konsantrasyonlarda (2-25 uM) troloksa gore daha fazla oldugu, yiiksek
konsantrasyonlarda (50-400 uM) ise daha diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05). Benzer
sekilde Tai, Sawano, Yazama ve Ito (2011), cesitli metodlart kullanarak vanilyanin
antioksidan aktivitesini askorbik asit ve troloks ile kiyaslamali olarak arastirmiglardir. 20
uM vanilyanin ABTS radikali siipiiriicii etkisi incelendiginde askorbik asit ve troloksdan
daha giiclii bir aktivite gosterdigi ancak DPPH radikali veya galvinoksil radikali siipiiriicii
etki gostermedigi bildirilmistir. Ayrica ORAC yonteminde ve oksidatif hemoliz
inhibisyonu yonteminde de (OxHLIA) askorbik asit ve troloksdan daha giiclii aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir (Tai ve digerleri, 2011).

Bu tez calismasinda diger fenolik bilesiklerden farkli olarak sinnamik asidin 2- 400 uM
konsantrasyon araligindaki 10 farkli konsantrasyonunun (2, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 100,
200, 400 uM), oksidan ozellikteki ABTS’ye karsi antioksidan aktivite gostermedigi
gozlenmistir. Sinnamik asidin TEAK ve ORAC yontemlerinin kullanildigi bircok
arastirmada negatif kontrol olarak da kullanmildigi goriilmektedir (Breksa ve Manners,
2006). Bununla birlikte fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri kullanilan test yontemi ve
oksidan madde tipine gore farkliliklar gdstermektedir. Sinnamik asit bazi in vitro ve in vivo
test sistemlerinde gii¢lii bir antioksidan olarak bulunmustur (Shan ve digerleri, 2005).
Ozellikle fenolik hidroksil grubu tasiyan bircok sinnamik asit tiirevinin, iyi bilinen
antioksidanlar olduklar1 ve gii¢lii serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri nedeniyle saglik

izerine ¢ok sayida yararh etkileri oldugu bildirilmistir (Sova, 2012).
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Natella ve digerleri (1999), sinnamik asit ve benzoik asidin dort farkli tiirevini antioksidan
aktiviteleri acisindan karsilastirmis ve sinnamik asit tiirevlerinin daha gii¢lii antioksidan
etkileri oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar aromatik eklentileri acisindan farkl
bilesikleri (p-hidroksi, p-hidroksimetoksi, p-hidroksidimetoksi, dihidroksi)
kiyaslamiglardir. Antioksidan aktivite peroksil radikalini yakalama kapasitesini belirleyen
yarismalt kinetik test ve 2,2'-azobis(amidinopropan) dihidroklorid ile baglatilan veya
Cu(Il) tarafindan katalizlenen LDL oksidasyonu kullanmilarak ol¢iilmiistiir. Her iki
yontemde de sinnamik asitlerin, benzoik asit benzerlerine gore daha etkili oldugu
bildirilmistir. Aromatik yapiya gore ise kinetik testte, antioksidan aktivite p-hidroksi< p-
hidroksimetoksi< dihidroksi< p-hidroksidimetoksi seklindedir. Ornegin kinetik testte
kafeik asit (dihidroksisinnamik asit), sinapik asitten (p-hidroksidimetoksisinnamik asit)
daha diisiik antioksidan kapasiteye sahiptir. Bunun aksine LDL sisteminde dihidroksi

asitler p-hidroksidimetoksi asitler ile esit ve daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir.

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen verilere gore, piknogenol, resveratrol, rosmarinik
asit, vanilik asit ve sinnamik asidin TEAK yontemi ile belirlenen antioksidan kapasitelerini
kendi aralarinda degerlendirdigimizde esdeger konsantrasyonlarindaki antioksidan aktivite
siralamasi, genel olarak piknogenol > resveratrol> rosmarinik asit> vanilik asit seklindedir.
Sinnamik asit calisilan konsantrasyonlarda, oksidan ozellikteki ABTS radikaline karsi
antioksidan aktivite gostermemistir. Bu kiyaslamaya gore, piknogenol ve resveratroliin
antioksidan kapasitelerinin  birbirine yakin oldugu soylenebilir. Ozellikle diisiik
konsantrasyonlar1 olmak iizere bazi konsantrasyonlarda (2, 2.5, 5, 7.5, 25, 100 uM)
piknogenoliin antioksidan kapasitesi resveratrole gore daha yiiksek iken, bazi
konsantrasyonlarda (10, 50, 200 uM) ise resveratroliin antioksidan kapasitesi piknogenole
gore daha yliksektir. Rosmarinik asit ise ¢alisilan en yiiksek konsantrasyonunda (200 uM)

piknogenol ve resveratrolden daha giiclii bir antioksidan kapasiteye sahiptir.

Arastinllan fenolik bilesikler diger tiim fenolik bilesikler gibi ¢ok c¢esitli yollarla
antioksidan aktivite gosterme yetenegindedirler. Fenolik hidroksil gruplar 1yi hidrojen
donorleridir ve hidrojen dondrii olan antioksidanlar reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile
reaksiyona girebilirler ve yeni radikallerin olusum dongiisiinii kirabilirler (Pereira,
Valentdo Pereira ve Andrade, 2009). Baslangictaki radikal tiirleri ile etkilesimin
devaminda ilk radikalden daha kararli bir kimyasal yap1 olarak antioksidanin radikal formu

tiretilir. Fenoliklerin hidroksil gruplarinin benzen halkasinin © elektronlan ile etkilesimi
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molekiillere, daha kararli serbest radikallerin iiretilmesi gibi, ¢ok ©zel nitelikler
kazandirmaktadir. Goreceli olarak daha uzun Omiirlii olan bu radikallerin olusumu radikal

aracili oksidasyon siire¢lerini diizenleyebilmektedir (Parr ve Bolwell, 2002).

Fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesi ayn1 zamanda, serbest radikallerin iiretiminde
yer alan metal iyonlarini selatlanma yeteneklerine baghidir (Yang, Landau, Huang ve
Newmark, 2001). Bununla birlikte fenolikler metalleri selatlayip katalitik aktivitelerini
arttirarak veya metalleri azaltip boylece serbest radikal iiretimini arttirarak prooksidan
olarak etki edebilirler (Croft,1998). Sonu¢ olarak, fenolik bilesiklerin kimyasal
yapilarindan kaynaklanan bu oksidan ve prooksidan 6zellikleri ve antioksidan kapasiteleri
araciligiyla bircok biyolojik ve farmakolojik etki gosterdikleri belirtilmektedir (Pereira ve

digerleri, 2009).

Fenolik bilesiklerle ilgili arastirmalarda diger bir 6nemli konu hiicre hasar1 ve ¢ogalmasi
tizerine etkilerinin belirlenmesidir. Bu tez caligmasinda piknogenol, resveratrol, rosmarinik
asit, vanilik asit ve sinnamik asidin sitotoksik etkileri, hassas ve yiizeye bagimli olarak
cogalan hiicreler olan Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde (CHO), nétral kirmizi alim
yontemi (NKA) ile belirlenmistir. Saglikli memeli hiicreleri kiiltiir ortamina ekildiklerinde,
devamli olarak boliinerek sayilarimi artirirlar. Ancak ortama eklenen bir kimyasal madde
farkli sekillerde bu siirece etki ederek, hiicre sayisim etkileyecek sekilde biiyiime oraninin
artmasina ya da azalmasina yol acar. NKA yontemi, biyomedikal ve cevresel pek ¢ok
uygulamada yaygin olarak kullanilan, hiicre yasam ve canlilik hassasiyetini ve hiicre
hasarim1 gosteren bir sitoksisite testidir (Borenfreund ve Puerner, 1985; Repetto ve

digerleri, 2008).

