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OZET

Serbest radikal hasarinin ateroskleroz, kanser, yaslanma gibi pek cok dejeneratif
hastaligin gelismesinde katkis1 oldugu bilinmektedir. Son yillarda antioksidan amagla
fenolik fitokimyasallarin ve bitkisel tirlinlerin kullanim1 artmaktadir. Ancak bitkisel tirtinler
prooksidan ve antioksidan olarak ikili etkide bulunabilirler. Yesil ve siyah cayin reaktif
oksijen bilesiklerinin zararli etkilerine kars1 organizmayi koruduguna dair pek ¢ok c¢alisma
olmasina ragmen bu caylara ait atiklarin etkisine yonelik yeterli calisma yapilmamistir. Bu
calismanin amaci, siyah ve yesil ¢ay ile bunlarin farkli atiklarindan elde edilen 6ziitlerin
fenolik igerigini belirlemek ve onlarin insan lenfositlerinde hidrojen peroksit tarafindan
indiiklenen oksidatif DNA hasarina karst koruyucu etkilerini tek hiicre jel elektroforez
(comet) yontemiyle karsilastirmaktir. Calismada kullanilan numuneler Rize’de bulunan
cay fabrikalarindan saglanmigtir. Cay ve atik ekstraktlarinin toplam fenolik madde
icerikleri Folin-Ciocalteau reaktifi ile katesin standartina esdeger olarak belirlenmistir ve
fenolik igerikleri (K, EK, EGK, EGKG, EGK and gallik asit) HPLC-PAD sistemi ile tespit
edilmistir. DPPH radikal temizleme aktivitesi Cuendet metodu ile esdeger Kkatesin
standartiyla karsilastiritlmali olarak tayin edilmistir. DNA hasar1 Comet assay yontemi ile
tespit edilmistir. Oziitlerde en yiiksek fenolik bilesim, radikal temizleme etkisi ve anti-
DNA hasar aktivitesiyesil cayda gozlemlenmistir(l pM konsantrasyona sahip ekstraktlarda
sirastyla, 68+3.9 mg/g, 10£1.3 uM, 0,49+0,06 ).Tim oOziit ekstraktlarinda fenolik igerik
siralamasinin: YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA, DPPH aktivite siralamasmin: YC >
YCYA > SC = YCGA > SCLA ve anti-DNA hasar aktivite siralamasinin: YC >SC
>YCYA > YCGA > SCLA oldugu tespit edilmistir. Deney ortaminda fenolik igerigin
artirtlmas1 sonucunda ise c¢ay ve atiklarmin prooksidan etki gostermeye basladigi
belirlenmistir. Sonu¢ olarak, DNA hasarina yonelik koruyuculugu bakimindan ¢ay
atiklarinin da ¢ayin kendisi kadar etkili oldugu ve degerlendirilerek ekonomik bir katki

saglayabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cay, Cay Atiklari, DPPH, Comet



SUMMARY

Investigation of the Effects of Black, Green Teas and Their Wastes on the
Oxidative DNA Damage

Free radical damage is known for contributing atherosclerosis, cancer, aging and
many other degenerative diseases. Moreover, the last few years have illustrated the
increase of using antioxidant phenpolic phytpchemicals and plant products. However,
herbal producst could have a bimodal effectsuch as prooaxidant and antioxidant. Many
researches show that green and black teas have antioxidant substance, but there is no study
enough to show the effect of wastes on cellulare systems. The aim of this research is to
determine phenolic composition and compare the ability of extracts of black, green teas
and their wastes extracts to prevent oxidative DNA damage on hydrogen peroxide-induced
human lymphocytes by the single cell gel electrophoresis method (Comet assay). The tea
and waste samples in present study was provided by two tea factories in Rize, Turkey.
Total phenolic contents of all extracts of tea samples were evaluated with Folin- Ciocalteau
reagent as catechin equivalent and the phenolic constituents (C, EC, EGC, EGCG, EGC
and gallic acid) were determined by HPLC-PAD system. DPPH radical scavenging
activities of the extracts were measured by the Cuendet method comparing with catechin
standard. DNA damage was measured by Comet assay. The highesttotal phenolic content,
radical scavenging activity and anti-DNA damage activity were observed in the green tea
extract (68 +3.9 mg/g, 10 +1.3 uM, 0,49 =+0,06 for 1 pM extract concentration,
respectively). The findings for all of sample extract as follow: YC > YCYA > SC = YCGA
> SCLA for phenolic content, YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA for DPPH activity and
YC >SC >YCYA > YCGA > SCLA for anti-DNA damage activity. Wastesof black and
green teaas well as theirself teasmay reduce oxidative DNA damage. That leaf waste of
green tea may improve DNA fracmentation as does black tea is an intriguing finding.
When phenolic content added into the experimental media was increased, tea and its
wastes began to show prooxidant effect, another notworthy data obtained in this study. As
a result, tea waste as tea has protective effect on DNA damage, which may encourage to

entrepreneurs that can make an economic value.

Key Words: Tea, Tea Wastes, DPPH, Cometassay
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Serbest radikaller, besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniisiimii sirasinda
meydana gelen reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri yasam i¢in vazgegilmez olmakla
birlikte, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen ve son derece reaktif
olan ara irlnler olusur. Reaktif oksijen tiirleri veya metabolitleri olarak bilinen bu
molekiiller lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verirler. Hiicre
fonksiyonlarna zarar vermek suretiyle hiicre i¢i ve disi bilesenlere saldiran bu oksijen
tirlerinin olusumunun ve aktivitesinin kontrol altina alinmasi gerekmektedir. Zararli
reaktif tiirlerin etkileri viicuttaki farkli dogal savunma sistemleri tarafindan kontrol altinda
tutulmaktadir. Ayrica, viicudun bu endojen savunma mekanizmalarinin diyetle alinacak
antioksidan besin 6geleriyle de desteklenmesi gerekmektedir (Altinisik, 2000; Cooke vd.,
2003).

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak iizere var olan antioksidan
savunma sistemleri bazi durumlarda serbest radikallerin etkisini tamamen Onleyemez ve
oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar(Altinisik, 2000).

UV isinlar, ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik reaksiyonlar, radyasyon, stres,
sigara, alkol ve biyokimyasal redoks reaksiyonlari gibi pek ¢ok yolla serbest radikal
olusumu gerceklesebilir. Olusan serbest radikaller, aralarinda ateroskleroz, kalp
hastaliklari, kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, diyabet, akut
renal yetmezlik, akciger hastaliklari, anfizem, bronsit ve alkolik karaciger hastaliklar1 gibi
yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarin da yer aldig1 patolojik durumlarin olusumuna
katkida bulunurlar (Altinigik, 2000; Halliwell, 1991).

Bilimsel c¢alismalarla bir yandan hastaliklarin tedavisinde yeni secenekler
arastirilirken, diger taraftan da saglikli bir yasam siirdiirme ve hastaliklar1 6nleme alaninda
yogun calismalar yapilmaktadir. Bu baglamda serbest radikal olusumunun ve antioksidan
kapasitenin belirlenmesi s6z konusu hastaliklara yakalanma riskini azaltmak iizere
antioksidan diyet uygulanmasi ve/veya ila¢g kullanimi agisindan 6nemli olmaktadir.
Antioksidan aktivitenin gilincellesmesine bagli olarak tedavide ve beslenmede kullanilan
dogal bilesiklere ilgi artmis ve bu maddeler iizerinde yapilmakta olan ¢aligmalar da giderek

ilgi uyandirmistir. Reaktif oksijen bilesiklerini inaktive ederek oksidatithasar1 dnleyebilen



ya da geciktiren antioksidan bilesiklerle tedavi son yillarda {ilkemiz dahil pek cok iilkede
ilgi gormektedir. Ancak sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik
etkenlerinin bu ilaglara kars1 direng gelistirmesi, insanlar1 antioksidan bilesik igeren dogal
tirtinlerin tiiketimine yonlendirmistir (Elliot, 1999).

Dogal antioksidanlarin biiyiikk c¢ogunlugu bitkisel kaynakli olup daha ¢ok
polifenoller ve flavonoidler halinde bulunurlar (Ivor, 2000). Polifenoller veya flavonoidler
ozellikle ¢ayda, meyve, sebze, findik ve ceviz gibi sert kabuklu yemislerde, tohumlarda,
bitkilerin sap kisminda ve g¢igeklerinde, sarapta ve balda yaygin sekilde bulunmaktadir
(Wollgast ve Ankla, 2000). Dogal iiriinler kategorisinde bulunan ¢ayin flavonoid
muhtevasi ve antioksidan kapasitesinin incelenmesiyle ilgili bircok arastirma yapilmaistir.
Caymn, antioksidan, antikanserojenik ve antiaterosklerotik Ozelliklere sahip oldugu
belirtilmektedir (Frei ve Higdon, 2003). Genelde bu etki igin flavonoidlerin sorumlu
olduguna inanilmaktadir. Cayda etkin bir rol oynayan flavonoid; bitki ailesinde yaygin bir
sekilde bulunan polifenolik bir bilesiktir. Flavonoidler 6 alt gruba ayrilabilir. Bunlar
sirastyla; flavonlar, flavanonlar, isoflavonlar, flavonollar, flavanol ve antasiyanin
bilesikleridir. Flavonoid bilesiginin ¢ayda bulunan iki temel bilesigi flavanollar ve
flavonollar’dir (Balentine vd., 1997).

Yesil cayimn flavonoid igerigi yaklagik 160- 1500 mg/g kuru agirlik, siyah cayin ise
120-1300 mg/g kuru agirlik araligindadir (Yen vd., 1997). Caym flavonoid muhtevasi ve
antioksidan kapasitesinin incelenmesiyle ilgili bir¢ok arastirma yapilmistir. Zeyuan ve
arkadaslar1 yesil ve siyah cayin eritrositler lizerinde antioksidan etkisini karsilastirmis ve
siyah cayin daha etkin oldugunu tespit etmislerdir (Zeyuan vd., 1998). Langley-Evans,
diyetle alinan antioksidanlarin % 35-45’inin c¢ay flavonoidlerinden kaynaklandigini,
demleme sirasinda sicaklik arttikca deme gecen antioksidan miktarinin arttigini, Yen ve
arkadaglar1 ise, glinde ortalama 23 mg flavonoid alindigin1 bunun % 48’inin ¢aydan
saglandigin1 belirtmislerdir (Yen vd., 1997; Langley ve Evans, 2000). Cayda ¢ok gii¢lii
antioksidan iceren flavonoid bilesigi oldugu ve antioksidan iceren bu bilesigin hiicreleri
serbest radikal hasarlarindan, C ve E vitaminlerinden ¢ok daha iyi korudugu gosterilmistir
(Celik, 2006). Yesil ve siyah ¢aymn tiiketilmesiyle katesinlerin artan plazma diizeyi
arastirtlmis ve yesil ¢ay i¢in 0.63-1.8 mol/L araliginda, siyah ¢ay i¢in ise 0.2-0.34 mol/L
araliginda degistigi belirlenmistir. Plazma diizeyleri, 1.5-2.6 saatten sonra en yiiksek
diizeye ulagmakta, 24 saat iginde minimum diizeye gerilemektedir. Yesil veya siyah cay

iciminden sonra theaflavin ve thearubigin bilesenlerinin bir kismi1 hizla absorbe edilerek



antioksidan kapasitenin artmasina neden olur. Yapilan degisik denemelerde, tiiketilen yesil
ve siyah caym plazma diizeyindeki antioksidan kapasite degerleri birbirinden farkli
bulunmustur. Yesil ¢ay tiiketildikten sonra plazmada antioksidan kapasite oran1 %50, siyah
cay icin ise bu oran %40 olarak belirtilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada, siyah c¢ay
tilkketiminden sonra plazma antioksidan kapasitesinin %76 oranina kadar ytikseldigi iddia
edilmektedir. Sung’in yapmis oldugu ¢alismada ise, yesil ¢ayin tikketiminden sonra plazma
antioksidan kapasitesinin ancak %12 oraninda yiikseldigi ifade edilmektedir (Sung vd.,
2000). Yang ve arkadaslar1 tarafindan, insan 16semi hiicrelerinin tedavisinde kullanilan
siyah ve yesil ¢ay Ozlerinin ve onlarin polifenolleri Epigallokatesingallat (EGKG) ve
Theaflavinin (TF) doza bagimli olarak kanser hiicresinin biiylimesini engelledigini ve
kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini baskiladigin1 géstermistir. Buna ek olarak, ayni ¢calismada
siyah cay TF’lerinin programli hiicre 6liimii, apoptosise olan etkilerinin EGKG’1n etkisine
denk oldugu da belirtilmistir (Yang ve Landau, 2000). 2007 yilinda Kaur ve arkadaslar
tarafindan yayimlanan arastirmada yesil ¢cay katesinlerine ek olarak siyah ¢ay TF’lerinin de
meme kanseri gelisimini geciktirebilecegi gosterilmistir (Kaur vd., 2004). Yapilan
calismada TF kullanilan grupta hayatta kalma siiresinin arttigt ve tiimor hiicresinin
hacminin istatistiksel olarak azaldigi belirtilmistir. Son c¢alismalarda, ¢ayin ayrica
yaglanmay1 geciktirici 6zelligi oldugu, bu 6zelliginin igerigindeki flavonid bileseninin
noroprotektif Ozelliginden kaynaklandigr bildirilmistir.  Alzheimer, Parkinson ve
Amyotropik Lateral Skleroz hastaliklariin tedavisi ig¢in ¢oklu antioksidanlarin
kullanilmas1 da siklikla aragtirilmaktadir (Celik, 2006).

Ulkemizde ¢ay tariminin yapildig1 Dogu Karadeniz bélgesinde yas ¢ay yapraginin
siyah ¢aya doniistiiriilmesi sirasinda organik kokenli ¢op, lif ve tozdan olusan kati atiklar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu oran normal standartlarda %3-5 arasinda iken yanlig hasattan dolay1
%17-18’e kadar ¢ikmaktadir. Biinyesinde ¢esitli bitki besinlerini de bulunduran ¢ay atig1,
bu yoniiyle degerlendirilmesi gereken 6nemli bir organik madde rezervi olarak karsimiza
cikmaktadir. Karadeniz bolgesindeki ¢ay fabrikalarinda her yil tahminen 40.000 ton ¢ay
atig1 olugsmaktadir. Cok degerli bir hammadde olan ¢ay atiklarimin degerlendirilmeden
cevreye gelisi giizel atilarak ciirlimeye terk edilmesi veya ¢op depolama alanina dokiilmesi
biiyiik ¢evre problemlerine ve ekonomik kayba neden olmaktadir (Arcak vd., 1997).

Cay atiklarinin degerlendirilerek ekonomiye kazandirilmasi amaciyla tlilkemizde ve
yurt disinda birgok bilimsel arastirma yapilmaktadir. Hindistan’da fabrika ¢ay atiklarinin
ve kafeini alinmis ¢ay atiklarinin hem kiiclikbas hem de biiyiik bas hayvan ciftliklerinde



yem olarak kullanilmaktadir ancak bu konuda ¢ok fazla veri mevcut degildir. Son
zamanlarda cay atik Oziitlerinin banyo suyu ile kullanimimin cilt saghg ile iliskisini
aciklayan c¢alismalar oldugu gibi onlarin hiicresel ortamda etkinliklerini ortaya koyan
arastirmalar da giderek artmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda ¢ay atiklarinin bu ve
bunun gibi birgok amagla kullanilabilecegine dair bilgiler mevcuttur (Arcak, 1997).

Bu calismada, Rize’de yetisen ve Taslidere Cay Fabrikasindan alinan yesil ¢cay ve
Zihni Derin Cay Fabrikasindan alinan siyah cay ve bunlarin farkli kisimlarinin iretim
asamasinda ortaya ¢ikan cay atiklar1 kullanildi. insan lenfosit hiicrelerinde H,O ile
uyarilmig DNA hasar diizeyleri lizerine ¢ay ve c¢ay atiklarina ait 6ziitlerin azaltic1 etkilerini
karsilastirmak amaciyla bir genotoksite testi olan Comet analizi kullanildi. Comet analizi
(SCGE), kirik DNA’nin alkali elektroforez sirasinda hiicre disina ¢ikmasi ile DNA hasarini
yansitan kuyruklu yildiz goriintiisiinden adini alan floresan mikroskobik bir yontemdir

(Bedir vd., 2004).

1.2. Caymn Genel Ozellikleri

Cay, Camellia sinensisolarak bilinen bitkinin yapraklarindan elde edilen ve sudan
sonra en ¢ok tiliketilen ikinci icecektir. Cay, yapragin1 dokmeyen her zaman yesil olan bir
bitkidir ve her yil yaklasik olarak 2,5 milyon ton kuru cay iiretilmektedir. Farkl
yontemlerle {iretilen cay; yesil, siyah ve oolong olarak {i¢ ana kategoriye ayrilmaktadir.
Yesil cay fermente edilmemis, siyah cay tam fermente edilmis ve oolong cay ise, yar1
fermente edilmis 6zelliktedir (Vinson vd., 2004). Diinya’da iiretilen ve tiiketilen ¢ayin %
78’si siyah ¢ay, % 20’si yesil cay ve % 2 oraninda ise oolong ¢aydir.Siyah ¢ay Avrupa,
Kuzey Amerika ve Kuzey Afrika’da, yesil cay ise Cin, Japonya, Kore ve Fas’ta, oolong
cay1 ise Cin ve Tayvan’da yaygin kullanim alanina sahiptir (Celik, 2006).

Yesil gay, polifenol bilesenleri oksidasyona ugratilmadan C. sinensis yapraklarinin
dehidretasyonundan elde edilmektedir. Bu nedenle, yesil ¢ay, katesin grubundan
monomerik polifenollerin yiiksek diizeyde konsantrasyonunu igerir (Celik, 2006; Zaveri,
2006; Han vd., 2011). Yesil cay, flavonoidler basta olmak iizere polifenolik maddeler
acisindan zengin bitkilerden biridir.Yesil ¢caydaki katesin miktar1 yapraklarin kurutulmadan
once gordiigii islemlere, caym yetistigi bolgenin cografi ve tarimsal ozelliklerine, yesil
cayin cinsine ve hazirlanis sekline gore degiskenlik gosterir (Islamoglu, 2012).

Siyah ¢ayin ise ¢ay yapraklarinin fermente edilerek oksidasyona ugratilmasi ile

baslica multimerik polifenoller icerdigi bilinmektedir. igerik olarak birbirine benzeyen
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icecekler olan yesil ve siyah caylar, antioksidan etkilerini farkli biyolojik aktif maddelerle
gosterirler. Yesil ¢aydan farkli olarak fermentasyon isleminden dolayi, siyah ¢ayda ucucu
yag bilegenleri olusur. Bu nedenle yesil ¢cayin aromatik 6zelligi daha azdir. Siyah ¢aym en
onemli katesinleri siyah ¢aya rengini ve buruk aromasinida veren theaflavinler (TF) ve
thearubiginlerdir (TB) (Fisiinoglu, 2003). Siyah ¢ay elde edildiginde kivirma,
fermentasyon ve kurutma gibi islemler uygulanir. Siyah ¢ay lezzetinin &zellikle kurutma

islemi sirasinda olustugu gozlenmistir (Altug ve Elmaci, 1998).

1.2.1. Yesil ve Siyah Cayin Kimyasal Ozelligi ve Icerigi

Cayin, yapisinda bulundurdugu flavonoidlerden dolayr gii¢lii bir antioksidan
ozellige sahip oldugu diisiiniilmektedir. Cay flavanollerinin antioksidan yetenegi hidroksil
gruplarinin sayisi, baglandigi yer ve galloil varligina bagh olarak degismektedir (Benzie ve
Szeto, 1999; Wang vd., 2000; Vinson ve Dabbagh, 1998). Yapilan g¢alismalarda cay
katesinlerinin antioksidan giiciiniin vitaminlere gore daha yiiksek oldugu saptanmis ve
biiylikten kiiciige dogru cay katesinlerinin antioksidan aktivitesi epigallokatesin gallat >
epigallokatesin > epikatesin gallat > epikatesin olarak siralamistir. Diger bir ¢alismada bu
siralama; epigallokatesin gallat > epikatesin gallat > gallokatesin > epikatesin >
epigallokatesin olarakverilmistir (Benzie ve Szeto, 1999). Cay katesinleri yaninda
oksidasyon ile olusan teaflavin monogallat gibi sekonder fenolik maddeler de antioksidan
Ozellige sahiptirler. Siyah c¢ay iiretimi sirasinda oksidasyonla olusan bu maddeler
polimerizasyon nedeniyle monomerik katesinlerden daha ¢ok fenolik hidroksiller igerirler
ve onemli dl¢iide siiperoksit ile hidroksil radikalini yok etme yetenegine sahiptirler (Li ve
Xie, 2000). Ana flavonoidlerden epigallokatesin-3-gallat (EGKG), epikatesin (EK),
epikatesingallat (EKG) ve epigallokatesin (EGK) yesil ¢ayda ve daha az miktarda da siyah
cayda bulunmaktadir. EGKG en bol (% 65) ve en yaygin bulunan ¢ay polifenoliidiir.
Dolayisiyla yesil cayin farmakolojik etkilerinden baglica sorumlu etken madde EGKG’dur.
Bir bardak yesil ¢ayda yaklasik 100-200 mg EGKG bulunmakta iken, katesin ve gallo

katesinin miktarlari ise daha azdir (Zaveri, 2006).
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Sekil 1. Caydaki baz1 6nemli polifenolik katesinlerin yapilar1 (Zaveri, 2006)

Tablo 1. Cay yapragmnin bilesimi (Tosun ve Karadeniz, 2005)

Bilesen % Kuru Madde  Bilesen % Kuru Madde
Flavanoller 17-30 Kafein 3-4
Epigallokatesingallat 9-13
(EGKG)
Epikatesingalat(EKG) 3-6 Aminoasit ve protein  15-19
Epigallokatesin(EGK) 3-6 Basit karbohidratlar 4
Gallokatesin (GK) 3-4 Polisakkaritler 13
Epikatesin (EK) 1-3 Kiil 5
Katesin 1-2 Seliiloz 7
Lignin 6
Flavonoller, flavonol Lipitler 2-3
glikozitleri 3-4
Polifenolik asitler 2-3 Pigmentler 0,5
Leykoantosiyaninler 5 Organik asitler 0.5-1.5
Toplam polifenoller 30-36

Isleme yontemine bagli olarak ¢ayin fenolik madde miktariyla birlikte fenolik
madde bilesenleri de degismektedir. Ornegin siyah cay kuru maddede % 3-10, oolong ¢ay
% 8-20, yesil cay ise % 30-42 oraninda toplam flavanol icermektedir (Benzie ve Szeto,
1999). Ulkemizde yogun bir sekilde tiiketilen siyahcay igeceginin kati1 ekstresinde
bilesenlerin yaklasik olarak ortalama yiizde oranlar1 Tablo 2’de belirtildigi gibidir.



Tablo 2. Siyah ¢ay i¢eceginin baslica bilesenleri (Graham, 1992)

Bilesen % Kuru Madde  Bilesen % Kuru Madde
Katesinler 3-10 Metilksantinler 8-11
Theaflavinler 3-6 Karbonhidratlar 15
Thearubiginler 12-18 Protein 1

Flavonoller 6-8 Mineraller 10

Fenolik asitler ve
depsidler 10-12 Ugucu maddeler <0.1
Amino asitler 13-15

Bilesenler kati 6ziitiin ylizde agirligi olarak ol¢iilmiistiir

1.2.2. Cayin Antioksidan Etki Mekanizmalar

Cayin sagliga yonelik yararlart antioksidan 6zelligi ve polifenolik katesinlerin
reaktif oksijenleri siiplirme yetenegi ile iliskilidir. Bu o6zellikler gallatlanmamis EK ve
EGK’deki B halkasinda ve gallatlanmig EGK ile EGKG’daki B ve D halkalarinda bulunan
fenolik hidroksi gruplarinin varligindan kaynaklanmaktadir (Zaveri, 2006).

Cay katesinlerinin ve polifenollerinin singlet oksijen, siiperoksit, hidroksil,
peroksinitrit, peroksil, 1,1-difenil-3-pikril hidrazil gibi radikalleri stipiirmedeki aktiflikleri
bir¢ok ¢alismada belirtilmistir. Cay polifenollerinin bu antioksidan aktiviteleri i¢in ¢esitli
yapilar onemli goriinmektedir. Bunlar; B halkasinda bulunan 3' 4'- dihidroksil (katekol)
grubu, 3'4' 5'- trihidroksil (gallat) grubu; C halkasinda 3 pozisyonunda bulunan esterlesmis
gallat grubu ve A halkasinin 5 ile 7 pozisyonlarindaki hidroksil gruplaridir (Sekil 2) (Frei
ve Higdon, 2003).

_, Katekol grup

“_0H - Gallat grubu

5" \OH o

Sekil 2. Antioksidan aktivite i¢in onemli fonksiyonel gruplar



Cay polifenollerinden 6zellikle EGKG basta olmak {izere ¢ay katesinlerinin redoksa
duyarliNiikleer Faktor-kB (NF-kB), Aktivator Protein-1 (AP-1) gibi transkripsiyon
faktorlerini inhibe eder, reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini temizleyerek, hiicre
sistemlerinde lipit membranlarina, proteinlere ve niikleik asitlere zarar vermelerini
Onlerler. Bunun yaninda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (NOS), lipooksijenaz,
siklooksijenaz ve ksantin oksidaz gibi prooksidan enzimleri inhibe ederek ve glutatyon-S-
transferaz, stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimleri indiikleyerek de indirekt
antioksidan aktivite gosterirler (Frei ve Higdon, 2003; Mehmetoglu, 2005).

Cay polifenolleri Cu (II) ve Fe (II) gibi metal iyonlar ile selat olusturarak hasar
yapici radikallerin olusumunu engellerler. Cay polifenolleri metal iyonlarina ve proteinlere
de baglanirlar. Proteinlere baglanma Ozellikleriyle belirli enzim ve reseptorleri
etkileyebilirler.Ayrica yesil ¢ay polifenol fraksiyonlar1 H,O, olusumunu tesvik eden 12-0-
tetradekanoil porbol-13-asetat (TPA)’1 ve 8-hidroksideoksi guanozin olusumunu inhibe
etmektedir (Yang ve Landau, 2000).

1.2.3. Yesil ve Siyah Cayin Baz1 Hastahklara Etkisi

Yesil ve siyah c¢ay direkt olarak tedavi edici olarak goriillmemekle
birlikte,arastirmalarda toplanan bulgular gostermistir ki, fenolik bilesiklerin antioksidan
etkisi pek ¢ok hastaligin 6nleyicisi olabilmektedir.

Cay polifenolleri hiicre zar1 ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyona
duyarliligin1 azaltarak, serbest radikal olusumunda gorev alan enzim sistemini inhibe
ederek normal hiicreleri, kanserli hiicrelerin yayilimindan korur. Boylece tiimor gelisimini
ve yayilimint onler. Kemik iligi 16semili hiicrelerinin biiyiimesini kontrol altinda tutar.
Meme ve prostat kanseri tiimorlerinin gelisimini durdurur.Epidemiyolojik ¢alismalar yesil
cay tiiketiminin artmasi ile meme kanseri riskinin dnemli 6l¢iide azaldiginmi belirtmektedir.
EGKG meme kanserinde dstrojen reseptdr durumuna bakmaksizin sitotoksik etki gdsterir.
Ostrojen reseptorleri pozitif ve negatif olan hiicre dizilerinde EGKG muamelesi sonrasinda
hiicre sayis1 azalmistir. EGKG sitotoksik etkisinin yaninda meme kanseri hiicrelerinde
hiicre dongiisii sonlanmasina ve hiicre ig¢i sinyalizasyonu degistirerek apoptozisin
indiikksiyonuna neden olur (Staurt vd., 2006). EGKG’in PC-3 prostat kanser hiicre
kiiltiirlerinde kanser hiicrelerinin biiylimesini onledigi, prostat kanserinde apoptozis ile
kanser hiicrelerinin olusumunu indiikledigi gézlenmistir (Gupta vd., 2003; Yu vd., 2006).

Akciger kanseri, kolon (kalin bagirsak) kanseri riskini disiiriir, farelerde EGKG’in



sisplatin ile indiiklenen akciger timorii olusumunudnledigi ve doksorubusinin timor
inhibitor etkisini artirdigi bulunmustur. Ancak insanlarda yesil ¢ayin akciger kanserine
iliskin ¢alismalarina ait veriler geliskilidir. Cay polifenollerinin ve 6zellikle EGKG’in
akciger  karsinojenezisindeki  islevinin,  apoptozisin  indiiksiyonu  ve  hiicre
proliferasyonunun inhibisyonundan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Nakachi vd.,
1998; Chung vd., 2006). Ayrica PCP (pentaklorofenol) kirleticilerinin sebep oldugu kanser
riskini diigiiriir. Human papilloma viriisiiniin (HPV) neden oldugu cervical lesion’larin
(rahim yolunda olusan anormal degisiklik) tedavisinde de kullanilmistir (Tokag, 2007).

Cay ve ozellikle yesil ¢aydaki EK, EGKG gibi antioksidanlarin oksidasyon islemini
bozmasi ile insanlarda oral yesil ¢ay 6ziit aliminin in vivo oksidasyona karsi plazma LDL
rezistansini artirarak, aterojenez riskini azalttigi gosterilmistir. Cay oksijen radikal
slipiiriicti olarak hareket ederek hipokolesterolemik etkiye neden olmaktadir (Zaveri, 2006;
Hertog, 1995; Yang ve Koo, 1997). Beyinde lipit oksidasyonunu azaltir; siganlarda
karaciger, serum ve beyinde lipit hidroperoksitleri, malondialdehit gibi lipit peroksidasyon
gostergelerini azalttigi da bildirilmistir (Skrzydlewska, 2002). Hiicre zar1 ¢oklu doymamis
yag asitlerinin peroksidasyona duyarliligini azaltarak, serbest radikal olusumunda goérev
alan enzim sistemini inhibe ederek bozulmaya ugramis sinir hiicreleri hastaliklarinin
tedavisinde etkili olabilir. Cayin noroprotektif etkisi, antioksidan ve metal selator etkisinin
yant sira, kateginlerin néronal hiicrelerin sinyalizasyon yolaklarini etkilemesi ile de ortaya
cikar (Weinreb, 2003). Parkinson ve Alzheimer hastaligint Onleyebilir, Alzheimer
hastaliginda c¢ay katesinlerinin koruyucu rolii gosterilmis olmasimna ragmen insanlarda
Alzheimer hastaligina dair cayin olumlu etkilerini gosteren epidomiyolojik kanit
bulunmamaktadir (Celik, 2006; Zaveri, 2006; Choi, 2011).