Bu tez c¢alismasi sonuglarina gore; piknogenol 25-125 ug/ml  uygulama
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 iizerine herhangi bir sitotoksik etki gostermemis
ancak 150 pg/ml konsantrasyonundan itibaren sitotoksik etki baslamistir. 300 pg/ml
piknogenol konsantrasyonunda ise hiicre canliligt % 50’nin altina diigmiistiir.
Piknogenoliin CHO hiicrelerindeki ICsp degeri 285 pg/ml olarak bulunmustur. Benzer
sekilde Youm ve Kim (2003), piknogenoliin hiicreler iizerine doza bagli bir sitotoksik
etkisi oldugunu ve 5 pg/ml konsantrasyonda uygulandiginda hiicre canliliginin kontrole

gore az bir oranda daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.
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Piknogenoliin c¢esitli tiplerdeki proapoptotik uyarilardan sonra hiicre Sliimii ve canliligini

etkileyebildigi bildirilmistir (Kobayashi ve digerleri, 2000; Nardini ve digerleri, 2000).

Bu tez calismasinda CHO hiicrelerine resveratroliin uygulandigi NKA deneyi sonuglarina
gore, 10 ve 25 uM’lik konsantrasyonlarinda hiicre canliligi normal diizeyde iken, 50 uM
konsantrasyondan itibaren sitotoksik etki baslamis ve 150 uM konsantrasyondan sonra
hiicre canlilig1 hizli bir sekilde diismiistiir. 200 uM ve lizeri konsantrasyonda ise hiicre
canliligt % 50’nin altina diismiistiir. Resveratroliin CHO hiicrelerindeki ICso degeri 165

UM olarak bulunmustur.

Resveratroliin doza bagl olarak mitojen/antijen tarafindan indiiklenen lenfosit cogalmasini
engelledigi bildirilmistir (Gao, Xu, Janakiraman ve Chapman, 2001). Diger yandan
resveratroliin genel olarak normal hiicre hatlarindan ziyade hiicre tipine bagli bir etkiyle,
kanser hiicre hatlarina sitotoksik etkili oldugu bildirilmektedir. Resveratrol ile ilgili in vitro
hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindan elde edilen veriler, antikanser Ozelliginin cesitli hiicre
hatlarinda G1 fazinda veya S-G2 fazi gecisinde hiicre dongiisii durdurucu 6zelligi veya

apoptozu tetikleyici 6zelligi ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir (Dong, 2003).

Calismamizla benzer sekilde Murias ve digerleri (2005), resveratrol ve 3', 4 ve 5'
pozisyonlarinda hidroksil gruplart tasiyan analoglar1 ile yaptiklar sitotoksisite
deneylerinde HL-60 hiicrelerinde 10-100 uM kosantrasyon araliginda doza bagh sitotoksik

etki gosterdigini bildirmislerdir.

Ohyama ve digerleri (1999), yapi-aktivite ve sitotoksisite iliskilerini aciklamak {izere,
dogal olarak olusan 4 resveratrol dimeri, 5 trimeri ve 2 tetramerinin ve asetat tiirevlerinin
insan timoOr hiicre hatlarina (nasofarinks karsinoma, akciger karsinoma, ileogekal
karsinoma, melanoma, meme kanseri ve yumurtalik kanseri hiicreleri) karst sitotoksik
etkilerini kiyaslamali olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada trimer ve tetramer asetatlari
sitotoksik etki gostermezken, resveratrol dimerlerinin asetilasyonu sitotoksik aktiviteyi
artirmistir.  Diger yandan bazi1  asetillenmemis oligomerler  sitotoksik  etki
gostermemektedir. Genel bir aciklama olarak yapinin lipofilikligindeki artisin hiicre

alimini artirdigi bildirilmistir.
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Bu tez calismasinda rosmarinik asit uygulamasinin, NKA deneyi sonuglari incelendiginde,
5-25 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicre canliligt normal iken 50-150 pg/ml
konsantrasyonlarda hiicre canliiginin doza baglhh olarak azaldigi ve 200ug/ml
konsantrasyonda % 50’nin altina diistii§ii goriilmiistir. Rosmarinik asidin CHO

hiicrelerindeki ICso degeri 167 pg/ml olarak bulunmustur.

Yesil-Celiktas, Sevimli, Bedir ve Vardar-Sukan (2010), Rosmarinus officinalis’ten elde
edilen rosmarinik asit ve karnosik asidin sitotoksik etkilerini, NCI-H82 (insan akciger
karsinoma hiicresi), DU-145 (insan prostat karsinoma hiicresi), Hep-3B (insan karaciger
karsinoma hiicresi), K-562 (insan kronik miyoloid leukema hiicresi), MCF-7 (insan meme
adenokarsinoma hiicresi), PC-3 (insan prostat adenokarsinoma hiicresi) ve MDA-MB-231
(insan meme adenokarsinoma hiicresi) gibi cesitli kanser hiicre hatlarinda MTT testi ile
incelemislerdir. Hiicreler 48 saat siireyle 6,25 ve 100 pg/ml rosmarinik asit ile muamele
edilmistir. Her ne kadar Rosmarinus officinalis’ten elde edilen ekstreler farkli hiicre
hatlarinda farkli oranlarda sitotoksik etkilere yol actilarsa da kiyaslamali olarak
degerlendirildiginde 12,5 ve 47,55 pg/ml araligindaki diisiik ICso degerleri ile K-562 hiicre
hattinin en hassas hiicre hatti oldugunu bildirmislerdir. Bu calismalarin sonuglarina gore

biberiye bitkisinin antikanser diyetler i¢in iy1 bir aday olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Bu tez calismasinda vanilik asit ve sinnamik asidin de NKA yontemi ile 8 farkh
konsantrasyonunun (2, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 uM) CHO hiicrelerindeki hiicre
canliligi ve cogalmasi iizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. NKA deneyi
sonuglarina gore; hem vanilik asit hem de sinnamik asit caligilan 2-400 uM konsantrasyon

araliginda hiicre canlilig1 lizerinde sitotoksik etki gostermemistir.

Babich ve Visioli (2003), iclerinde vanilik asit ve sinnamik asidin de oldugu,
zeytinyagindan elde edilen 9 farkli fenolik asidi, oral kavite dokularindan elde edilen
cesitli insan hiicrelerinde NKA yontemi ile kiyaslamali olarak incelemislerdir. Kullanilan
hiicre hatlar1 normal diseti fibroblastlari, nontiimorojenik diseti epitelyal hiicreler ve
tilkiirik bezinden elde edilen karsinoma hiicreleridir. Fenolik bilesikler 2-10 mM
konsantrasyon aralifinda degerlendirilmistir. Bu ii¢ hiicre hattinin fenolik bilesiklere kars1
goreceli olarak duyarliliklarinda bir farklilik bildirilmemistir. Genel olarak tiim hiicre
tipleri icin sinnamik asidin vanilik aside kiyasla hiicrelere daha toksik oldugu

gosterilmistir.
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Niero ve Machado-Santelli (2013), sinnamik asidin 1Cso degerinin HT-144 hiicrelerinde
2,4 mM oldugunu bildirmislerdir. Hiicre biiyimesinin inhibisyonu muhtemelen DNA
sentezinin inhibisyonuna neden olan DNA hasarlar1 ve niikleer anormallikler ve sonrasinda
apoptozun indiiklenmesi ile iliskili oldugu aciklanmigstir. Aktive edilmis kaspaz 3 boyamasi
yontemiyle HT-144 hiicrelerinde 3,2 mM sinnamik asidin 24 saatlik inkiibasyonu sonunda

apoptozun indiiklendigi belirlenmistir.