Cay polifenollerinin antioksidan etkisi ile bir¢cok hastaligin 6nleyicisi olabildigi
diger hastaliklar ise su sekildedir: H.pylori’nin neden oldugu gastrik hastaliklarin
kontroliinde kullanilabilir. Cilt igin bir anti-inflamatuar gibi (enfeksiyonsonucu olusan
iltihaplanmalara kars1) kullanilabilir(Elwin-Lewis, 1980). Bogaz kanserini 6nleyebilir, agiz
sagiliginda etkilidir(Elwin-Lewis, 1980). Deneysel hayvan ve insan ¢alismalarinda sekersiz
yesil ¢ay tiiketiminin dis ¢iiriiklerini azalttig1, plak, agiz kokusu ve diseti iltihab1 gibi dis ve
agiz saghginda istenmeyen olgular1 Onledigi ve antimikrobiyal etki goOsterdigi
bildirilmektedir (Elwin-Lewis, 1980). Bir¢ok calismada c¢ay katesinlerinin antimutajenik
aktivitesi oldugu gosterilmistir. Cay polifenolleri ayrica diyabet tedavisinde de yararlidir.

Insiilin rezistans1 ve glukoz intolerans: tip 2 diyabet igin risk faktdriidiir. Epidemiyolojik



gozlemler ve hayvan calismalar1 yesil caymn glukoz toleransi ve insiilin duyarliligina
etkisini iddia etmektedir. Yesil ¢ay i¢iminin insanlarda oral glukoz intoleransini azalttigi
ancak bazal kan glukoz diizeylerini etkilemedigi bildirilmistir (Zaveri, 2006).Cayda
bulunan EGKG’1n sadece kandaki glukoz diizeylerini diizenlemedigi ayn1 zamanda insiilin
olusmasindan sorumlu hasarli beta-hiicrelerini de onarabilecegi gosterilmistir (Zaveri,

2006; McKay ve Blumberg, 2002; Roberfroid, 2002; Hakim vd., 2003).

1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii,
kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok etkin molekiillerdir. Bu yapisal 6zellikleri nedeni
ile eslenmemis elektronlarini diger bir molekiile verebilen veya kendi elektronlarini
eslemek {izere baska bir molekiilden elektron alan reaktif bilesiklerdir (Abdollahi, 2004;
Freeman ve Crapo, 1982; Halliwell, 1991).Ancak Fe**, Cu*?, Mn*? ve Mo™ gibi gecis
metalleri de ortaklanmamuis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul
edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller pozitif
yuklii (katyon), negatif yiikli (anyon) veya elektriksel olarak nétral olabilirler. NO (nitrik
oksit), nitrik dioksit (NO,) gibi bilesiklerde dis orbitalde tek elektron bulundugundan bu
bilesikler de radikal yapisindadirlar (Altinisik, 2000; Halliwell, 1991).

1.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri hidroksil radikali, peroksi radikali, singlet oksijen
radikali, peroksinitrit ve hidrojen peroksit olup bu radikaller oksijenli solunum
metabolizmas1 esnasinda olusurlar. Ayrica enzimatik reaksiyonlarda ROT olusumuna
neden olmaktadir. Ornegin azot 6 fiksasyonunu katalizleyen nitrojenaz enzimleri ve CO,
fiksasyonunu katalizleyen ribiilozbifosfat karboksilaz oksijen tarafindan yarigmali olarak
inhibe edilir. Bu radikallerin yarilanma omiirleri birka¢ mili saniye ile dakikalar hatta

saatler arasinda degismektedir (Altinisik, 2000).
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Sekil 3. Molekiiler oksijenin serbest radikallere doniistimii

1.3.1.1. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (;0,), molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmig formu olup
biyolojik sistemlerde fotosentez reaksiyonlar1 sirasinda olugmaktadir. Oksijenin enerjitik
olarak uyarilan bu formunun reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Thtiva ettigi yiiksek enerjiyi
cevreye dalga enerjisi seklinde vererek yeniden oksijene donebilir veya kovalent
tepkimelere girer. Singlet oksijenin yarilanma Omrii 10° ile 10° saniye arasinda olup

karbon-karbon ¢ift baglari ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir (Altinisik, 2000).

1.3.1.2. Siiperoksit Radikali
Stiperoksit radikali (O2") hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O>)
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Gegis metallerinin otooksidasyonu da
stiperoksit radikali meydana getirebilir (Altinisik, 2000; Brent ve Rumarck, 1993).
O;+te — Oy
Fe?+ 0, —» Fe™ + 0y

Cu™+0, - Cu?+ 0,
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H,0,kaynagi olup canlilarda olustugu ilk gdsterilen serbest radikal tiirevidir. Hiicre
dis1 ortamda endotel hiicreleri, lenfositler, trombositler, fibroblastlar ve diger hiicreler
tarafindan normal hiicresel reaksiyonlar sonrasi ortaya cikan zayif bir oksidan olan
Oz* ’nin kendi basina 6nemli hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin goriilmemektedir.
Ancak siiperoksit radikalleri oksitleyici ve metal iyonlar1 rediikleyici etkisi ile oksidatif
strese yol acabilen reaksiyonlari baslatabilir. Aktive edilen fagositik 16kositlerden bol
miktarda siliperoksit {iretilerek, fagozom i¢ine ve bulunduklari ortama verilebilir.
Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da

baslatabilmektedir (Akkus, 1995; Kiling, 2002; Minnet, 2006; Yamamoto, 2001).

1.3.1.3. Hidrojen Peroksit
Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektronalmasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii ise, ikihidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,02) meydana getirir (Akkus, 1995; Altinisik,
2000).
Oy +e +2H" — H;0,
0, +2¢ +2H" — H,0,
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi sliperoksitin dismutasyonu ile
olur.
20, +2H" — H,0; + O,

Zar fosfolipitleri nedeniyle hiicre zar ylizeyleri sitoplazmaya gore daha asidiktir ve
stiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksit radikalini
olusturabilmektedir. Hidrojen peroksit zarlardan kolaylikla gecip hiicreler ilizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir. Hidrojen peroksit dzellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir
formlarini olusturmaktadir. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup,
hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilmektedir (Kiling;
2002; Akkus, 1995; Baykal vd., 2002).
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1.3.1.4. Hidroksil Radikali
Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup {liretildigi her yerde
bircok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikalinin temel olusum yollar1 (Altinisik,
2000):
v Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe*? ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn,

Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek OH" radikali olusur.

Fe+ 0, — Fe?+0,

Fe*? + H,0, — Fe*® + OH + OH

v Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit Oz ile reaksiyona girerek hidroksil

radikalini olusturur (reaksiyon bakir ve demir tarafindan katalizlenir).

H,0,+ 0, +H'— OH +H,0+0,

Hidroksil radikali biyolojik makromolekiillerin biitiin tiirlerine atak yaparak,
DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar ile etkilesebilmekte, DNA sarmalinda kirilmalara,
enzim inaktivasyonuna neden olabilmektedir. Lipit peroksidasyonu, hidroksil radikali ile

olusan en 1yi tanimlanmis biyolojik hasardir (Kiling, 2002; Akkus 1995).

1.3.1.5. Perhidroksil Radikali
Perhidroksil radikali (HO;"), siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla meydana
gelir.
0, +H"—HO,

Biyolojik sistemlerde HO," radikali O," den daha az polardir. Biyolojik zarlardan

kolayca gegebilir ve yag asitlerine dogrudan etki edebilir ve lipit peroksitlerini olusturur

(Altinisik, 2000).

1.3.2. Serbest Radikallerin Olusum Sebepleri

Serbest radikaller organizmada, enerjetik, reaktif ve metabolik olmak iizere ii¢ ana
mekanizmayla olusmakta, metabolik reaksiyonlar en Onemli serbest oksijen radikal
kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Altinisik, 2000).

Hava kirliligi, radyasyon, sigara kullanimi, kotii beslenme aligkanliklar1 (alkol

tiiketimi, yetersiz ve kalitesiz beslenme), stres de eksojen ve endojen olarak serbest radikal
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olusumunu artirmaktadir. Organizmanin antioksidan kapasitesinin yetersizligi durumunda,
metabolik reaksiyonlar hiicreler igin zararli olmaktadir (Friedberg, 2003; Halliwell, 1989).
Bu metabolik reaksiyonlar su sekilde 6zetlenebilir:

Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi Mitokondriyal e- transportudur. e-
transportu sirasinda, e- Sizmasi olur. Sizan elektronlarin O3’ indirgemesi ile ROT meydana
gelir. Diger bir metabolik reaksiyonda Ksantin oksidaz ile gerceklesir. Enerji azligi ve
artmis intraseliiler kalsiyum varliginda kalsiyuma bagimli proteaz aktive olarak, ksantin
dehidrogenazi, ksantin oksidaza dontstiiriir. Ksantin oksidaz, ksantinin trik aside
donlisiimii sirasinda O,’olusumuna neden olur.Ksantin Oksidaz hasarsiz dokularda bir
dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin yikilim yolunda hipoksantinden ksantin ve
ksantinden iirik asit olusumu basamaklarinda elektron akseptorii olarak molekiiler
oksijenden (O,) daha ¢cok NAD" kullanir. Oksijensizlige baglh olarak ADP’nin ATP’ye
fosforilasyonunun azaldigi iskemi gibi durumlarda ADP yikilir ve piirin bazi, ksantin
oksidazin bir oksidaz olarak etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir. Ksantin oksidazin
oksidaz olarak aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin {irik aside
dontisiircken molekiiler oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen perokside
indirgenmektedir. iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan énemli hasar
olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperfiizyon sirasinda normale doniince iskemi yerinde
ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit (H20,) ve siiperoksit radikali
olusur, bunlarin etkisiyle de iskemi veya reperfiizyon hasar1 denen durum ortaya g¢ikar.
Hemoglobin yikiminda da Hem yikiminda gorevli bir enzim olan, hem oksidaz enzimi
ROT olusumuna neden olur. Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal
iretimi, membrana bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Peroksizomlarda
bulunan oksidazlar bol miktarda H,O; iiretirler. Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz,
tirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi a¢il-CoA oksidaz gibi oksidazlar,
stiperoksit iiretmeden bol miktarda hidrojen peroksit (H,O;) iiretimine neden olurlar.
Ancak peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya ayrismasini katalizleyen katalaz
enziminin aktivitesi de c¢ok yiiksek oldugundan peroksizomlardan sitozole ne kadar
hidrojen peroksit (H202) gectigi bilinmemektedir.Ayrica fagositik hiicrelerin uyarilmasi,
fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asidin
serbestlesmesine yol agar. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da gesitli serbest
radikal ara tirtinleri meydana gelir (Capdevilla, 1981; Mason vd., 1980).
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Sekil 4’te reaktif oksijen bilesiklerinin olusum nedenleri ve reaktif oksijen tiirleri

aracili hiicresel hasar 6zetlenmistir (Altinisik, 2000).

normal metabolizma
yuksek

inflamasyon II“\ l ‘JIH_,Joz basinci
3ve NO2

radyasyon e )
2
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Sekil 4.Reaktif oksijen bilesikleri olusum nedenleri ve hiicresel hasar

Ozellikle demir ve bakir olmak iizere gecis metalleri, fizyolojik sartlarda elektron
alis verisi seklinde gergeklesen oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda gorev alirlar. Gegis
metalleri bu Ozellikleri nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarini hizlandiran katalizor
vazifesi goriirler. Demir ve bakir, tiyollerden tiyol sentezini, HyO, ve O, den OH" sentezini
katalizlerler (Frei ve Higdon, 2003).

1.3.3. Serbest Radikal Tiirlerinin Biyolojik Etkileri

Reaktif oksijen bilesiklerinin olusumu enflamasyon, radyasyon, yaslanma,
normalden yiiksek parsiyel oksijen basincit (pO,), ozon (Oz) ve azot dioksit (NO,),
kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin etkisiyle artar. Serbest radikaller
hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki
ederler. Siiperoksit radikali (02'_) ve hidroksil radikali (OH") sitoplazma, mitokondri,
¢ekirdek ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipit peroksidasyonunu baslatir.
Zarlarda lipit peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu zar gegirgenligi artar. Serbest
radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril gruplar1 ve diger aminoasit kalintilar

okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA okside olur (Tokag, 2007).
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Sekil 5. Hiicrede radikal aracili hasar (Altinigik, 2000).

Tablo 3. Hiicredeki serbest radikal hedefleri ve sonuglari (Demir, 2011).

HEDEF

SONUC

Kiiciik Molekiiller

Doymamuis ve tiyol iceren aminoasitler

Nikleik asitler
Kofaktorler

Norotransmitterler

Antioksidanlar

Biiyiik Molekiiller
Lipitler

Proteinler

DNA

Hyaluronik asit

Protein denatiirasyonu ve capraz baglarin
olusumu, enzim inhibisyonu

Hiicre siklus degisimi

Nikotin amid ve flavin i¢eren kofaktorlerde

ve aktivitelerinde azalma

Serotonin ve epinefrin gibi
norotransimitlerde ve aktivitelerinde azalma

E wvitamini ve beta karoten miktarinda
azalma

Hiicre membran yapisindaki degisiklikler
Peptit zincirinde kopma

Zincir kopmasi, mutasyonlar

Sinoviyal s1v1 viskozitesinde degisiklik
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Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelirler. Okzoaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz baglar olusturma o6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser
ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (Halliwell, 1987).

Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasari1 olur.
Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin énemli bir
nedenidir. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hiicre hasarmin bir¢cok patolojik
olayda ve hastalikta rolii oldugu diisiiniilmektedir. Iskemi/reperfiizyon hasari, Parkinson ve
Alzheimer hastaligi, akut renal yetmezlik, diyabet, hemodiyaliz hastalari, anfizem/bronsit,
kanser, yaslanma, serebrovaskiiler bozukluklar gibi durumlarda serbest oksijen

radikallerinin neden oldugu hiicre hasar1 s6z konusudur (Halliwell, 1987).

[ DNA'da Yapisal Degisiklikler ]
/ | \

[ DMNA'da Konformasyonel Degisiklikler ]

| Lipid Peroksidasyonu I

)

~
Oksidatif Protein Hasan Sonucu

DNA Polimerazlann Etkisinde ve
DNA Onanm Enzimlerinde Azalma

(Radikal Oksijen Tarleri

Hiicre Proliferasyonunun
Uyariimasi

Radikal Nitrojen Tirleri

|

Reaktif Tarler Nedeniyle Protein
ve Genlerin Modilasyonu

|

[ Apoptik ve Nekrotik Mekanizmalarla Hucrelerin Buyuimesi, Farkhilasmasi ve Olumi ]

Sekil 6. Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin viicuttaki genel etkileri (Demir, 2010)

1.4. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalar

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere ‘“antioksidan” adi wverilir.
Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini inaktive eden ve bu nedenle oksidatif hasar1 6nlerya
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da geciktirirler. Gidalar ile alinan antioksidanlarin basinda E ve C vitaminleri, fenolik
bilesikler ile karotenoidler gelmektedir (Elliot, 1999).

Serbest radikallerin ve antioksidanlarin  diizeyleri arasindaki dengenin
korunamadig1 durumlarda, hiicre hasar1 ve 6liimiine kadar giden birgok patolojik degisiklik
meydana gelmektedir. Organizmada antioksidan mekanizmalar prooksidan maddelere karsi
koruyucu olarak bulunmaktadir. Bunlar zararli oksidanlari ortadan kaldirir veya in vivo
olarak reaktif oksijen tiirli tarafindan olusturulan hasari onarir. Antioksidanlar etkilerini
baslica iki sekilde gosterirler (Akkus, 1995):

a. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

Bu mekanizma; Dbaslatict reaktif tiirevlerinin  uzaklastirilmasi, oksijenin
uzaklastirllmas1 veya konsantrasyonunun azaltilmasi ya da katalitik metal iyonlarinin
uzaklastirilmasi seklindedir.

b. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

Serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi dort farkli mekanizma ile
gerceklesebilir. Bunlarin ilki olan ‘Toplayict etki’ serbest oksijen radikallerini tutma ya da
cok daha zayif yeni bir molekiile ¢cevirme islemiyle olusan etkidir. Bilirubin, antioksidan
enzimler bu tip bir etki gdstermektedirler. ikinci mekanizma olan ‘Bastirict etki’ de ise
serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir proton aktararak aktivitelerini azaltma ya
da inaktif bigime déniistiirme s6z konusudur (Or;Vit’ler, flavinoidler, bilirubin). Bir diger
mekanizma ‘Zincir kirict etki’ olarak adlandirilir ve serbest oksijen radikallerine
baglanarak zincirlerini kirar bdylece fonksiyonlarmi engelledigi serbest radikalleri
uzaklastirir (Or; Bilirubin, Hb, seruloplazmin, mineraller). Sonuncu etki mekanizmasi olan
‘Onarict etki’ de serbest radikaller tarafindan hasar géren biyomolekiiller onarirlar. Hasar
gormiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu gruba 6rnek olarak verilebilir (Akkus,
1995).

Antioksidanlar kaynaklarina gore ekzojen ve endojen antioksidanlar olarak

gruplandirilabilir ve bunlar Tablo 4’de verilmistir (Akkus, 1995; Kiling, 2002).
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Tablo 4. Ekzojen ve endojen kaynakli antioksidanlarin siniflandirilmasi (Demir, 2011).

Ekzojen Kaynakli Antioksidanlar Endojen Kaynakh Antioksidanlar
Yiyeceklerdeki dogal antioksidanlar Enzimler
Vitamin A,E,C ve B-karoten Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi

Siiperoksit dismutaz
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon-S-transferaz
Katalaz
Hidroperoksidaz

Antioksidan yiyecek katki maddeleri Non-enzimatik antioksidanlar

Biitile hidroksitoluen (BHT) Lipit fazda bulunanlar : B-karoten, a-tokoferol
Biitile hidroksianizol (BHA) Sivi fazda bulunanlar (kan plazmasi veya hiicre
Etoksikin sitozolii): Glutatyon, melatonin, sitokinler, iirat,
Sodyum benzoat sistein, seriiloplazmin, transferrin, miyoglobin,
Propil galat (PG) hemoglobin,  ferritin, metionin, albumin,
Tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) bilirubin.

Tokoferoller

Fe-siiperoksitdismutaz (bakteriyel)

Baz1 gidalar;flavonoidler, polifenoller, flavonlar antosiyaninler, ellajitanninler,
likopenler, resveratrol, katesin ve epikatesinler, kuersetin, fisetin, rutin, morin, kaemferol,
amigdalin, hesperidin, narinjin ve narinjenin,viniferin, triterpenoidler, hidroksisinnamik,
benzoik, gallik, sinapik, vanilik, sirinjik, kafeik, ferulik ve pkumarik asit, bazi vitaminler
ve/veya vitamin 6n maddesi olan a-tokoferol, tokotrienol, karotenoidler, askorbik asit ile
mineraller gibi aynm1 zamanda antioksidanlardan bir veya birkagini igermektedir.
Polifenoller; fenolik asitler ve flavonoidler seklinde ikiye ayrilmaktadir. Flavonoidler ise
kendi igerisinde altialt gruba ayrilmaktadir; Kuarsetin ve kaemferol flavonollara, genistein
isoflavanoitlere, katesin ve epigalaktokatesin/gallat flavanollara, hesperidin flavanonlara,
pelargonidin ve siyanidin antosiyanidinlere ve krisin flavonlara dahildir (Yilmaz, 2010).

Antioksidanlarin oksidatif strese karsi koruyuculuklari, reaktif oksijen bilesiklerine
kars1 reaktivitelerine baghdir. in vitro calismalarda flavonoitler, basit fenolik asitler ve
karotenoitler gibi dogal bilesiklerin ¢ok etkili serbest reaktif oksijen siipiirticiileri oldugu

ancak bunlarin kendilerinin de reaktif sekonder radikaller olabilecegine iliskin bulgular
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elde edilmistir. Bu sekonder radikaller hiicre i¢ine ulasip burada lipitler, proteinler ve DNA
gibi kritik hedeflerde sitotoksik ve genotoksik etkilere yol acabilecek degisikliklere neden
olurlar (Halliwell 1987).

Gidalarda bulunan antikarsinojen 6zellikteki bilesiklerin antioksidan 6zellik tasidigi
bilinmektedir. Bu bilesiklerin islevleri; serbest radikallerin siipiiriilmesi, antioksidan
savunma enzimlerinin aktivitesini artirma ya da redoks hemostazindaki biyokimyasal
olaylar1 etkilemektir. Birgok rahatsizliga kars1 koruyucu oldugu varsayilan antioksidanlar
ile ilgili ¢alismalar in vitro yapilmis olup, in vivo c¢alismalardan elde edilen bilgiler
smirlidir.  Antioksidan etkinin kansere Kkarsi koruyucu rolii heniiz kesin olarak

aydimlatilmamistir (Tokag, 2007).

1.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

‘Oksidatif stres’ kosullarinda serbest radikaller biyolojik makromolekiillerle
etkileserek cesitli hastaliklara yol agtigindan 6zellikle risk grubundaki bireylerin aldigi
gidalarda, bu serbest radikalleri gideren, organizma tarafindan sentezlenen ya da disaridan
besinlerle alinan antioksidanlarin toplam tayini O6nemlidir. Maddelerin bu amagla
kullanilabilirligini belirlemek i¢in bir¢ok antioksidan tayin yontemi gelistirilmistir. Bunlar
su sekilde siralanabilir (Demir, 2011):
1- MDA Olusumunun Inhibisyonu Yéntemi
2- Eritrosit Membraninda Protein Karbonil Olusumunun Inhibisyonu Y&ntemi
3- Eritrositlerde Toplam Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi Y 6ntemi
4- Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi Y 6ntemi
5- Demir (IIT) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi
6- Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi
7- Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Ydntemi
8- Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Yontemi
9- DPPH- Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi
10- Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi
11- Bakir (II) Indirgenme Antioksidan Kapasitesi(CUPRAC) Yontemi (Akkus, 1995;
Altinisik, 2000).

20



1.6. DNA Hasar ve Hasara Neden Olan Etkenler
1.6.1. DNA

Deoksiriboniikleik asit veya kisaca DNA, tiim organizmalar ve bazi viriislerin
canlilik islevleri ve biyolojik gelismeleri i¢in gerekli olan genetik talimatlar1 tasiyan bir
niikleik asittir. Kimyasal olarak DNA, niikleotit olarak adlandirilan basit birimlerden
olugan iki uzun polimerden olusur. DNA'y1 olusturan niikleotidler ise ii¢ bolimden
olusmaktadir. Bunlar Baz: Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C); Seker (bes
karbon atomu ile birlikte karbohidrat) ve fosfat grubudur (Teksen, 2006).

Bu polimerlerin omurgalari, ester baglar ile birbirine baglanmis seker ve fosfat
gruplarindan meydana gelir, baz ise ¢ifte sarmaldaki diger DNA ipligi ile etkilesir. Bu iki
iplik birbirlerine ters yonde uzanirlar. Her bir seker grubuna baz olarak adlandirilan dort tip
molekiilden biri baghdir (Teksen, 2006).

Genel olarak bir sekere bagli baza niikleozit, bir seker ve bir veya daha ¢ok fosfata
bagli baza ise niikleotit denir. Birden ¢ok niikleotidin birbirine bagli haline poliniikleotit
denir. DNA’da bulunan seker bir pentoz olan 2-deoksiribozdur. Bitisik iki sekerden birinin
3 numarali karbonu ile digerinin 5 numarali karbon atomu arasindaki fosfat grubu, bir
fosfodiester bagi olusturarak sekerleri birbirine baglar. Fosfodiester bagin asimetrik olmasi
nedeniyle DNA ipliginin bir yonii vardir. Cifte sarmalda bir iplikteki niikleotitlerin
birbirine baglanma yonii, diger ipliktekilerin yoniiniin tersidir. DNA ipliklerinin bu
diizenine antiparalel denir. DNA ipliklerin asimetrik olan uglar1 5' (bes iissii) ve 3' (ii¢ lissii)

olarak adlandirilir, 5' ug bir fosfat grubu, 3' ug ise bir hidroksil grubu tasir (Teksen, 2006).
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Bazlar

Seker-Fosfat
Molekiilleri

Sekil 7. DNA ¢ift sarmali (URL-2, 2012)

Genomik DNA’nin biitiinliigii, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-
isinlari, kimyasal bilesikler gibi ¢evresel ajanlar ile siirekli tehdit altindadir. Hiicresel
metabolizmanin yan iiriinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da DNA
hasarina neden olmaktadir. DNA’da hasar olusturan cesitli ajanlar ve DNA’da
olusturduklart hasar tipleri Sekil 8’de goriilmektedir (Miiftiioglu, 2003). Ultraviyole
15181 neden oldugu hasarlar (siklobiitan ve 6-4 1 {riinii pirimidin dimerleri) deri
kanseri riski ile baglantilidir. Sisplatin ve alkilleyici ajanlar gibi kemoterapétik ilaglar
DNA’da cift zincir kiriklarina ve zincir i¢i ¢apraz baglarin olusumuna neden olmaktadir

(Teksen, 2006).
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X-1smlan ; TVisiza X-1smlan
Oksijen radikalleri Replikasyon Polisiklik aromatik  Anti-tiimor ajanlar
Alkilleyici ajanlar hatalan hidrokarbonlar (Cis-Pt)

Abazik bélge Zincirlerarasi capraz
8-oksoguanin A-G Yanhs eslenme (6-4) PP bag
Tek zincir kirg T-C Yanhs eslenme CPD Cift zincir bag
Yanhs Eslenme Rekombinasyon
Tamiri N Tamiri

Sekil 8. DNA’da hasar olusturan ajanlar, hasar tipleri ve tamir mekanizmalar1

1.6.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin DNA’ya Zararlarn

Reaktif oksijen tiirleri OHolusumuna yol agarak DNA’da zincir kirikliklarina
neden olur. Reaktif azot metabolitleri de (RNM; NO,, ONOOH, N,O3;, HNO;) DNA
bazlarinin nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden olmaktadir. RNS etkisi ile
sitozinden urasil, guaninden ksantin ve adeninden hipoksantin olusmaktadir. ONOO-
guaninden 8-nitroguanin ve hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA yapisi iginde
dayaniksiz oldugundan spontan olarak depiirinasyona ugrar ve abazik alanlarin olugsmasina
neden olur (Aust ve Eveleigh, 1999). HOCI, DNA’da piirin oksidasyon iiriinlerinden daha
cok DNA bazlarin1 klorine ederek kloraminler ve halka klorasyonuna yol agar.
Oksidasyona ugrayan lipitler de, serbest radikal olusturarak hiicresel makromolekiillere
hasar verebilmektedir. Hiicre zariin integral veya periferal proteinlerine ve DNA’ya ¢ok
yakin mesafede bulunan lipitlerden olusan lipit alkoksil (LO") ve lipit peroksil (LOO)
radikalleri, hiicrenin kritik dnem tasiyan molekiillerine OH' radikalinden daha etkin olarak
hasar yapabilmektedir. OH" radikaline gore daha diisiik reaktiviteye sahip olduklart i¢in

hiicreler ve dokular arasinda tasinabilecek kadar uzun yar1 Omiirlii olan lipit
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hidroperoksitler ve karbonil bilesikleri, baslamis olan serbest radikal reaksiyonlarini
ilerletme ve oksidatif stresi hiicre/dokuda yayginlastirma potansiyeline sahiptirler. Ayrica
lipit radikalleri de 'O, gibi OH'radikallerinden daha 6zgiin davranir ve tercihen guanin
bazina etki eder. Olusan baslica lezyon tek dal kiriklaridir. Lipit oksidasyonunun neden
oldugu oksidatif DNA hasarinda metaller kritik rol oynamaktadir. LOOH etkisi ile
DNA’da tek dal kirigi olusumunda Fe** ve Fe** iyonlarinin katalitik etki yaptigr ve
Fe?*’nin, Fe**’den daha etkin oldugu éne siiriilmiistiir (Yang ve Schaich, 1996). Ksantin
oksidaz, hipoksantin ve ksantin gibi Og'_ radikali olusturan sistemler ve aktive notrofiller
hiicre membranindan kolaylikla diffiize olan H,O, olusumuna neden olarak hiicrelerde
yaygin DNA hasar1 yapmaktadirlar (Halliwell ve Aruoma, 1991). Doku kiiltiir ortaminda
belirli amino asitlerin, 6zellikle histidinin bulunmasi DNA hasarimi arttirmaktadir. Histidin
olasilikla metal iyonlarin1 baglayarak hiicreye tasinmalarin1 saglamaktadir. Memeli hiicre
kiiltiir ortamina katilan L-histidinin H,O, sitotoksisitesini ve DNA’da ¢ift dal kirilmalarimni
arttirdig1 saptanmistir. Histidin metal iyon bagimli lipit peroksidasyonunu da artirmaktadir.
Hiicreler ultraviyole 1518a (UV) maruz kaldiginda da DNA hasar1 olugsmaktadir. DNA
hasari iki sekilde meydana gelebilir. UV 1s1k H,0;’e etki ederek OH’ radikali meydana
getirebildigi gibi dogrudan pirimidinlerin kovalent ¢apraz baglanmasina ve pirimidin
dimerlerinin olusumuna neden olabilmektedir. Iyonizan radyasyonun suyun homolizine
neden olarak OH'radikallerini olusturdugu ve bu yolla mutajenik ve karsinojenik etki
gosterdigi bilinmektedir (Simic, 1994; Burgak ve Andican, 2004).

DNA’da ROT tarafindan olusan oksidatif hasar yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin
bozulmasi ile ortaya ¢ikan hastaliklarin baslica nedeni ve gdstergesi olarak goriilmektedir

(Miiftiioglu, 2003; Halliwell, 1989; Dizdaroglu, 1999).
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Sekil 9. Oksidatif stres ile iligkili klinik durumlar (Demir, 2010).