Akao ve digerleri (2003), propolisten elde edilen sinnamik asit tiirevi bilesiklerin insan
timor hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkilerini arastirmiglardir. Bu calismada
propolisten elde edilen bakkarin ve drupanin adli iki sinnamik asit tiirevinin 30 mM
tizerindeki konsantrasyonlarda insan tiimor hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasini inhibe
ederek ve Ozellikle apoptoza yol agarak antitiimor aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bu
calisma ile benzer sekilde, Mishima, Ono, Araki, Akao ve Nozawa (2005) arastirmalarinda
Brezilya bal arist propolisinden elde edilen bu iki bilesigin fare sarkoma S-180

hiicrelerinde de hiicre cogalmasini inhibe edici etkiler gosterdigini bildirmislerdir.

Hiicre icinde olusan serbest radikallerin baglica hedeflerinden biri DNA oldugundan,
giincel pek cok arastirmada fenolik bilesiklerin yalnizca sitotoksik etkilerinin degil, ayn1
zamanda oksidatif DNA hasarmma karst genotoksik etkilerinin  belirlenmesi
amaclanmaktadir (Lodovici ve digerleri, 2001). Diger yandan antioksidan bilesikler cesitli
maddeler ile bir arada uygulandiginda, onlarin DNA hasarna etkilerini
degistirebilmektedir. Diyetsel ajanlar tarafindan DNA hasarinin engellenmesi ve/veya
DNA onarim aktivitesinin arttirilmasi, mutasyonlarin ve devaminda karsinojenik siire¢lerin
engellenmesi i¢in Onemli bir stratejidir. Bu durum fenolik bilesiklerin DNA hasarina neden
olan maddelere karsi antigenotoksik etkilerinin degerlendirmesini de gerektirmektedir.
Diyette yararli etkileri olan fitokimyasallarin takviyesi ile organizmadaki
konsantrasyonlar1  artmaktadir, bu durum da fitokimyasallarin  genotoksisite/
antigenotoksisite deneylerinde farkli konsantrasyon araliklarinda degerlendirilmesini
gerektirmektedir. Fizyolojik konsantrasyonlarda yararli ve giivenli olabilen bir
fitokimyasal, yliksek konsantrasyonlarda toksik etkili olabilmektedir (Ramos ve digerleri,
2011). Bu amacla bu tez calismasinda da fenolik bilesikler sitotoksik, genotoksik ve
antigenotoksik etkileri acisindan degerlendirilmigtir. Piknogenol, resveratrol, rosmarinik

asit, vanilik asit ve sinnamik asit farkli konsantrasyon araliklarinda antioksidan 6zellikleri
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ve sitotoksik etkileri belirlendikten sonra, genotoksik ve antigenotoksik etkileri sitotoksik

etkili olamayan konsantrasyonlarda test edilmistir.

Bu tez calismasinda fenolik bilesiklerin genotoksik ve antigenotoksik etkileri, insan
lenfosit kiiltiirlerinde comet ve MC yontemleri ile aragtirilmistir. Diyetsel fitokimyasallarin
etkilerinin arastirilmasinda bu iki yontem en sik tercih edilen genotoksisite
yontemlerindendir (Ramos ve digerleri, 2011). Hiicrelerde oksidatif olaylarin neden oldugu
genetik hasar1 ve antioksidanlar tarafindan olusturulan iyilestirici cevaplar1 belirlemek
izere son yillarda comet testi etkin ve hizli bir yontem olarak siklikla kullanilmaktadir
(Anderson, 1996). In vitro, in vivo ve hatta insan ¢alismalarina kadar bircok deneysel
modelde comet testi araciligi ile diyetsel ajanlarin DNA hasarina kars1 (oksidatif ve/veya
alkilleyici) koruyucu etkiler gosterme potansiyelinde olduklar1 gosterilmistir. Daha az
olmakla birlikte bir kisim yayinlarda da diyetin DNA onariminin diizenlenmesindeki
etkileri bildirilmistir. Diyetsel ajanlarin kemoterapi iizerine etkilerinin anlagilmasi icin tim
bu calismalarda comet tekniginin yararli bir yontem olacagi belirtilmektedir (Ramos ve
digerleri, 2011). MC testi de genotoksik (klastojenik) ya da genotoksik olmayan
(aneujenik-turbojenik) kimyasal maddeleri saptamada wuzun zamandir kullanilan
yontemlerdendir. MC’ler hiicre boliinmesi esnasinda asentrik kromozom fragmanlari veya
tim bir kromozom kaybini gostermektedir. Bu nedenle in vitrro MC testi, mutajenik
etkilerin saptanmasinda hizli ve giivenilir bir test olarak kabul gérmektedir ve kimyasal
maddelerin DNA hasar1 iizerine etkilerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Fenech

2000).

Genotoksisitenin degerlendirilmesi, mutajenin DNA ile etkilesiminin ve DNA iizerindeki
etkilerinin farkli asamalarinda gerceklestirilmektedir. Kimyasal mutajenler icin DNA
baglanma kapasitesi DNA katim iiriinleri yoniinden degerlendirilebilir. Dogrudan DNA
kiriklarina yol acma kapasitesi alkali tek hiicre jel elektroforezi (comet) yontemi ile
belirlenir. Hiicre dongiisiindeki asamaya, onarim kapasitesine, hiicrelerin genetik
gecmisine ve uygulanan mutajenin tipine gore indiiklenen DNA hasarinin yalnizca bir
boliimii kalici mutasyonlara doniigebilir. Bu kromozom ve/veya genom mutasyonlari
interfaz ve metafaz asamasindaki hiicrelerde MC veya kromozom aberasyonlar1 gibi
yontemlerle belirlenebilir. Bu yontemlerin sonug¢larinin kiyaslanmasi kromozom ve/veya
genom mutasyonlarina doniistiiriilen DNA kirtk miktarinin belirlenmesini saglayabilir.

Dolayisiyla in vitro deneylerde comet ve MC yoOntemlerinin bir arada uygulanmasi,
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genotoksik etkilerin belirlenmesinde mutajenitenin ve klastojenitenin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasinda ve etkili en diisiik konsantrasyonun belirlenmesinde
ozellikle onerilmektedir (Van Goethem, Lison ve Kirsch-Volders, 1997). Dolayisiyla bu
tez calismasinda piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin
genotoksik ve antigenotoksik etkileri hem comet hem de MC testleri ile

degerlendirilmistir.

Piknogenoliin comet yonteminde 6 farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25, 50, 100, 150
ug/ml) saglikli insan lenfositlerine uygulanmasi sonrasinda, diisiik konsantrasyonlarinda
(5-50 pg/ml) negatif kontrole kiyasla DNA hasar1 olusturmadigi, en yiiksek iki
konsantrasyonunun (100 ve 150 pg/ml) ise DNA hasarina neden oldugu goriilmiistiir.
Comet testi ile benzer sekilde MC yonteminde de piknogenoliin diisiik
konsantrasyonlarinda (5-50 pg/ml) MC olusumunda anlamli bir artisa neden olmadigi
ancak en yiiksek iki konsantrasyonunda ise (100, 150 pg/ml) kontrol grubuna kiyasla MC

frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,05) olusturdugu belirlenmistir.