1.6.3. Oksidatif DNA Hasar1 ve Onarim
1.6.3.1. Oksidatif DNA Hasar Olusumu

Prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda gelisen
oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir. Stabil bir
molekiil olan DNA’da; lipitler, karbohidratlar ve proteinler gibi spontan kimyasal oksidatif
hasara ugramaktadir. DNA’nin giinde 10%kez oksidatif hasara maruz kaldig1 One
stiriilmiistiir. Oksidatif mekanizmalar; karsinojenezin baslatici, gelistirici ve malign tlimore
déniisiim evrelerinde potansiyel role sahiptirler. O,", OH’, NO* veya HOO" gibi ROT’lar
hiicrede metal katalizli donlisimden sonra veya dogrudan DNA’da hasar olusturur
(Boiteux ve Radicella, 1999). Bu tip DNA hasar1 ‘Oksidatif DNA Hasar:’ olarak tanimlanir
ve mutajenez, karsinojenez, yaslanma gibi biyolojik siireglerde etki gosterir. Yapilan ¢esitli
arastirmalar, 02'_ ve H,0,’in dogrudan DNA ile etkileserek baz oksidasyonuna veya DNA
sarmal kiriklarina yol agmadig1 ancak geg¢is metal iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu ile
olusan ve daha aktif bir tiir olan hidroksil radikalinin (OH") DNA hasar1 olusturdugunu
gostermislerdir.OH" ¢ok reaktif olmasindan dolayr hemen hemen her molekiile saldirarak
hasar olusturur (Halliwell, 1989).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki
azalma ve/veya DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin

artmasina yol agmaktadir.Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve ¢ift zincir kiriklari,
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abazik alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker
fosfat omurgast hasart meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma
olabilir (Evans ve Cooke; 2004).

Fenton Kimyasihipotezine gére OH radikalleri DNA’ya saldirarak hasar olusturur.
H,0,, Og'fgibi radikaller dogrudan DNA hasar1 olusturamazlar. OH'radikalinin DNA
tizerine etkiliolabilmesi i¢in bizzat DNA’da veya ¢ok yakininda olusmasi gerekmektedir.
DNA c¢ok sayidanegatif yiikli fosfat gruplar1 icerdiginden, cesitli katyonlar1 baglama

*2%3 ve cu™*?iyonlart negatif yiikli DNA’ya

yetenegine sahip biiyilikbir anyondur. Fe
stirekli bagli bulunabildikleri gibi, oksidatif stres altinda hiicre i¢inde bulunan demirli ve
bakirlt proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler. Redoks aktif
transisyon metal iyonlarmin baglanmalart DNA molekiiliinii H,O,’nin hedefi haline
getirmektedir (Halliwell, 1994; Halliwell, 1991). DNA’ya bagli metal iyonlar1 ile H,O, nin
DNA iizerindeki reaksiyonu sonucu olusan OH'radikalleri, OH’radikal temizleyicileri
tarafindan uzaklastirilamamaktadir. Ayrica, OH'radikal temizleyicilerinin olusturdugu

radikaller de DNA’ya hasar verebilmektedirler (Demir, 2010).

Etkenler: Radyasyon; Ksenobiyotikler; Elektron
transpotu = [TTTmsTsssssss .

Sonuglar: Mutasyon; Sitotoksisite (apoptoz,
nekroz); Sitostaz; Proliferasyon
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Tamir =—ft—

Antioksidanlar 4+— Hedefler&Uriinler: DNA: dal kiriklar:
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Sekil 10. Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasar1
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Niikleaz Aktivasyonuhipotezine gore; oksidatif stres sitozolik Ca* iyon
konsantrasyonunda biiyiik bir artisa neden olur ve buna bagli olarak nukleusdaki Ca*?
bagimli endonukleazlar1 aktive edilerek ve DNA fragmantasyona ugramaktadir. Niikleaz
aktivasyonu DNA bazlarinda kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir. Ca*?
selatorlerinin  kullanimi ile DNA hasarimin engellenebildigini gosteren arastirmalar
bulunmaktadir. In vivokosullarda her iki hipotezin de birlikte gegerli oldugu kabul
edilmektedir (Demir, 2010).

Hiicre tipine ve oksidatif stres etkenine bagli olarak mekanizmalardan biri 6ne
cikmaktadir. Metal iyonlarinin varligi reaksiyon hizini, mekanizmasini ve baz
modifikasyonunun tiiriinii etkilemektedir (Halliwell ve Aruoma, 1991).

DNA’da oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon dal kiriklaridir. Dal kiriklart DNA
onarimi sirasinda nukleaz aktivitesi ile de olusabileceginden her zaman oksidatif DNA
hasarin1 géstermemektedir. Tek dal kiriklarinda, diger daldaki bilgi dogru okunarak
‘hasarli dal onarici enzimlerle’ onarilabildiginden ¢ift dal kiriklar1 daha 6nemlidir (Evans
ve Cooke, 2004).

DNA’daki oksidatif hasar yasam ile bagdasmayan yiiksek diizeylere ulastiginda
programli hiicre olimii (apopitoz) gerceklesmektedir. DNA’da zincir kiriklarinin
olusumundan sonra DNA onarim mekanizmasinin bir elemani olan NAD" bagimli poli
ADP-riboz polimeraz enzimi (PARP) aktive olmakta ve DNA hasar1 belirli bir diizeyi
astiginda ise asirt NAD' ve ATP tiiketimi sonucunda hiicre &liime gitmektedir. Hiicrenin
NAD" bagimli programli §liimiiolarak adlandirilan bu olayin, yaygin hasarli DNAya sahip
hiicrelerde, malign potansiyelli somatik mutantlarin olusumunu engellemeye yonelik
intihar yanit oldugu one siiriilmiistiir (Winyard, 1990).

Son yillarda yapilan arastirmalarda oksidatif DNA hasar gostergesi olarak siklikla
baz hasarlar1 analizlenmistir. OH" radikali piirin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar
meydana getirmektedir. Ornegin bir piirin olan guaninin 4, 5 veya 8 pozisyonlarmdaki C
atomlarina veya adeninin 4, 5, 6 pozisyonlarindaki C atomlarina OH" radikali katilarak
cesitli {riinler olusmaktadir. Giinimiizde 100 kadar oksidatif DNA baz hasan
tanimlanmistir.  Hasarli  bazlardan bazilar1  timin-glikol,  sitozin-glikol, 8-okso
2'deoksiguanozin (8-OHdG), FAPyGuanin ve FAPyAdenin’dir (Cooke vd., 2003).
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8-OHdG ilk defa 1984 yilinda Kasai ve Nishimura tarafindan oksidatif DNA
hasarinin bir belirteci olarak tespit edilmistir. Guanin, DNA bilesenleri i¢erisinde en diisiik
iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve oksidasyona en yatkin olan bazdir. Cu*? iyonlar1
DNA’da G-C’den zengin bdlgelerde yiiksek orandabulundugundan oksidatif hasara en
fazla maruz kalan bazguanindir. Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’deoksiguanozin,
guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusur. (Evans ve Cooke,
2004; Cooke vd., 2003, Rodriguez, 1995).80HAG biiyiik oranda sitozin ile dogru eslesme
yaparken diisiik bir oranda da adenin ile hidrojen bagi yaparak GC — AT (G — T)

transversiyon mutasyonuna neden olmaktadir (Cadet vd., 2003).

o
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HEN N H
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C5-0OH anin radikali
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HN N H
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HNT N H

C8-0OH aron radikali

Sekil 11. Hidroksil radikali ile guanin bazinin reaksiyonu (Atmaca ve Aksoy, 2009)

8-OHdG miktar tayini i¢in ise son zamanlarda bir¢ok analitik metot gelistirilmistir.
Bunlar kapiler elektroforez (CE), HPLC, gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-
MS), immunoafinite kromatografi-monoklinal antibadi temelli ELISA kitleridir. Bunlarin
yanisira 8-OHdG’nin neden oldugu DNA tek zincir kirikliklar1 Comet teknigi ile kalitatif
olarak gozlemlenebilmektedir (Atmaca ve Aksoy, 2009).

1.6.3.2. Oksidatif DNA Hasar Onarim Mekanizmalari

Canli organizmalar DNA’larin1 korumak igin ¢esitli DNA onarim mekanizmalarina

sahiptir. Oksidatif DNA hasarina karst savunma ve onarma yollar1 mevcuttur.
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Bunlar,reaktif oksijen tiirlerini inaktive eden ve bu nedenle oksidatif hasari Onleyen
antioksidanlar ile DNA tamir mekanizmalaridir.

Memeli hiicrelerinde farkli DNA hasarlar1 farkli DNA onarim yollar ile
onarilmaktadir. DNA’da olusan hasara verilen cevapta ii¢ olasilik vardir. Ilki; “hasar
tolerans1” olarak adlandirilan ve hasarli bélgenin onarilmadan 6nce replikasyon
mekanizmasi tarafindan taninarak lezyonun iizerinden atlanmasiyla replikasyona devam
edilmesini saglayan yoldur. Bu yolakta lezyon DNA’dan ¢ikarilmadigi i¢in hasar toleransi;
onarim yolaklarmmn igine dahiledilmemektedir. ikinci yol; hasar tipine gore islev gdren
onarim yolaklarmn gérev almasidir. Ugiincii yol ise; hiicrenin kompleks sinyal yolak agina
sahip olmast nedeniyle hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve kontrol noktalarinin
(checkpoint) aktivasyonu saglanarak hasarli DNA’nin onarimi veya programlt hiicre
Olimiine gidilerek cevabin saglanmasidir. Basglica DNA tamir yolaklar1 baz ¢ikarma
onarimi, niikleotid ¢ikarma onarimi, yanlis eslesme onarimi, ¢ift zincir kiriklart onarimi ve

direkt onarimdir (Friedberg, 2003).

1.7. Oksidatif DNA Hasarmin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Son yillarda hiicre DNA’larinda ger¢eklesen oksidatif baz hasarini tanimlamak
amaciyla ¢ok sayida kimyasal ve biyokimyasal testler gelistirilmistir. Cesitli DNA
lezyonlarinin Slgiimiinde birtakim analitik teknikler; immunokimyasal teknikler, kapiller
elektroforez, tek hiicre jel elektroforezi (Comet testi), 32p post labeling 6l¢iim teknikleri,
alkalin elusyon testi ve kromatografik teknikler (HPLC-ECD, GC-MS, LC-MS, LC-MS-
MS) kullanilmaktadir. Genel olarak kiitle spektrometrenin (MS) kullanilmadig: teknikler
hasar sonucu sekillenen 20’den fazla lezyonlu DNA {iriinleri arasinda sadece birini (8-
OHJdQ) o6lgebilirler ancak bu molekiiliin kimyasal yapist ve iyon degerleriyle ilgili bilgiler
saglanamaz (Atmaca ve Aksoy, 2009).

1.7.1. Comet Analizi ( Tek Hiicre Jel Elektroforezi )

DNA’daki hasar diizeyinin Ol¢lilmesinde kullanilan en yaygin O6lgme
yontemlerinden birisi olan “Tek Hiicre Jel Elektroforezi ” (SCGE) hassas, basit ve hizli bir
gorsel floresan teknigidir. Teknik, hiicrelerde gesitli ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve
onarim bozukluklarinin tayini amaciyla genetik toksikolojiden molekiiler epidemiyolojiye

kadar pek cok alanda kullanilmakta olup ‘Single Cell Gel Electrophoresis’, ‘Comet
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Analiz’ya da ‘ Microgel Electrophoretic Tecnique ‘ olarak da adlandirilmaktadir (Anderson
vd., 2010; Fidan, 2010; Yeni vd., 2010).

1.7.1.1. Comet Yonteminin Tarihgesi

Ilk kez 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan tek hiicre diizeyinde DNA
hasarini tespit etmek iizere ‘Tek Hiicre Jel Elektroforez Teknigi’ (SCGE) olusturulmustur.
Ostling ve Johanson mikroskop lamai {izerinde, bir ince tabaka agar jeline siispanse ettikleri
az sayida hiicreyi, tuz ve deterjanlarla lize ettikten sonra, nétral sartlarda elektroforeze tabi
tutmuglardir. Elektroforez sirasinda uygulanan elektrik akimi, kirtlmis hafif DNA
parcalarinin ¢ekirdekten daha hizli gogiinii saglamaktadir. Dolayisiyla comet teknigi, hasar
gormiis DNA'nin elektroforez ile c¢ekirdekten salinmasi prensibine dayanir. Eger DNA
kirik iceriyorsa, hasarlit DNA, cekirdekten anoda dogru go¢ etmekte ve etidyum bromid
gibi fluoresan baglayici bir boya ile boyandiklarinda bu hasarli hiicreler, kuyruklu yildiz
(comet) benzeri goriiniim almaktadir (Anderson vd., 2010; Fidan, 2010).

DNA ¢ift sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren noétral sartlar, tek sarmal
kirilmalarmin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysaki, DNA'da hasar olusturan ¢ogu
ajan, DNA c¢ift sarmalindan ¢ok, DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun
yaninda notral sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirilamamaktadir. Bu nedenlerden
dolay1 1988'de Singh ve arkadaslar tarafindan alkali sartlar altinda (pH>13), DNA tek
sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren ‘alkali comet analizi’ gelistirilmistir. Kullanilan
daha giiclii lizis kosullari, proteinlerin %95'inden fazlasini yok edebilmektedir. Alkali
elektroforez uygulamas: ile alkali oynak bolgelerin ve tek zincir kiriklarinin basit ve
duyarli bir sekilde taninmasi saglanmaktadir (Singh, 1988; Tice, 1990).

Klaude ve Collins kuyruk olusturmanin altinda yatan nedenin alkali sartlarda
iplik¢iklerin gevsemesi oldugunu bulmuslar ve yaptiklar1 calismalarda nétral sartlarda
kuyruk kisminda sadece gevsek iplikgikler varken DNA pargaciklarinin alkali ortamda
bulundugunu gostermislerdir. Zira alkali ortamda baglarin ¢6ziilmesi ve DNA
molekiillerinin denatiirasyonu daha kolaydir. Bu DNA’da tek bag hasarina neden olur. Pek
cok genotoksik ajanin ¢ift zincir kiriklarindan ¢ok tek zincir kiriklar1 veya alkali oynak
bolgeler olusturmasi nedeniyle metodun bu versiyonudaha ¢ok oOnerilir hale gelmistir.
Boylelikle comet tekniginin yeni tasarimi, birey hiicrelerinin hemen hepsinde DNA hasari

biiyiikliigiiniin direk olarak tespitini saglamaktadir (Olive, 1990).
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Tablo 5. SCGE yontemiyle farkli pH'larda tayin edilebilen DNA hasar tipleri (Yeni vd.,

2010).
pH: 7-8 pH: 10-12 pH > 13
Cift sarmal kiriklar1  Cift sarmal kiriklari Cift sarmal kiriklar
Capraz baglar Tek sarmal kiriklari Tek sarmal kiriklar

Eksizyon tamir bolgeleri  Eksizyon tamir bolgeleri
Capraz baglar Capraz baglar
Alkali ortamda aciga ¢ikan hasarlar

DNA gogii hem DNA’nin biiyiikliigiine hem de DNA’daki kirik sayisina baghidir.
Kuyruk uzunlugu hasara bagl olarak artar ancak elektroforez kosullarina bagli olarak
maksimuma ulagir. Diisiik hasar seviyelerinde DNA’da gocten ¢ok yayilma goriiliirken,
kirik sayisinin artmasiyla DNA parcalar1 kuyruga dogru goc etmeye baslar ve ¢ok hasarli
hiicrelerde (apopitotik) bas ve kuyruk tamamen ayrilmistir (Anderson vd., 2010: Yeni vd.,
2010).

Hiicrenin bas tarafina gore kuyruktaki floresan siddetinin karsilastirilmasi ile
sarmal kiriklarmin sayis1 hakkinda bilgi edinilebilir. Hasarsiz hiicrelerde ¢ekirdek parlaktir
ve floresan siddeti bas tarafta yogundur. Ancak DNA’da kiriklar oldugunda floresan
cekirdekten anoda dogru yayilarak kuyruk bolgesinde daha siddetli olur. Hasarli hiicrelerde
floresan bas taraftan kuyruga dogru gecisi yansittigindan, DNA hasarinin kantitatif olarak
belirlenmesinde kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu comet

yonteminin 6nemli parametreleridir (Anderson vd., 2010; Klauning, 2011).

1.7.1.2. Comet Yonteminin Kullamim Alanlari

Comet teknigi; DNA hasar veya onarim tespiti ve mekanizmasi ¢aligmalarinda, bir
populasyondaki tiim hiicrelerin ayni oranda hasara ugrayip ugramadiginin tespitinde, insan
lenfosit Orneklerinin  oksidatif hasar, UV ve iyonize radyasyona duyarliklarin
incelenmesinde; izleme (Human Biomonitoring) ¢alismalarinda DNA  hasarimin

incelenmesinde kullanilmaktadir (Anderson vd., 2010).

1.7.1.3. Comet Yonteminin Avantajlar1 ve Dezavantajlari
Comet yonteminin hizli olmasi ¢abuk sonug¢ alinabilmesi, degisik hiicre ve doku
gruplarina uygulanabilmesi, hassas ve giivenilir olmasi, maliyetinin diisiik olmasi, materyal

gereksiniminin az olmasi, yontemin az sayida hiicre gerektirmesi, cesitli tlirlerde DNA
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hasarlarinin tespitine olanak saglamasi ve hiicrelerdeki DNA kiriklarmi gorsel olarak
ortaya koyabilmesi baslica avantajlar olarak siralanabilir (Anderson vd., 2010).

Yontem in vivo modellerde herhangi bir dokuya da uyarlanabildiginden, sadece
hizli prolifere olan hiicrelerde uygulanabilir olan diger genotoksisite testlerinden daha
tistindiir (Demir, 2010).

SCGE yontemi ile insan, hayvan ve bitki hiicreleri gibi bir¢ok ¢esit hiicre in vitro
calismalarda kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan insan hiicreleri 16kositler ve lenfositlerdir.
Ancak, nasal veya gastirik mukoza hiicreleri, lens, deri, reprodiiktif hiicreler, kolon
hiicreleri neonatal fibroblastlar, pankreas hiicreleri, adenokarsinomlu hiicreler gibi bir ¢ok
doku hiicresininde kullanildig: bildirilmistir (Fidan, 2010; Anderson vd., 2010).

Hayvan ve klinik 6rneklerden alinan dokularda veya orneklerde DNA hasar ve
onarimint Olgmek icin Orneklerin izole siispansiyonu ek bir hasara veya onarima yol
acmayacak sekilde hazirlanmalidir. Pek ¢ok parametrenin lenfosit cevabini etkiledigi;
dondriin yasi, fiziksel aktivitesi, sigara i¢ip igmedigi gibi olast faktorlerin hiicre cevabinda
farklilik yaratabildigi ve bireyler arasi farkliliklarin olabilecegi unutulmamahidir (Fidan,
2010; Anderson vd., 2010).

Normalde siklikla kullanilan hiicre grubu, beyaz kan hiicreleridir. Bu hiicreler
oransal olarak girisimsel olmayan yollarla, kolaylikla ayrilabilir ve metoda iyi uyum
saglarlar. Ancak kanser i¢in hedef doku olmamalar1 ve beyaz kan hiicrelerindeki hasarin
gercek hedef dokudaki hasar1 yeterince yansitip yansitmadiginin net olmamasi gibi
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bazen cerrahi sonrasi ¢ikarilan dokular kullanilabilmekle
birlikte saglikli kontrol dokusu elde etmek oldukca giictiir. Yontem bukkal ve iiretelyal
epitel hiicreler de denenmistir ancak bu hiicreler, yapilar1 nedeniyle ek proteaz kullanimim
ve uzun bir liziz siiresini gerektirirler. Comet yontemi i¢in hazir ticari kitler kullanima
sunulmakla birlikte, glinlimiizde manuel uygulamalar gecerliligini korumaktadir. Fakat
manuel uygulamalar, yontemi uygulayan kisiye dogrudan baghdir ve kisisel performanstan
fazlasiyla etkilenmektedir. Ayrica comet tekniginin farkli uygulanmasi da sonuglarda

farkliliklara sebep olmaktadir (Collins vd., 1997).

1.7.2. Alkali Comet Yonteminin Uygulama Basamaklar:
Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli sekilde go¢ etmeleri esasina dayanir.

Tek hiicreler veya ¢ekirdekcikler Sekil 12°de goriildiigl gibi agaroza gomiiliir; yiiksek tuz
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ve deterjan igeren lizis sollisyonunda hiicrelerin lize olmalar1 saglanir. Lizis ardindan
DNA’larin elektroforez de yiiriitiiliir. Bu esnasinda hasarsiz DNA’lar biitiinligiini
kaybetmeden vyiiriir ve kuyruk olusturmaz, oysa hasarli DNA’larda hasardan dolay1 olusan
fragmenler farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklariig¢in
elektriksel alanda farkli hizlarda hareket eder ve kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar.
Sonug olarak elde edilen DNA go¢ goriintiileri degerlendirilerek bir fikir olusturulur (Yeni
vd., 2010).

Bu 0lglim yonteminde yapilan islemler laboratuar kosullarina gore farklilik
gostermekle beraber Tice ve arkadaslar1 SCGE yonteminin genel basamaklarmi sdyle
siralamiglardir (Fidan, 2010; Nossoni, 2008; Dhawan vd., 2009; Tice vd., 2000):

1. Hiicrelerin izolasyonu

2. Slaytlarin hazirlanmasi
3. Lizis

4. DNA sarmalinin ¢oziilmesi
5. Elektroforez

6. Notralizasyon

7. Boyama

8

. Degerlendirme.
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Sekil 12. Alkali comet tekniginde temel basamaklarin sematik gosterimi (Fidan, 2010)

1.7.3. Goriintiilerin Elde Edilmesi ve Degerlendirme
1.7.3.1. Gorsel Skorlama Yontemi

Gorsel siniflandirma hizli ve kolay bir ydntemdir. Insan gozii,olusan kuyruk
uzunlugu ve yogunluguna gore hasar derecesini ayirt edebilir. Hiicreler hasar derecelerine
gore bes gruba ayrilir. Teknikte hasarsiz hiicreler yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun olmak
lizere ortasi parlak bir 151k goriiniimiindedir. Hiicrelerin bu goriiniimii go¢ etmemis olarak
degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olusmaya baslamis ise go¢ uzunlugu fragmentlerin
miktarina, DNA zincir kirilmalarma ve alkali-labil bdlgelerin seviyesine bagli olarak
degisiklik gostereceginden, normalde diizgiin kenarli olan goriinti DNA kiriklarinin
cekirdek disina go¢cmesi nedeniyle diizensiz kenarli bir goriiniim alir. Hasarin siddetine
gore merkezden kenara dogru uzama olusur. Bu goriiniime; gerilmis (stretch) ya da diisiik
dereceli go¢ (low migration) adi verilmektedir. Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz

(comet), yiiksek dereceli goc¢ (high migration) seklini alir. Son asama ise apoptozistir. Bu
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uzama hasar ile dogru orantilidir. Ayrica kuyruktaki floresan yogunlugu da hasarin
derecesine paraleldir. Fakat bu yaklagim hasarli hiicreler arasindaki tahribatin biytikligi
hakkinda bilgi vermekte yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hasarli hiicreler, olusan hasarin
derecesine gore DNA goriintiileri ¢esitli alt kategoride siniflandirilarak puanlandirilir
(Nossoni, 2008; Olive vd., 1990). Hasar bulunmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar
hasarin derecesine gore Sekil 13’de goriildiigii gibi 1 den 4’e kadar puanlandirilir ve

sonuglar gorsel skorlamaile degerlendirilir (Yeni vd., 2010).

Sekil 13.Gorsel skorlama teknigi ile hiicrelerin siniflandirilmasi(0:Hasarsiz DNA
goriintiisii, 1-4:Hasarli DNA’larin hasar derecesine gore puanlanmasi)

1.7.3.2. Bilgisayar Sistemi ile Goriintii Analizi

Geligsmis laboratuarlarda sonuglarin degerlendirilmesinde kamerali bilgisayar
sistemine sahip goOriintii analiz sistemiyle hasarli hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve
kuyruktaki DNA yiizdesi gibi ¢esitli comet parametreleri 6zel bilgisayar yazilimlari
kullanilarak basarili ve objektif olarak degerlendirilebilmektedir (Yeni vd., 2010).

Belli bir bolgedeki DNA miktarinin, o bolgedeki fluoresans yogunlugu ile dogru
orantili olmas1 Ozelliginden yararlanilarak dijital goriintii sistemleri ve analiz yazilim
programlari ile daha hassas ve dogru sonug¢ veren miktar tayini yontemleri gelistirilmistir.
Hasarli hiicrelerin bas uzunlugu, bas ve kuyruktaki DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve
kuyruk moment gibi ¢esitli comet parametreleri dlciilebilmektedir. Bunlar arasinda kuyruk
momenti ve kuyruk uzunlugu en sik kullanilan parametreler olmasina ragmen, dnerilen ve
kullanimi1 gittik¢e artan Olglim parametresi kuyruk DNA yiizdesidir. Ciinkii bu parametre

cometlerin goriiniir kismidir ve DNA kirik frekansi ile dogru orantilidir. Kuyruk momenti
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ise; kuyruk uzunlugu ve kuyruk igindeki toplam DNA oraninin carpimi olarak
tanimlanmaktadir (Tice, 2000; Hartmann vd., 2003).

Son yillarda degerlendirmede Laser-scainning microscopy (LSM) teknolojisi
kullanilarak DNA sarmal kiriklarindaki farkliliklar kolaylikla tespit edilmektedir.

Adiesd | Heod SmaTale Hosd Tais | SmiadHuad LugeTals| a1 Tai| vad & Sl
Index  Momeni - M.Am - M inedia  Fragmeni X DNA  Lengh . Awea - Inlensity |
K 12764 156 2% ed 30 Bl6d 278 af0ed 14506 |
4542 213 3% ed B ek L
K

B 1|15 40 e
|3 =& W 8mel 2%
14 %] o8 545 a3 817

Select Measwe to be Graphed |-, [He -

Sekil 14. Comet goriintiilerinin bilgisayar yardimi ile degerlendirilmesi (URL-3, 2012)

1.7.4. Comet Teknigini Etkileyen Faktorler

Comet tekniginin farkli uygulanmasi sonuglar1 etkilemektedir. Ornegin,
elektroforez sartlar1 (siire, uygulanan voltaj), lizis sollisyonu sartlar1 (tuz konsantrasyonu,
siire ve pH), metodun hassasiyetini etkilemektedir. Bu nedenle deneylerde sartlar standart
tutulmalidir (Demir, 2010).

Ancak cevresel ve fizyolojik degisikliklerin comet ydnteminin varyasyonlarina
katkisin1 tahmin etmek zordur. Saglikli kisilerde DNA hasarinda degisiklik olusturan
faktorler; yas, hava kirliligi, diyet, cinsiyet, sigara, giines 15181na maruziyet, enfeksiyon ve

meslek olarak sayilabilir (Anderson vd., 2010; Demir, 2010).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
- DMSO (Merck)

- NaCl (Merck)

- KCI (Himedia)

- NaOH (Merck)

- Histopaque 1077 (Sigma)

- Etidyum Bromide (Sigma)
- Triton-X 100 (Merck)

- Na,EDTA (Merck)

- Trizma Base (Himedia)

- NMP agaroz (Vivantis)

- LMP agaroz (Vivantis)

- Etil alkol (Merck)

- Na;HPO,. 2H,0 (Himedia)
- KH,PO4 ( Merck)

- H,0, (% 30) (Sigma)

- Trypan Blue (Merck)

- RPMI 1640 (Sigma)

- DPPH (Sigma)

- Folin-Ciocalteu Reaktisi (Sigma)
- Na,CO3 (Merck)

- Katesin (Sigma)

- %1-3 liik hipoklorit ¢ozeltisi

2.2. Kullamilan Cihazlar ve Sarflar

- Hassas terazi (Acculab atilon)

- pH metre (Hanna HI12210)

- Santrifiij (Hettich)

- Mikrosantrifiij (Beckman-Coulter)

- Elektroforez tanki (Cleaver Midi)

- Spektrofotometre (Molecular Devices SpektraMax M5)
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- Rotary evaporator (Doner vakum buharlastiricisi) (Heidolph Laborota 4000)
- Mikroplaka yikayicist (BioTek Elx50)

- Otomatik mikro pipetler (Rainin)

- Trash lam (Marienfeld 17x26x 1 mm boyutunda)
- Thoma lami1

- Buz banyosu (1Q 85C Aire ITV)

- MW firin (Argelik)

- EtBr i¢in tip atik kutusu

- Lamel (Iso therm 22x22 boyutunda)

- 1.5 mL ependorf tiipii

- Plastik pastor pipeti

- Steril lateks eldiven

- Calkalayicili su banyosu (Memert WNB7-5)

- HPLC (Thermo Finnigan)

- Floresan atagmanli mikroskop (Leica DM 4000 B)
- Isik mikroskobu (Leica DM 500)

- Isitict Blok (HLC MHR 13)

- Buzdolab1 (Bosch)

- Vorteks (Velp Scientifica)

- Deiyonize Su Cihazi (Sartorius Arium 61316)

- Class 2 Steril Kabin (Scanlaf)

- Inkiibatr (Wisecube)

- Manyetik Karistirict (Wisestir MSH 20-D)

2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
Folin-Ciocalteu Reaktifi; 0.2 N

2 N’lik hazir satin alinan ¢ozeltiden saf su ile 10 kat seyreltilerek hazirlanir.
Na,CO3 cozeltisi; % 7’lik (w/v)

7 g NapCOg3 alinir ve bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son hacim saf suda 100

mL’ye tamamlanir.
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Stok Katesin Cozeltisi; (1 mM)

2.9 mg katesin az miktarda alkolde c¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL’ye
tamamlanir.
DPPH Cozeltisi; 100 pM

3.94 mg DPPH bir miktar metanolde ¢oziildiikten sonra son hacim 100 mL
metanolle tamamlanir.