Piknogenol ile ilgili az sayidaki calismada genellikle DNA hasarina neden olmadigi
bildirilmistir (Rohdewald, 2002). In vivo arastirmalarda fare kemik iligi hiicrelerinde MC
yontemi sonuglarina gére 1500 mg/kg piknogenoliin, kromozomal anormalliklere neden
olmadigr goriilmiistiir. Ayn1 sekilde insan lenfositlerinde 600 pg/ml konsantrasyona kadar
kromozomal anormalliklere neden olmadigr bildirilmistir (Rohdewald, 2005).
Piknogenoliin genotoksik etkili olmadig1 ve ozellikle diisiik dozlarinda giivenli sekilde
kullanilabilecegi sOylenmektedir. Bu arastirmada sadece yiiksek konsantrasyonlarda
belirlenen zayif genotoksik etkisinin ise giiclii bir antioksidan oldugu bilinen bu maddenin

prooksidan etkisi de olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda comet yonteminde piknogenol muamelesinin ardindan H»O; uygulanan
gruplarin hepsinde, tek basina H>O> uygulanmis olan pozitif kontrol grubuna kiyasla
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti olarak degerlendirilen DNA
hasarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde MC testinde H»>O ile birlikte piknogenol uygulanan tiim gruplarda % MC
frekansinda istatistiksel olarak onemli bir azalma gozlenmistir. Sonug olarak piknogenol,
uygulanan tiim konsantrasyonlarinda lenfositlerde H>O tarafindan olusturulan oksidatif

DNA hasarina kars1 koruyucu bir etki gostermistir.
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Bu tez calismasinin verileri ile benzer sekilde piknogenoliin DNA hasarina karsi
antimutajenik ve antigenotoksik etkileri oldugu bildirilmistir (Rohdewald, 2002). Cam igne
ekstrelerinin OH radikali ve hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii gii¢lii bir etkisi
oldugu ve demir iyonunu selatladigi, hiicreleri p21 ve BAX protein ekspresyonunu
azaltarak ve Bcl-2 proteinini artirarak oksidatif hasardan korudugu iddia edilmistir (Jeong,

Seo ve Jeong, 2009).

Aydin, Unsal, Sekeroglu, ve Giilbahar (2011) piknogenoliin sican kemik iliginde sisplatin
tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyonlarin sikligin1 diisiirdiigiinii ve mitotik
indeksi yiikselttigini bildirmisler, sisplatin toksisitesine karsi, piknogenoliin yararli bir

koruyucu ajan olarak kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir.

Genel olarak piknogenoliin oksidatif stres tarafindan indiiklenen cok c¢esitli patolojik
kosullara kars1 bir¢cok yararlh etkisi oldugu bildirilmistir (Maritim, Sanders ve Watkins III;
2003; Mochizuki ve Hasegawa, 2004). Piknogenoliin igerigindeki fenolik bilesiklerin
katesol yapisi, oksijen metabolizmasinda onemli bir rol alan bakir ve demir gibi gecis
metallerini selatlama yetenegine sahiptir (Cao, Sofic ve Prior, 1997). Piknogenoliin, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunda rol oynayan siklooksijenaz, protein kinaz C, NADH oksidaz,
lipoksijenaz, ksantin oksidaz ve nitrik oksit sentaz gibi enzimlerin aktivitelerini inhibe
ettigi bilinmektedir (Moini, Guo ve Packer, 2000). Piknogenol ayrica askorbil radikallerini
yeniden olusturmakta ve endojen E vitamini ve glutatyonu oksidatif stresten korumaktadir
(Rimbach, Virgili, Park ve Packer, 1999; Virgili, Kobuchi ve Packer, 1998). Piknogenoliin
gen ekspresyonunu, enzim ve diger molekiiller {izerinde rolii oldugu bircok yayinda
bildirilmektedir (Maritim, Dene, Sanders ve Watkins III, 2003; Moini, Guo ve Packer,
2000; Rimbach ve digerleri, 1999).

Bu tez calismasinda resveratroliin bes farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25, 50 ve 100 uM)
genotoksik ve antigenotoksik etkileri comet ve MC yontemleriyle arastirilmistir. Comet
yonteminde saglikli insan lenfositlerine resveratroliin tek basina uygulamasinin DNA
hasar1 olusturmadig1 goriilmiistiir. Resveratrol muamelesinin ardindan H2O: uygulanan
tim gruplarda, tek basina H>O» uygulanmis olan pozitif kontrol grubuna kiyasla DNA
hasarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma oldugu belirlenmistir. Ayni1
sekilde MC testinde, resveratroliin tek basina uygulandig1 gruplar, negatif kontrol grubu ve

¢oziicii kontrol grubu ile kiyaslandiginda resveratroliin (5-100 uM) MC olusumunda
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anlamli bir artisa neden olmadig1 gozlenmistir. H>O2 uygulanan tiim gruplarda ise % MC
frekans1 kontrole gore 6nemli derecede artmis, H2O: ile birlikte resveratrol uygulanan tiim
gruplarda ise % MC frekansinda azalma gozlenmistir. Bu azalma, tiim konsantrasyonlarda
istatistiksel olarak anlamli diizeydedir. Sonug olarak, resveratrol 5-100 uM konsantrasyon
araliginda insan lenfositlerinde genotoksik etki olusturmamakta ayrica H>O: tarafindan

indiiklenen DNA hasarina ve MC olusuma kars1 koruyucu bir etki gdstermektedir.

Literatiirde resveratroliin genotoksik ve antigenotoksik etkileri ile ilgili cok sayida
arastirma bulunmaktadir. Yen ve digerleri (2003), resveratroliin insan lenfositlerinde H>O»
tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1 etkilerini arastirmislar ve bulgularimiza benzer
sekilde 10-100 uM konsantrasyon araliginda sitotoksik ve genotoksik etki gostermedigini
ayrica H>O» tarafindan indiiklenen DNA hasarinin resveratrol tarafindan inhibe edildigini
bildirmislerdir. Calisilan konsantrasyon araliginda resveratroliin doza bagli olarak GSH
diizeylerini ve GPx, GR, GST aktivitelerini arttirirken CAT aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Insan lenfositlerinde H>O, tarafindan olusturulan DNA hasarinda
resveratrolin  koruyucu etkisinin GSH diizeyindeki artis ve antioksidan enzim

aktivitelerindeki iyilestirici etki ile agiklanabilecegi belirtilmistir.

Resveratrol; uygulama dozlari, deney kosullart ve kullanilan test sistemlerine bagl olarak
cok farkli etkiler gosterebilmektedir. Resveratroliin CHO hiicrelerinde de tek basina DNA
hasarina sebep olmadigi, bununla birlikte yiiksek dozda DNA hasarima neden oldugu
bildirilmistir. Ancak resveratroliin, H>O> ile birlikte es zamanli uygulandiginda koruyucu
bir etki gostermedigi, HoO> uygulamasindan 3 saat once uygulandiginda primer DNA

hasarin1 tamamen engelledigi gosterilmistir (De Salvia ve digerleri, 2002).

Tiirkez ve Sisman (2011), in vitro insan lenfosit kiiltiirlerinde resveratroliin aflatoksin B
tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi etkilerini kromozom anormallikleri ve kardes
kromatit degisimi testleri ile aragtirmislar ve resveratroliin aflatoksin Bi’in neden oldugu
kardes kromatit degisimi frekansin1 ve kromozom hasarini azaltarak koruyucu etki
gosterdigini bildirmislerdir. Bu c¢alismada resveratroliin (10, 15, 25, 40, 75 ve 100 uM)
uygulandig1 gruplarda kontrol gruplarina kiyasla hiicre basina diisen kardes kromatit
degisimi ve kromozom anormalligi oraninin degismedigi ve resveratroliin mutajenik ve
klastojenik etkisi olmadig1 gosterilmistir. Bu sonuclarin ayn1 zamanda Stagos ve digerleri

(2007) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu oldugu bildirilmistir. Stagos ve digerleri
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(2007) resveratroliin tek basina uygulanmasinin insan lenfositlerinde genotoksik
olmadigin1 ve kardes kromatit degisimini indiiklemedigini bildirmislerdir. Sgambato ve
digerleri (2001), resveratroliin bircok genotoksik ajanin neden oldugu oksidatif DNA
hasarini engelleyerek antimutajenik ve antikanserojenik bir ajan olarak etki edebilecegini
ileri siirmiislerdir. Bunun tersine Matsuoka ve digerleri (2001), resveratroliin Cin hamsteri
akciger hiicre hattinda kardes kromatit degisimini indiikledigini fakat kromozom
anormalliklerine neden olmadigin bildirmislerdir. Yan ve digerleri (2011) de resveratroliin
insan lenfosit kiiltiirlerinde etanol tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi1 onemli bir
koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir. Quincozes-Santos ve digerleri (2007),
resveratroliin C6 glioma hiicrelerinde H>O, tarafindan olusturulan oksidatif stres kosullar

altinda DNA hasarina kars1 koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir.

Resveratroliin DNA koruyucu etkileri ile ilgili ¢cok ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Bisht
ve digerleri, 2010). Resveratroliin 2, 3, 7, 8-tetraklorodibenzo-p-dioksin veya Ostradiol ile
muamele edilmis MCF-10F hiicrelerine es zamanli uygulanmasi ile Ostrojen
metabolizmasint ve DNA katim {iriinii olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir (Lu ve
digerleri, 2008). Benzo(a)piren tarafindan indiiklenen sperm DNA hasar1 ve hiicre oliimii
resveratroliin yine es zamanli muamelesi ile engellenmistir. Resveratrol sperm DNA’sinda
BaP-diol-epoksit olusumunu ve apoptotik ve nekrotik hiicre Oliimiinii inhibe etmistir
(Revel ve digerleri, 2001). Baska bir calismada, 8 mg/kg/giin resveratroliin 30 hafta
boyunca 1,2-dimetilhidrazin (DMH) ile birlikte oral olarak takviye edilmesi sican
lokositlerini DMH tarafindan indiiklenen DNA hasar1 ve oksidatif strese karsi korumustur.
Resveratroliin antioksidan enzimlerin (CAT, SOD, GR, GPx ve GST) diizeylerini
diizenledigi bildirilmistir (Sengottuvelan, Deeptha ve Nalini, 2009). Reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu baz oksidasyon {iriinlerinin olusumunu arttirarak DNA hasarina sebep
olur. Ornegin 8-okso-7,8-dihidro-2-deoksiguanozin (okso8dG), guanin iceren bolgelerin
C-8 hidroksilasyonu ile olusan baz oksidasyon iiriinlerinden biridir ve okso8dG oranit DNA
hasariin en onemli gostergelerinden biridir (Floyd, 1990). Resveratrol, bobrekte serbest
radikal olusumuna neden olarak karsinojenik etki gosteren potasyum bromatin indiikledigi
DNA hasarina kars1 okso8dG diizeyini azaltarak koruyucu etki gostermektedir (Cadenas ve
Barja, 1999). Resveratrol ayrica fel¢ yatkinligi olan siganlarin kas hiicrelerinde okso8dG
diizeylerini diisiirerek oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etki gostermistir (Mizutani

ve digerleri, 2000). Bununla birlikte resveratroliin UVA maruziyeti ile es zamanli olarak
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uygulanmasi HaCaT insan keratonositlerinde okso8dG olusumunu arttirmis ve DNA zincir

kiriklarma ve hiicre 6liimiine yol agmistir (Seve ve digerleri, 2005).

Resveratroliin molekiiler ve biyokimyasal etki mekanizmalar1 cesitlilik gostermektedir.
Resveratroliin, coklu ila¢ diren¢ proteini, topoizomeraz II, DNA polimeraz, Ostrojen
reseptorleri, tubulin ve FI-ATP gibi cesitli hiicre sinyal proteinine baglandigi
gosterilmistir. Resveratrol, aym1 zamanda cesitli transkripsiyon faktorlerini (NF-kB,
STAT3, HIF-1 alfa, beta-katenin ve PPAR gama) aktive ederek antiapoptotik gen
iriinlerini (Bcl-2, Bel-XL, XIAP ve survivin) baskilamakta, protein kinazlar1 (src, PI3K,
JNK, ve AKT) inhibe etmekte, antioksidan enzimlerin (CAT, SOD ve hemooksijenaz-1)
aktivitesini artirmakta, inflamatuar belirtecler (NF, COX-2, iNOS, ve CRP) ile anjiyogenik
ve metastatik gen {riinlerinin (MP, VEGF, katepsin D ve ICAM-1) aktivitesini
baskilamakta ve hiicre siklus genleri (53, Rb, PTEN, siklinler ve CDK) iizerine diizenleyici
etki gostermektedir (Keskin ve digerleri, 2009).

Calismamizda rosmarinik asidin altt farkli konsantrasyonunun (5, 10, 25, 50, 100, 200
ug/ml) saglikli insan lenfositlerine uygulanmasi sonrasinda, diisilk konsantrasyonlarinda
(5-50 pg/ml) negatif kontrole kiyasla DNA hasar1 olusturmadigi ancak en yiiksek iki
konsantrasyonunun (100 ve 200 pg/ml) DNA hasarinda istatistiksel olarak artisa neden
oldugu goriilmiistiir. Rosmarinik asit muamelesinin ardindan H>O> uygulanan gruplar, tek
basina H>O» uygulanmis olan pozitif kontrol grubu ile kiyaslandiginda, diisiik dozlarda
koruyucu etki goriilmedigi, yiiksek dozlarda DNA hasarinda bir azalma oldugu yani
koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Bu calismada MC testinin sonuclar1 da comet testi
ile uyumludur. Rosmarinik asidin tek basina uygulandigi gruplar, negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda diisiik konsantrasyonlarinda (5-50 pg/ml) MC olusumunda anlamli bir
artisa neden olmadigi, yiiksek iki konsantrasyonunda ise (100 ve 200 pg/ml) kontrol
grubuna kiyasla MC frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir artis olusturdugu
belirlenmistir. H>O> ile birlikte rosmarinik asit uygulanan tiim gruplarda ise tek basina
H>0; uygulanan gruplara kiyasla % MC frekansinda azalma gozlenmistir. Bu azalma tiim
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli diizeydedir. Sonu¢ olarak rosmarinik asit
diisiik konsantrasyonlarinda insan lenfositlerinde genotoksik etki gostermezken sadece
yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik etki olusturmaktadir. Bununla birlikte rosmarinik