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi (PBS), pH 7.4

NaCl 49
KCI 029
Na,HPO,.2H,0 0.89¢g
KH,PO, 0.135¢g

tartiliptemiz bir behere aktarilir, 400 mL kadar saf su igerisinde magnetik karistiricida
magnetik bar yardimiyla coziilir. Kalibre edilmis pH metre ile ¢ozelti pH’st 7.4%e
ayarlanir. Cozelti balon jojeye aktarilarak son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanip 2-8
°C’de saklanir.
Lizis Cozeltisi; pH 10, 500 mL

Bir behere 2.5 M (73.05 g) NaCl, 100 mM (18.6 g) EDTA ve 10 mM (0.6 g) Tris
tartilarak konulur. Uzerlerine 350 mL distile su eklenerek karistirici yardimi ile
coziinmeleri saglanir. Cozelti pH’st 10’a ayarlandiktan sonra karisim balon jojeye
aktarilarak son hacim distile su ile 500 mL’ye tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.
Kullanilmadan 6nce ¢6zeltiye son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde, Triton-X-100, %10
olacak sekilde DMSO eklenir.
Elektroforez Tampon Cézeltisi;pH 13.1, 500 mL

Elektroforez tamponunu hazirlamak i¢in, 10 mM (1.86g) Na,EDTA, 300 mM (6 g)
NaOH tartilarak behere konulur. 400 mL distile su eklenip, karistirtlarak eritilir.
Kalibrasyonu ayarlanmis pH metre ile pH’s1 13.1°e ayarlanir. Balon jojeye aktarilarak son
hacim 500 mL’ye tamamlanir.
Notralizasyon Tampon Cozeltisi;pH 7.5, 500 mL

24.2289 g TRIS (0.4 M) 400 mL distile suda ¢dziiliip pH 7.5’e ayarlanir. Distile
suyla 500 ml’ye tamamlanir. 2-8 °C’de saklanir.
Normal Erime Noktali Agar (NMPA) Cozeltisi; % 1

0,5 g NMP agaroz tartilir ve 50 mL PBS (pH 7.4) {izerine konulur. Mikrodalga

firinda kaynatilarak hazirlanir.
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Diisiik Erime Noktalh Agar (LMPA) Cozeltisi; % 0.5

0.05 g LMP agaroz tartilir ve 10 mL PBS (pH 7.4) iizerine konulur. Mikrodalga
firinda kaynatilarak hazirlanir.
Etidiyum Bromiir Cozeltisi; 20ng/mL

Stok etidyum bromiir ¢ézeltisinden (0,5 mg/mL, distile su) 40 uL alinarak 960 pL
distile su ile diliisyon yapilir. Bdylece son konsantrsayonu 20 pg/ ml olan etidyum bromiir
¢Ozeltisi hazirlanir.
H,O, Cozeltisi; 1ImM

% 30’ luk H,O; ¢ozeltisinden 10.3uL alinir, 4 °C deki PBS’den 989.7 uL alinarak
son hacim 1 ml’ye tamamlanir (100 mM). Deney i¢in, 100 mM H,0; ¢6zeltisinden 10 pL.
alinir, 990 puL PBS ile son hacim 1 ml’ ye tamamlanir (1 mM).

2.4. Cay Numunelerinin Eldesi ve Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

2011 yilinin subat ayinda Rize Taslidere Cay Isleme Fabrikasi’ndan yesil cay ve
farkli atiklar1, Rize Zihni Derin Cay Isleme Fabrikasi’ndan siyah ¢ay ve siyah ¢aya ait lif
at1ig1 temin edildi. Numuneler etiivde diisiik sicaklikta kurutuldu ve her biri 6giitiiciide ayr1
ayr1 parcalanarak toz haline getirilerek ekstraksiyon islemine hazir hale getirildi. Elde

edilen numuneler Tablo 6’da su sekilde kodlanmustir.

Tablo 6. Numune kodlar

Verilen Kod Numune Ad1

YC Yesil Cay

YCYA Yesil Cay Yaprak Atigi
YCGA Yesil Cay Govde Atig1
SC Siyah Cay

SCLA Siyah Cay Lif Atig1

Cay oziitlerinin hazirlanmasi i¢in bitki 6ziitleme isleminde kullanilan en verimli
c¢oziiciilerden ikisinin metanol ve etil asetat oldugu gz Oniine alinarak 6ziitleme islemi bu
coziiciilerle gergeklestirildi (Henning vd., 2004). Toz halindeki numunelerden 4 gram
almarak 6nce 50 mL etil asetat ¢oziiciisii kullanilarak +4 °C’de ve manyetik karistirici
lizerinde 6 saat Oziitleme islemine tabi tutuldu, siizlintii alinarak tekrar ayni islem

uygulandi. Daha sonra etil asetat c¢oziiclisiiyle yapilan islemlerin aynis1 metanol
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kullanilarak yapild: ve siiziintiiler toplanarak ¢oziiciileri evoparatdrde uguruldu. Elde edilen
camur kivamindaki kalintilar Karadeniz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya béliimii laboratuvarinda bulunan liyofilizatdr ile yogunlastirildi. Oziitler DMSO’da

¢oOziilerek sonraki tayinlerde kullanilmak tlizere -20 °C’de saklandi.

2.5. Oziitlerde Bulunan Toplam Fenolik Madde Miktarlarinin Belirlenmesi

Yontem, metanol ve etil asetat ¢oziiciilerinde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
folin reaktifli ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan
mor—-menekse renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans olusturur. Oziitler
icindeki toplam fenol miktarlari, bu yontem kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin
edildi. Bunun i¢in; dncelikle katesin standart maddesi kullanilarak 5 farkli konsantrasyonla
(1-0,8-0,6-0,4-0,2 mg/mL katesin) Tablo 7’deki gibi pipetleme yapildiktan sonra oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi ve bu zaman sonunda 700 nm’de kore karsi
okuma yapild1 ve sekil 18’de verilen kalibrasyon grafigi elde edildi. Olusturulan bu
grafikten numunelerin absorbanslar1 standart grafik araliginda olacak sekilde seyreltmeleri

yapilarak toplam fenolik igerikleri hesaplanda.

Tablo 7. Polifenol tayini igin pipetleme miktarlari

Kor (ml) Numune (ml) Standart (ml)
Numune - 0.05 -
Standart - - 0.05
Deiyonize su 2.55 25 2.5
0.2 N Folin 0.25 0.25 0.25
Tipler  calkalandiktan 3 dakika sonra
% 7 Na,COs 0.75 0.75 0.75

2 saat inkiibasyona

birakilir, 700 nm’de

absorbanslar1 okunur.
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Sekil 15. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan katesin
kalibrasyongrafigi

2.6. Yesil ve Siyah Cay ile Bunlarin Farkh Atiklarindan Elde Edilen Ekstraktlardaki
Polifenol Bilesiminin HPLC ile Analizi

Calismanin bu kismi CAY-KUR Atatirk Cay ve Bahge Kiiltiirleri Arastirma

Enstitiisii’nde yapilmstir.

Yontem bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin cinsi ve miktari, sistemde dnceden
yiiriitiilen saf standart fenolik bilesikler (gallik asit, kafein, katesin (K), EGK, EGKG, EK,
EKG ve teoflavinler) referans alinarak belirlenir ( 1ISO 14502-2, 2005).

Sistemde kullanilan mobil fazlarin igerigi su sekildedir:

Mobil faz A : % 9 asetonitril, % 2 asetik asit ve 20 ppm EDTA

Mobil faz B: % 80 asetonitril, %2 asetik asit ve 20 ppm EDTA
Gradient sartlar1 Tablo 8’deki gibi ayarlandi.
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Tablo 8. Gradient sartlar

% A % B
0-10 dakika 100 0
10-25 dakika 68 32
25-35 dakika 68 32
35-45 dakika 100 0

2.7. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Denemelerde kullanilan DPPH radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak
satin alinabilen bir radikal olup ¢ay oOziitlerinin bu radikalin 100 pM’lik metanolik
cozeltisinde radikal temizleme aktivitesi incelenmistir. Denemelerde Cuendet yontemi
kullanildi. Elde edilen oziitler ve standart (katesin) degisik konsantrasyonlarda hazirlandi.
Standartlar 5-10-15-20 puM’lik; numuneler ise uM katesin esdeger cinsinden 5 farkli
konsantrasyonda hazirlandi ve olgtimler mikroplaka {izerinde yapildi. Esit hacimde (150
uL) DPPHe ¢ozeltisi, numune ¢ozeltileri lizerine eklenerek ¢alkalandi, oda sicakliginda ve
karanlikta 40 dakika inkiibasyona birakildi. Her bir numune ve standart konsantrasyonu
icin iki paralel calisildi. Ayrica numune/standartin her bir konsantrasyonu i¢in birer kor
[(numune/standart + DPPH ¢oziiclisii (metanol)] ve her bir ¢dziiciisii (metanol) i¢in de
[kontrol tiipleri (DPPH + numune/standart ¢oziiclisii)] ii¢ paralel ¢alisildi. Siire sonunda
DPPH<’1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanslar okundu (Cuendet, 1997).
Hesaplamalarda iki paralelin ortalamasi alinarak kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildi.
Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek ICso degerleri

UM cinsinden hesaplandi.

2.8. 1Cs5p Degerlerinin Bulunmasi

ICs; radikal miktari veya hasar iirlinlinii yariya indiren ¢ay 6ziit miktaridir. ICs
degerinin bulunmasi icin farkli konsantrasyonlarda calismak gerekir. Bu nedenle
caligmalarda dort farkli konsantrasyon ile degerlendirme yapildi. Cay oziitleri ile muamele
edilen periferik kan lenfositlerine daha sonra H,O, ile hasar verilmek suretiyle comet
analizi uygulandi. DNA’lar skorlandi ve skorlar konsantrasyona karsi grafige gecirildi.
Maksimum skorun yarisina karsilik gelen yani skoru yartya diisiiren konsantrasyon miktari

ICs0 degerini vermektedir. ICsp uM birimiyle ifade edildi.
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2.9.Comet Tekniginin Lenfositlere Uygulanmasi
2.9.1. Lam Kaplama

Lamlar etil alkole daldirilarak temizlenmesi saglandi. Ardindan asetona daldirilip
dikey sekilde kurumaya birakildi.

% 1’lik NMP agaroz jel MW firinda hazirlanarak 60° C’deki su banyosuna birakildi.
Lamlar beher igerisindeki NMP agaroza daldirilir ve ¢ikarildiktan sonra dip kismi hizlica
bir peceteye degdirildi. Arka kismi da pegete ile silinerek oda sicakliginda kurumasi icin
diiz bir zeminde birakildi. Kullanilincaya dek kapali bir kutuda bekletildi (Dhawan vd.,
2009).

2.9.2. Lenfosit izolasyonu

Calismalar, deney giinii saglikli bireylerden heparinli tiiplere alinan taze kan ile
yapildi. 5 mL kan, 5 mL RPMI-1640 ¢ozeltisi ile seyreltildi ve yavasca karigmasi saglandi.
Ayr bir tiipe konulan 3 mL Histopaque iizerine, seyrelmis kan pastér pipeti yardimiyla
yavagca tabakalandirilip 2500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan
PBMC (Periferal blood mononuclear cell) tabakas1 pastor pipet ile toplanarak yeni bir tiipe
aktarildi, PBS ilave edilerek yavasca alt iist edildi. 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tist kisim atilip pellete 1 ml PBS ilave edilerek resiispanse edildi (Aydin

vd., 2005).

2.9.3. Orneklerin Hazirlanmasi ve Lamlara Yiiklenmesi

v' Yaklasik 50 pL hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere alindi. Cay oOziitlerinin
PBS’de hazirlanmig ¢ozeltilerinden uygun hacimler konularak son hacim PBS ile 1
mL’ye tamamlandi. Negatif kontrol olarak PBS kullanildi. Pozitif kontrol olarak
200 uM H,0; kullanildi. Tiim 6rnekler ¢ift ¢alisildi.

v Incelenen cay bilesiklerini igeren hiicre siispansiyonlar1 37+ 0.5 °C’de 30 dakika
bekletilerek inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler 2500 rpm’de 5 dakika
stireyle santrifiij edildi. Siipernatan atild1.

v" Pozitif kontrol olarak 200 uM H,0; kullanilacak hiicrelere inkiibasyondan sonra
200 uL 1 mM H,0; ¢ozeltisinden ilave edildi ve +4 °C’de PBS ile son hacim 1

mL’ye tamamlandi. 5 dakika buz banyosunda inkiibe edildi.
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v' 44 °C’de 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Stipernatan atildi. +4 °C’de
1 mL PBS ile 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicreler yikandi.
Stipernatan atild.

v’ 3740.5 °C‘de eritilmis 75 pL %0.5’lik LMPA, 10 pL hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra oOnceden %1°lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
kaplanmig lamlara yayildi ve iizerine lamel kapatildi, buzlu yilizey {izerinde 10
dakika bekletilerek agarin katilasmasi saglandi. Agar {izerindeki lamel
zedelenmeden alindi (Aydm vd., 2005).

Buzlu lam

/
/ % 1'lik NMA agaroz

4

_ / % 0.5'ik LMA icerisinde siispanse edilmis

mononukleer likositlerin agaroza uygulanmas:

% 0.5'lik LMA icerisinde sii dilmi
/,;/.:...‘t / (! i icerisinde siispanse edilmis

mononukleer l5kositlerin agaroza gémiilmesi

Sekil 16. Orneklerin lamlara yiiklenmesi (Fidan, 2010)

2.9.4. Lizis

Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz i¢inde
serbest kalmasini saglamak amaciyla kullanilir. Lamlar, en az 30 dakika Onceden
hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak 1 saat siireyle
buzdolabinda bekletildi. H,O, uygulanan lamlar farkli bir soguk lizis ¢ozeltisine daldirildi
(Dhawan; Aydin vd., 2005).

2.9.5. Elektroforez

DNA sarmalinin ¢dziilmesi ve elektroforez siiresi, c¢alisilmakta olan hasar ile
incelenmekte olan hiicre tipine bagli olarak degisebilmektedir.Akim uygulanmadan &nce
DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar elektroforez tamponunda 20 dakika inkiibasyona

birakildi. Bu inkiibasyon doneminin amaci yiiksek yogunluklu tuzlu lizis soliisyonun DNA
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ile bir elektrotmus gibi miicadele ettigi tabakadaki agardan ayrilmasini saglamaktir (Aydin
vd., 2005; Fidan 2010).

Lizis ¢ozeltisinden cikarilan lamlar elektroforez tankina yerlestirildi ve lamlarin
tizerini kaplayacak sekilde elektroforez tamponu yavasga tanka bosaltildi. 20 dakika
boyunca DNA sarmalinin ¢oziilmesi i¢in beklendi. Coziilme isleminin ardindan 25 V, 300
mA’de akim verilerek 20 dakika elektroforez uygulandi. Resistansdan kaynaklanabilecek
1sinin  dengelenmesi ve elektroforez isleminde optimum sicaklik olan 4-20 °C’nin
saglanmasi amaciyla tankin tizerine buz paketleri konuldu (Dhawan, 2009; Aydmn vd.,
2005).

2.9.6. Notralizasyon ve EtBr ile Boyama

Alkali elektroforez ¢ozeltisini slaytlardan uzaklagtirmak icin, slaytlar 5 dakika
distile suda bekletildi. Ardindan 15 dakika nétralizasyon tamponunda (0.4 M Tris pH 7.5)
notralize edildi. Notralizasyon ¢ozeltisinden alinan slaytlar hiicrelerin slayta fikse olmasini
saglamak amaciyla % 96’lik etil alkolde 10 dakika bekletildi. Slaytlar kurumaya birakildi.

Stok etidyum bromiirden 40 pL alinarak 960 pL distile su ile diliisyon yapildi. 60
uL EtBr ¢ozeltisi slaytlara damlatilarak lamel ile kapatildi (Dhawan, 2009; Aydin vd.,
2005).
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Lizis l

Coziinme l

@
4

©. 6

Elektroforez l

Notralizasyon, boyama ve gériintiileme

@

Sekil 17. Normal ve hasarli hiicrelerde deneyin uygulanisi ve sonucunun gosterimi
(Azqueta vd., 2009).