asit, H>O2’nin neden oldugu DNA hasarina kars1 koruyucu etki gostermektedir.
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Bu calisma ile benzer sekilde rosmarinik asidin genotoksik ve antigenotoksik etkilerine
iliskin ¢esitli in vivo ve in vitro ¢alismalar bulunmaktadir. Rosmarinik asidin hem kimyasal
maddelerle indiiklenmis kromozom hasar1 ve kaybina, hem de primer DNA hasarina kars1
koruyucu etkileri arastirllmigtir. Furtado ve digerleri (2010), doksorubisine Kkarsi
rosmarinik asidin koruyucu etkilerini V79 hiicrelerinde MC ve comet yontemleri ile
arastirmislardir. Rosmarinik asidin tek basina genotoksik etkili olmadigi, bununla birlikte
doksorubisin tarafindan indiiklenen MC frekansin1 ve DNA hasarim istatistiksel olarak
onemli derecede azalttig1 bildirilmistir. Rosmarinik asidin ¢esitli dozlarinin doksorubisine
kars1 antimutajenik etkileri in vivo olarak Swiss farelerin periferal kan hiicrelerinde MC
yontemi ile arastirilmistir. Rosmarinik asidin ii¢ farkli dozu (50, 100, 200 mg/kg) ile
muamele edilen farelerde, kontrol grubuna kiyasla MC frekansinda herhangi bir artig
gozlenmemistir. Rosmarinik asitle birlikte doksorubisin verilen hayvanlarda sadece
doksorubisin verilen hayvanlara kiyasla MC frekansinda énemli bir azalma gozlenmistir.
Her ne kadar bu koruyucu etkinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak bilinmese de,
doksorubisin toksisitesine karsi rosmarinik asidin etkisinin gii¢lii antioksidan aktivitesi ile

iliskili oldugu bildirilmistir (Furtado ve digerleri, 2008).

Pereira ve digerleri (2005), comet yontemini kullanarak rosmarinik asidin Wistar sicanlarin
beyin dokusu ve periferal kan hiicrelerinde DNA hasarina neden olmadigini
belirlemislerdir. De Oliveira ve digerleri (2012) ise farelerde etanol tarafindan indiiklenen
DNA hasarina karsi rosmarinik asidin koruyucu etkilerini, comet ve MC testi ile
arastirmiglardir. Bu calismada 100 mg/kg rosmarinik asidin antigenotoksik kapasitesi
etanolden Once, es zamanli ve sonra uygulanarak, periferik kan ve beyin hiicrelerinde
comet, kemik iligi hiicrelerinde ise MC yontemleriyle belirlenmistir. Sonuglar rosmarinik
asidin etanol tarafindan indiiklenen DNA hasarinin derecesini, her iki dokuda ve tum farkli

uygulama zamanlarinda azaltabildigini gdstermistir.

Rosmarinik asidin, N2A noronal hiicrelerde de H>O» tarafindan indiiklenen genotoksisiteye
kars1 koruyucu etkisi comet yontemi ile arastiritlmistir. Hiicreler 12 saat siireyle 1-25 uM
rosmarinik asit ile, devaminda 24 saat 100 uM H>O, ile muamele edilmistir. 25 uM
rosmarinik asit uygulanan hiicrelerde kontrol grubu hiicrelerine kiyasla hasar olmadigi, 1-
25 uM konsantrasyon araliginda rosmarinik asit uygulanmasinin ardindan 100 uM HO- ile

muamele edilen hiicrelerde DNA hasarinin azaldigi gozlenmistir. 25 pM rosmarinik asit
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uygulanan hiicrelerde bu azalma her ne kadar kontrol diizeyinde olmasa da istatistiksel

olarak daha az orandadir (Ghaffari ve digerleri, 2014).

Rosmarinik asidin antigenotoksik etkileri ile ilgili bulgularimiz rosmarinik asidin (25 uM)
insan lenfositlerinde gamma ve UV radyasyon tarafindan indiiklenen MC frekansini
azalttigin1 belirleyen Del Bano ve digerleri (2006) ve Sanchez-Campillo ve digerlerinin

(2009) bulgulariyla da benzerlik gdstermektedir.

Bu calismada, diger fenolik bilesiklerle benzer sekilde vanilik asidin alt1 farkli
konsantrasyonunun (5, 25, 50, 100, 500 ve 1000 uM) genotoksik ve antigenotoksik etkileri
comet ve MC yontemiyle arastirilmistir. Buna gore hem comet hem de MC testlerinde
saglikli hiicrelerde tek basma vanilik asit uygulamasinin DNA hasar1 olusturmadigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte comet testinde vanilik asit muamelesinin ardindan H>O»
uygulanan tiim gruplarda DNA hasarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma
oldugu belirlenmistir. Ayn1 sekilde MC testinde H>O: ile birlikte vanilik asit uygulanan
tiim gruplarda % MC frekansinda azalma gozlenmistir. Bu azalma en diisiik doz harici tiim
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli diizeydedir. Sonug olarak vanilik asit insan
lenfositlerinde genotoksik bir etkiye neden olmamakta, ancak H»>O» tarafindan indiiklenen

DNA hasar1 ve MC olusumuna kars1 koruyucu etki gostermektedir.

Bu calisma ile benzer sekilde, Erdem ve digerleri (2012), vanilik asidin in vitro insan
periferal kan lenfosit kiiltiirlinde mitomisin-C (MMC) tarafindan indiiklenen DNA hasarina
kars1 etkilerini incelemisler, 1 pug/ml konsantrasyonda vanilik asidin MMC tarafindan
indiiklenen DNA hasarin1 ve MC igeren hiicre frekansini istatistiksel olarak onemli oranda
azalttigin1 ancak yliksek konsantrasyondaki vanilik asidin (2 pg/ml) tek basina genotoksik

etki olusturabilecegini bildirmislerdir.

Vanilik asit, sahip oldugu hidroksil grubu sayesinde antioksidan etki gostermektedir (Tai
ve digerleri, 2012). Vanilik asidin deneysel olarak karsinogenez olusturulmus olan
sicanlarda da koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir (Tsuda ve digerleri, 1994). Literatiirde
vanilik asidin dogrudan genotoksik ve antigenotoksik ozelliklerini arastiran ¢ok sinirli
sayida c¢alismaya rastlanmaktadir. Ancak vanilyanin antimutajenik, antioksidan ve
antikarsinojenik Ozellikleri daha detayli olarak arastirilmistir (Tai ve digerleri, 2011;

Kumar ve digerleri, 2012). Aslinda vanilyanin okside formu olan vanilik asit, vanilyadan
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daha fazla serbest radikal siipiiriicii etki gostermektedir (Sasaki ve digerleri, 1990). In vivo
sartlarda vanilyanin fare kemik iliginde MMC tarafindan indiiklenen MC frekansin
azalttigr bildirilmistir (Inouye ve digerleri, 1998). In vitro bir arastirmada ise vanilyanin
V79 hiicrelerinde H>O; tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 azalttig1 gosterilmistir (Tamai,

Tezuka ve Kuroda, 1992).

Bu tez caligmasinda son olarak sinnamik asidin genotoksik ve antigenotoksik etkileri
arastirilmistir. Sinnamik asidin saglikli lenfositlerde alti farkli konsantrasyonunun (5, 25,
50, 100, 500 ve 1000 uM) uygulamasi sonucunda DNA hasar1 olusturmadigi, bununla
birlikte sinnamik asit muamelesinin ardindan H>O> uygulanan tiim gruplarda, tek basina
H>0: uygulanmis olan pozitif kontrol grubuna kiyasla DNA hasarinda istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) bir azalma oldugu belirlenmistir. Aynm sekilde MC testinde sinnamik
asidin uygulandig1 gruplarda negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda MC olusumunda
anlaml bir artisa neden olmadigi, H>O; ile birlikte uygulandiginda ise % MC frekansinda

istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalma sagladig1 gozlenmistir.

Kitsati ve digerleri (2012), bu tez calismasi ile benzer sekilde cesitli sinnamik asit
tiirevlerinin (trans-sinnamik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve kafeik asidin
metil ve propil esterleri) H>O: tarafindan indiiklenen oksidatif DNA hasarina karsi
hiicreleri koruyucu etki kapasitelerini arastirmislardir. Her bir bilesigin etkin koruyucu
ozelliklerinin, hiicreye girme ve hiicre i¢indeki demiri selatlama yeteneklerine bagli oldugu
bildirilmistir. Bu calismaya gore fenolik asidin aromatik halkasinda orto-hidroksi
grubunun bulunmasi1 oksidatif stres kosullarinda hiicresel DNA’nin  korunmasini

saglamaktadir.

Literatiirde sinnamik asidin 0zellikle yiiksek dozlarinda genotoksik etkileri olabilecegini
gosteren yayinlar bulunmaktadir. Niero ve Machado-Santelli (2013), sinnamik asidin
genotoksik etkilerini insan melanoma hiicre hatt1 HT-144 hiicrelerinde ve insan melanosit
hiicre hattinda (NGM) incelemislerdir. 3,2 mM sinnamik asit NGM hiicrelerinde MC
frekansint artirmistir. Bu calismada arastiricilar sinnamik asidin melanoma hiicrelerinde
anti-proliferatif etkileri oldugunu bununla birlikte melanositlerde artan MC frekansinin
genotoksik etkilere neden olmasindan dolayr daha detayli caligmalarin yapilmasi

gerektigini bildirmislerdir.
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Maistro ve digerleri (2011), sinnamik asit ve tiirevleri, kafeik asit ve ferulik asidin sican
hepatoma doku hiicrelerinde (HTC) comet yonteminde genotoksik etkiye neden olmadigini
ancak MC testinde her ii¢ fenolik bilesigin MC frekansinda artisa neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Buna gore bu fenolik bilesiklerin HTC hiicrelerinde klastojenik etkiye

sahip olabilecekleri bildirilmistir.

Bu tez caligmasinda arastirilan tiim fenolik bilesiklerin MC testinde niikleer boliinme
indeksi de sayilmistir. Fenolik bilesiklerin uygulandigi tiim gruplarda kontrol grubuna

kiyasla bir azalma oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlenmistir.

Genel olarak diyet destekleri i¢inde en yaygin olarak kullamilan grup fenoller olmasina
ragmen bu bilesiklerin genotoksik ve antigenotoksik etkileri ile ilgili calismalar halen
yeterli degildir ve yapilan calismalarda elde edilen sonuglar tartismalidir (Maistro ve
digerleri, 2011). Fenolik bilesiklerin molekiiler mekanizmalarinin detayli bir sekilde
anlasilmas1 etkilerinin belirlenmesinde olduk¢a Onemlidir. Fenolik bilesiklerin ve tiim
diger bitkisel gida desteklerinin artan orandaki tiiketiminin zararsiz olmayacagi
bilinmelidir (Mennen, Walker, Bennetau-Pelissero, 2005). Yapilan arastirmalara gore
tannik asit, kumarin, vanilin, kafein ve sinnamik aldehit gibi fenolik bilesiklerin memeli
hiicrelerinde mutajenik etkileri oldugu bildirilmistir (Ferguson, van Zijl, Holloway, Jones,
1985; Sanyal, Darroudi, Parzefall, Nagao ve Knasmiiller, 1997). Fenolik bilesiklerin
yiiksek dozlardaki genotoksik etkileri; DNA interkalasyonu, DNA topoizomeraz II hasari,
serbest radikal {iretimi ve anahtar enzimlerin inhibisyonu gibi mekanizmalarla

gerceklesmektedir (Stopper, Schmitt ve Kobras, 2005).

Fenolik bilesiklerin etkileri altinda yatan mekanizmalarin tam ve dogru sekilde
aciklanabilmesi i¢in farkli hiicre kiiltiirlerinde, farkli yontemlerin uygulanmasi da
onemlidir. Yapilan bazi ¢calismalarda etkisi incelenen fenolik bilesiklerin comet yontemiyle
genotoksik etki gostermedikleri ancak MC testinde klastojenik etkili olduklari
belirlenmislerdir. Comet testi, primer DNA hasarinin gostergesidir ve DNA katimlarinin
veya zincir kiriklarmin mutasyon olusumu sirasinda genellikle ilk basamak olarak
meydana geldikleri, hasar sonrasinda onarilabilecekleri bilinmektedir (Brendler-Schwaab
ve digerleri, 2005). Diger yandan MC yapilar1 genellikle hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomal pargaciklarin kayb: ile ortaya ¢ikan klastojenik bir etkidir (Salamone ve

digerleri, 1980). MC ayn1 zamanda tiim bir kromozom kaybu ile de ortaya cikabilir ki bu
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anojenik etkiler comet testi ile tespit edilememektedir. Maistro ve digerleri (2011)
arastirmalarinda fenolik asitlerden kafeik, ferulik ve sinnamik asidin HTC hiicrelerinde
MC testinde klastojenik etki gosterdigini bildirmeleri bu durumu desteklemektedir.
Bununla birlikte fenolik asitler oldukca genis bir alanda terapotik etkiler gostermektedir ve
bu bilesiklerin hem yiiksek veya kiimiilatif dozlarinin, hem de diisiik dozlarinin insan

saglig iizerine etkilerinin incelenmesi Onerilmektedir.

Bir¢ok fenolik bilesigin izole olarak genotoksik etki olustururken (Noel, Kasinathan ve
Rath, 2006), diger bilesiklerle bir arada oldugunda genotoksik etkiyi iyilestirici, engelleyici
etkiler gosterebildigi unutulmamalidir (Siddique ve Afzal, 2009). Bu tez calismasinda
aragtirtlan fenolik bilesikler, genotoksik etki potansiyeli bilinen H>0O2’ye karsi
antigenotoksik etkileri acisindan degerlendirilmistir. HoO», oksidatif stres sirasinda iiretimi
artan ve proteinlere, niikleik asitlere, hiicre membranlarina zarar verdigi ve kanser,
yaslanma ve ayrica bircok kronik norodejeneratif hastaliklara neden oldugu bilinen bir
bilesiktir (Daroui, Desai, Li, Liu ve Liu, 2004). H,O; aslinda ciftlesmemis elektronlar
olmadig1 i¢in kendisi bir serbest radikal degildir (Yen ve digerleri, 2003). Ancak H>O>’nin
ozellikle Fenton reaksiyonu ile olusan hidroksil radikali araciligiyla oksidatif DNA
hasarina neden oldugu bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1992; Josephson,
Silverman, Lakatta, Stern ve Zweier, 1991). In vivo kosullarda H>0O», O nin iki deger
indirgenmesi ile dogrudan veya Oz nin tek deger indirgemesi ile dolayl olarak iiretilir.
H>0:, oksijenin ksantin oksidaz, iirikaz, D-amino asit oksidaz, a-hidroksi asit oksidaz gibi
cok cesitli oksidazlar tarafindan indirgenmesiyle olusan temel iirtindiir. H2O2, CAT ve
peroksidaz gibi redoks aktif metal kompleksleri tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla
H>O ve O ye aynsir. H,O» ayrica Oy ile reaksiyona girerek, Fe** varliginda hidroksil
radikali iireten Haber-Weiss reaksiyonunu baslatir (Ray ve Hussain, 2002). Hidroksil

radikali ise DNA hasarina neden olan en 6nemli serbest radikaldir (Tsuda, 1981).

H>02’nin mutajenik ve kanserojenik oldugu; hayvanlarda kanser olusumu ile iliskili
oldugu bir¢ok arastirict tarafindan bildirilmistir (Andreoli, Leopardi, Rossi ve Crebelli,
1999; Pryor, 1986). Karsinogenezin baslama ve ilerleme safthalarinda rol aldig
bilinmektedir (Birnboin, 1986). Ayrica kromozom anormallikleri, kardes kromatit
degisimi, tek zincir kiriklar ve cift zincir kiriklart seklinde ¢esitli formlarda DNA hasarina
neden oldugu bildirilmistir (Prise, Davies ve Michael, 1989; Sofni ve Ishidate, 1984;
Thibodeau ve Paquette, 1999; Tsuda, 1981; Siddique ve Afzal, 2009).
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Bu tez calismasinda da H>O2, hem comet testinde hem de MC testinde DNA hasarina
neden olmustur. Literatiirdeki ¢aligmalarda kullanilan konsantrasyonlar ile uyumlu olarak
comet testinde 50 uM H>O> uygulanan tiim gruplar, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlendirmelerinin hepsinde
istatistiksel olarak onemli bir artisa neden olmustur. Aym sekilde MC testinde 100 uM
H>0; uygulanan tiim gruplarda, kontrol grubuna kiyasla MC frekansinda istatistiksel

olarak 6nemli bir artig gozlenmistir.

Insan lenfosit kiiltiirlerinde 50, 100, 200 uM H,Ox’nin doza bagli olarak lipit
peroksidasyonunu ve MC frekansimi artirdigini bildirilmistir. Oksidatif stres sirasinda
retilen iyon radikalleri, lipit peroksidasyon olarak bilinen zincir reaksiyona neden
olmaktadir. Lipit peroksidasyonu tarafindan iiretilen aldehitler ise DNA katim {iriinlerine
ve lipit hidroperoksitlerini (LOOH) olusturarak tek ve c¢ift zincir kiriklarina neden
olmaktadir (Devipriya, Sudheer, Srinivasan ve Menon, 2008; Siddique, Beg ve Afzal,
2009).

Bu calismada genel olarak piknogenol, resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve
sinnamik asidin cesitli konsantrasyonlarinin H>O; ile birlikte uygulandig1 gruplar, tek
basina H>O> uygulanan grup ile kiyaslandiginda DNA hasarinda anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Yapilan bircok calisma dogal ve sentetik antioksidan bilesiklerin, artan
diizeylerde H>O2’ye maruz kalan niikleer DNA’y1 ve temel hiicresel yapilart koruyucu
Ozelliklerinin, hiicreler aras1 demire baglanma kapasitelerine bagli oldugunu gostermistir
(Kitsati ve digerleri, 2012; Doulias ve digerleri, 2005; Melidou ve digerleri, 2005; Nousis
ve digerleri, 2005). Ayrica tiim fenolik bilesikler (fenolik asitler, polifenoller ve 6zellikle
flavanoidler) bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan, bir veya daha fazla aromatik
halkadan olugsmustur; bu sayede fenoksil radikallerini olusturarak potansiyel birer serbest

radikal tutucu olarak gorev yaparlar (Rice-Evans, Miller ve Pananga, 1996).
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6. SONUC VE ONERILER

Bitkilerde ikincil metabolitler olarak bilinen dogal bilesiklerin, oksidatif stres tarafindan
indiiklenen  genotoksisiteye karst koruyucu etkileri oldugu bircok calismada
gosterilmektedir. Bu nedenle ozellikle son 20 yildir bitkisel iceriklerin izolasyonu,
tanimlanmas1 ve antigenotoksik Ozelliklerinin belirlenmesi temel arastirma alanlarindan
biri haline gelmistir (Soltani ve digerleri, 2009). Giiniimiizde halen bitkisel iriinlerin
bircogunun yap1 ve etkinlikleri tam olarak aydinlatilmamustir, ayn1 zamanda bircok bitkisel
antioksidan maddenin toksisiteleri ve insan sagligina olasi riskleri hakkinda da yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bazi bitkisel {irlinlerin mutajenik olabildikleri, DNA hasarimi
indiikledikleri belirtilmisse de tersini belirten bulgular da bulunmaktadir. Bitkilerden elde
edilen oOzellikle fenolik kimyasallar antioksidan ozellikleri nedeniyle reaktif oksijen
bilesiklerinin zararh etkilerine kars1 organizmanin korunmasinda ve radikal hasarina bagl
bozukluklarin tedavisinde onemli rol oynamaktadirlar. Ancak bitkilerde yaygin bulunan
fenolik bilesiklerin hem antioksidan hem de prooksidan etkileri olabilir, kimyasal

ozelliklerinin ve etkilerinin tam olarak belirlenmesi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda dogal iirlinlerde ve diyetimizdeki bir¢cok sebze ve meyvenin
bilesiminde bulunan ve son yillarda kullanimlar artan fenolik bilesiklerden piknogenol,
resveratrol, rosmarinik asit, vanilik asit ve sinnamik asidin antioksidan ozellikleri,
sitotoksik, genotoksik ve antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Bu bilesiklerden
piknogenol, resveratrol ve rosmarinik asidin diisilk konsantrasyonlarda sitotoksik ve
genotoksik etkileri olmadig1 ancak yiiksek konsantrasyonlarinda sitotoksik ve genotoksik
etkili olabildikleri gosterilmistir. Vanilik asit ve sinnamik asit ise arastirilan
konsantrasyonlarinda sitotoksik ve genotoksik etkiye neden olmamustir. Diger yandan
arastirtlan fenolik bilesiklerin hepsinin primer DNA hasarina ve MC olusumuna neden
olan H>0O2’ye karst DNA hasarin1 azaltic1 etkileri oldugu belirlenmistir. Antigenotoksik
ajanlarin antikanserojenik olabilecegi diisiiniildiigiinde, bu fenolik bilesiklerin kanser

tedavisinde biiyiik yarar saglayabilecekleri goz ardi edilmemelidir.

Bu tez calismasindaki veriler in vitro deneyler ile elde edilmistir. Bununla birlikte
deneylerde kullanilan modele ve tiim bir bitkinin veya sadece izole bilesiklerin
kullanilmasina bagli olarak sonuglarin farkli olabilecegi unutulmamalidir. Hiicre

kiiltiirlerinden ve hayvan modellerinden elde edilen veriler, insanlardaki etkiyi tam olarak
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ortaya koyamayabilmektedir. Ayrica bitkiler ve bunlardan elde edilen izole bilesikler ayni
biyolojik etkileri gostermeyebilmektedir. Bir gidanin ve/veya bunun icerdigi bilesiklerin
koruyucu etkisi, fitokimyasallarin emilimi, metabolizmasi, dagilimi ve atilimina
dayanmaktadir. Fitokimyasallarin farmakokinetigine iliskin veriler kisithidir. Ayni bitki
tirlerinde fitokimyasal icerikleri bitkinin genotipine, bitkinin yetistirildigi yere ve yilin
hangi sezonunda toplandigina bagli olarak degismektedir. Diyetsel bilesenlere maruziyet
stiresi ve yogunlugu da hiicresel cevabi etkilemektedir. Bu nedenle maruziyet dozu ve
stiresi gidalarla ilgili ¢alismalarda bulgular1 yorumlarken dikkate alinmalidir. Dogal
tiriinlerde bulunan fenolik bilesiklerin insan sagligina olan etkilerini belirlemek, yapr islev
iligkilerini agiklamak ve uygun kullanim dozlarm belirlemek icin daha ayrintili

calismalara gerek duyulmaktadir.
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