2.9.7. Fluoresan Mikroskop ile Degerlendirme

Kamera atagmanli fluoresan mikroskopta her lamdan 50 hiicreye ait goriintii
alindi.Bu yontemde DNA migrasyonu gorsel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin
derecesine gore DNA’lar Anderson ve arkadaglari tarafindan tariflenen 5 kategoride
smiflandirildt (Anderson vd., 1994). Genotoksik hasarin gosterilmesinde kullanilan bu

siiflandirma sistemi kuyruktaki DNA yogunluguna gore yapilmaktadir.
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Tablo 9. Lenfosit hiicrelerinin gorsel siniflandirmasi (Anderson vd., 1994)

Siniflandirma Gorinim

Sinif 0 Hasarsiz hiicrelerin incelemesinde yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun
olmak {izere ortas1 parlak bir 151k goriiniimii olanlar

Siif 1 DNA hasar1 olugsmaya baslamis ve normalde diizglin kenarli olan
gorlintii DNA kariklarmin ¢ekirdek disina gogiliniin de baglamasi nedeni
ile dlizensiz kenarli bir goriiniim alanlar

Sinif 2 Hasar arttikca lenfositlerde merkezden kenara dogru uzama olup
kuyruktaki fluoresan yogunlugu artanlar

Smif 3 DNA hasar1 daha da artmis olup kuyruklu yildiz (comet) goriiniimii
alan hiicreler

Sinif 4 Hasar derecesinin en iist diizeyde olmasinin sonucunda apoptotik hiicre

gOriiniimii alanlar

Degerlendirilen 50 hiicreye ait DNA’lardaki hasar dereceleri tespit edilip ¢ikan
sonu¢ 2 ile carpildi ve degerlendirme 100 {izerinden yapildi. Migrasyonun uzunlugu
fragmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyelerine
bagli olarak degisiklik gostermektedir.

Maksimum hasar 400 olabilecek sekilde biitiin lamlar asagidaki formiile gore

skorlandi (Munari vd., 2009).

Skor = (1 xnp) +(2xny) +(3xn3z)+ (4xny) (n: her skor i¢in sayilan hiicre sayisi)

Genotoksik ajan (H,0;) ile indiiklenmis DNA hasarinin yesil ve siyah gay ile
bunlarin farkl atiklari ile giderilme orani agagidaki formiile gore hesaplandi.
% Azalma = (A-B)/ (A-C)
A: Pozitif kontrol skoru
B: Ekstraktla muamele skoru
C: Negatif kontrol skoru

Maksimum skorun yarisina karsilik gelen yani pozitif kontrol skorunu yariya
diisiiren konsantrasyon miktarlart ICsy olarak verilmistir. % 50 inhibisyonu en az

konsantrasyonda saglayabilen maddenin antioksidan aktivite yoniinden etkili oldugu
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sOylenebilir. Hasar verilmesi sonucu olusan skorun oziitler araciligr ile azaltilmasi

antioksidan etkinin varligini1 gosterir.

2.10. istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar aritmetik ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade
edildi ve SPSS 16.0 programi kullanilarak istatistiksel analizi yapildi. Biitiin c¢alisma
gruplarindaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorow-Simirnow testi ile
degerlendirildi. Calisma gruplarina ait ilgili parametrelerde gézlenen degisimin Tek Yonli
Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ile ¢oklu karsilastirma ise Tukey HSD testine gore
yapildi. p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Yesil ve Siyah Cay ile Bunlarin Atiklarimin Toplam Fenolik Madde i¢erikleri

Folin-Ciocalteau yontemiyle gram kuru agirlik basina diisen mg katesin esdeger
olarak belirlenen fenolik madde miktarlar1 Tablo 10°da verilmistir. En yiiksek fenolik
madde muhtevasi yesil ¢ayda (YC) gozlenirken siyah ¢ay (SC) ve dzellikle siyah ¢ayin lif
atiginda (SCLA) bu igerigin en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir.

Tablo 10. Yesil ve siyah c¢ay ile bunlarin farkli atiklarina ait toplam fenolik

maddemiktarlar
Numune (n=15) TF (mg esdeger katesin/ gram kuru agirhk)
YC 68+3.9°
YCYA 59+ 4.6°
YCGA 34+£22°
SC 34 +6.2°
SCLA 18 +2.6"

ab¢%Numuneler arasindaki fenolik bilesim farkliligin p < 0,01 diizeyinde oldugunugdsterir.

Yesil cayin toplam fenolik madde miktarinin siyah ¢aya oranla daha fazla oldugu,
yesil ve siyah ¢ay numunelerinin ise kendi atiklarina gore daha yiiksek fenolik madde

icerdigi Sekil 18°de grafiksel olarak verilmistir.
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abed Numuneler arasindaki farkliligm p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 18. Yesil ve siyah ¢ay ile atiklarina ait toplam fenolik madde miktarlar

Numunelerin polifenol miktarlarinin en yiiksekten en diisik diizeye dogru

siralanmasi su sekildedir; YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA.

3.2. Yesil ve Siyah Cay ile Atiklarimin DPPH Radikali Temizleme Aktivitesine fliskin
Bulgular

Numunelerde DPPH radikali temizleme yontemiyle belirlenen 6rneklerin radikal
temizleme kapasiteleri Tablo 11°de gosterilmistir. Antioksidan aktivite, numunelerin farkli

konsatrasyonlar1 kullanilarak 1Csq degerleri belirlenerek karsilagtirilmistir.

Tablo 11. Numunelerin DPPH radikali temizleme aktiviteleri

Numune (n=15) DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi (ICso uM esdeger katesin)
STANDART 8+0.8°
YC 10+1.3°
YCYA 12+1.7°
YCGA 14 + 1.6
Je 14+ 1.9
SCLA 16 +1.8°

2b¢%Numuneler arasimdaki farkliligm p < 0,01 diizeyinde oldugunu gosterir.
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Ayrica standart olarak katesin kullanilarak numuneler arasinda kiyaslama
yapilmistir. ICso degeri en diisiik olan numunenin DPPH radikali temizleme aktivitesinin
en yiiksek oldugu gz 6niinde bulunduruldugunda yesil ¢ayin siyah ¢ay ve cay atiklarina
gore radikal temizleme aktivitesinin yliksek oldugu belirlenmistir. Bu degerlerin
numunelerin fenolik igerikleriyle paralellik gostermesi ilgi ¢ekicidir. Numunelerin DPPH
radikal temizleme aktivitelerinin: STD > YC > YCYA > SC = YCGA > SCLA seklinde
siralandig1 tespit edilmistir.

Numunelerin ve standart olarak kullanilan katesinin DPPH radikal temizleme

aktivitelerinin kinetigini gosteren ve ICspdegerlerini veren grafik Sekil 19°da verilmistir.

3 - e standart
—Y|;
2,5 -
e YCY A
% 2 - —S(;_
2 -
g 15 e YCGA
< 1
0,5 - —
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
uM katesin esdeger oziit

Sekil 19. Numunelerin radikal temizleme kinetigini gosteren grafik

3.3. Yesil ve Siyah Cay ile Atiklarindan Elde Edilen Oziitlerdeki Polifenol Bilesiminin
HPLC ile Analizi

Numunelerde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 standart kromatogram referans
alimarak hesaplanmis ve Tablo 12°de verilmistir. Buna gore fenolik madde igerik
bakimindan en fazla miktar YC’da bulunmaktadir. En fazla bulunan fenolik madde

epigallokatesingallat (EGKG)’tir.
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Tablo 12. Yesil ve siyah gay ile atiklarinda bulunan fenolik madde miktarlar1 (ppm)

Fenolik bilesigin ad YC YCYA  YCGA SC  SCLA
K 0.041 0.023 0.049 0.007  0.006
EK 0.799 0.545 0.554 0.307 0.049
EKG 1.113 0.998 0.203 0.039 0.035
EGK 3.165 2.639 0.675 0.149 0.067
EGKG 6,142 3,42 0,921 0,079 0,028
GA 0.005 0.008 0.034 0.254 0.154
Kafein 1.527 1.578 0.477 2.021 1.776
Toplam fenolik madde 11,26 7,615 2,402 0,581 0,185

Oziitlerin iceriklerinin katesin, EGKG, EGK, GA, kafein ve toplam miktar

bakimindan birbirleriyle karsilastirilmas: Tablo 13°de verilmistir.

Tablo 13. Cay ve atiklarinin fenolik i¢eriklerinin karsilastiriimasi

Fenolik Icerik Siralama
Epigallokatesin gallat(EGKG) YC>YCYA>YCGA >SC >SCLA
Epigallo katesin (EGK) YC>YCYA>YCGA >SC>SCLA
Katesin (K) YCGA>YC>YCYA>SC>SCLA
Kafein SC>SCLA>YCYA>YC >YCGA
Gallik asit SC>SCLA>YCGA>YCYA>YC
Toplam fenolik madde YC>YCYA >YCGA >SC >SCLA

3.4. Yesil ve Siyah Cay ile Atiklarimin Farkli Konsantrasyonlarinda DNA Hasari
Uzerine Etkileri

Tiim c¢aligsmalar i¢in hiicre canliligini azaltmadan, maksimum oksidatif DNA hasari
olusturan H,Ookonsantrasyonu 200 uM olarak belirlendi.

Farkli  konsantrasyonlardaki oziitler kullanilarak, in vitro periferik kan
lenfositlerinde olusan comet sayilarindan yola ¢ikilarak her grup igin hesaplanan Comet
skoru degerleri DNA hasarmin bir gostergesi olarak kabul edildi. Bu degerler ii¢ farkl
calisma yapilarak karsilastirildi.
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Tablo 14. Standart, yesil ve siyah ¢ay ile bunlarin atiklarinin farkli konsantrasyonlarina ait
Comet skorlar1

SKOR STD YC YCYA YCGA SC SCLA

NK 56 + 4° 56 + 4° 56 + 4° 56 + 4° 56 + 4° 56 + 4°

1 uM 98+7%  106+15%° 117 +8° 132+9°  124+24° 175+2°
10 pM 125+15° 141+16° 127+12° 139+15° 147+20° 188+5°
25 uM 155+5%  162+36" 149+5°  185+16" 171+14" 177+9°
50 uM 201+15° 222+32°  236+7° 234+17° 215+19° 226+12°
PK 235+6%  235+6°  235+6°  235+6° 235+6° 235+6°

2D Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,05 diizeyinde oldugunu gésterir.
NK: (Negatif kontrol) H,O, ve 6ziitle muamele edilmemis grup
PK: (Pozitif kontrol) H,O, ile muamele edilmis hiicre grubu

3.4.1. Lenfositlerde H,Oile Indiiklenen DNA Hasar1 Uzerinel pM’hk Cay
Orneklerinin Etkisi

1 uM STD, YC numunelerinin atiklarina oranla daha etkili oldugu fakat kendi
aralarinda anlamli bir fark olmayacak kadar skorlarnin birbirine yakin oldugu gézlendi.
Bu durum YC’in bahsedilen konsantrasyonda en az standart kadar etkili bir antioksidan
kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira yesil ¢ay yaprak atigi (YCYA),
yesil cay govde atig1 (YCGA) ve SC arasinda anlamhi bir fark gézlenmezken, 1 pM’da
YC’a gore daha diistik antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir. SCLA’ nin ise tiim
Oziitler arasinda en yiiksek Comet skoruna sahip olmasi DNA hasarina karsi en diisiik

koruyucu etkiyi sagladigin1 gostermektedir.
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¢ Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,05 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 20. 1 uM konsantrasyonda farkli dziitlere ait Comet skorlar1

Sekil 21. a) NK’e ait Comet goriintiisli, b) 1 pM Standarta ait Comet goriintiist, ¢) 1 uM
YC oziitiine ait Comet goriintiisti, d) 1 pM YCYA 0ziitiine ait Comet goriintiisi,
e) 1 uM YCGA oziitiine ait Comet goriintiisii, f) 1 uM SC o6ziitiine ait Comet
goriintiisti, g) 1 uM SCLA o6ziitline ait Comet goriintlisii, h) PK’e ait Comet
goruntisu
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En diisiik comet skoruna sahip ve NK’e en yakin olan 6ziit, DNA hasarini 6nleme
kapasitesi en yliksek numunedir. Sekil 20°de goriilen Comet skor degerlerine gore
numunelerin anti-DNA hasar aktiviteleri NK = STD = YC > YCYA = SC = YCGA =
SCLA > PK seklinde siralanabilir.

3.4.2. Lenfositlerde H,Ojile Indiiklenen DNA Hasar1 Uzerine 10 pM’lik Cay
Orneklerinin Etkisi

10 uM konsantrasyonda, NK ile diger tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenirken; STD, YCYA, YCGA ve YC’in birbirine istatistiksel olarak fark teskil
etmeyecek kadar yakin olup SC ve SCLA’dan daha etkili koruyucu aktiviteye sahip oldugu
Sekil 22°de gorildiigi gibidir.
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abed: Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,05 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 22. 10 uM konsantrasyonda farkli 6ziitlere ait Comet skorlari

Sekil 23.a) NK’ e ait Comet goriintiisii, b) 10 uM Standarta ait Comet goriintiisii, ¢) 10
uM YC ozitiine ait Comet gorlintiisii, d)10 uM YCYA oOziitiine ait Comet
goriintiisii, €) 10 uM YCGA o6ziitline ait Comet goriintiisii, f) 10 uM SC 6ziitline
ait Comet goriintiisii, g) 10 uM SCLA 6ziitiine ait Comet goriintiisii, h) PK’ e ait
Comet goriintiisi
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Sekil 22’de goriilen Comet skor degerlerine gore numunelerin anti-DNA hasar
aktiviteleri NK>STD = YCYA = YCGA = YC > SC = SCLA > PK seklinde

siralanmaktadir.

3.4.3. Lenfositlerde H,Ojile Indiiklenen DNA Hasar1 Uzerine 25 pM’hk Cay
Orneklerinin Etkisi

25 uMkonsantrasyonda, tiim oziitler istatiksel olarak NK ve PK’e gore anlamli bir
farklilik gosterirken; STD, YCYA, YCGA, YC, SC ve SCLA’nin H;0O; tarafindan
olusturulan oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu etkilerinin kendi aralarinda anlamli bir
fark olmayacak kadar yakin oldugu belirlendi. 25 pM’da tim numunelerin 200 pM H,0;
tarafindan olusturulan DNA hasarin1 azalttigi ve H,O; ile indiiklenen oksidatif DNA

hasarina ekstra bir katkisinin olmadig1 gozlendi.
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2% Numuneler arasindaki farkliligm p < 0,05 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 24. 25 uM konsantrasyondafarkli 6ziitlere ait Comet skorlari

25 uM’da farkli ¢ay oziitlerinin H,O, tarafindan olusturulan DNA hasarina karsi
koruyucu etkileri, NK > YCYA > STD > YC > SC > SCLA > YCGA > PK seklinde

siralanmaktadir.
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Sekil 25. a) NK’ e ait Comet goriintiisii, b) 25 uM Standarta ait Comet goriintiisii, ¢) 25
uM Y C oziitiine ait Comet goriintiisii, d)25 uM YCY A 6ziitiine ait Comet
goriintiisi, e) 25 uM YCGA 6ziitiine ait Comet goriintiisi, f) 25 uM SC
oziitline ait Comet goriintiisii, g) 25 pM SCLA 0ziitiine ait Comet goriintiisii,
h) PK’ e ait Comet goriintiisii

3.4.4. Lenfositlerde H;Osile indiiklenen DNA Hasar1 Uzerine50 pM’hk
CayOrneklerinin Etkisi

50 uM’da oziitlere ait skorlar ile NK arasinda anlamli bir farklilik gézlendi. Farkli
0ziit degerlerinin birbirine istatistiksel olarak fark teskil etmeyecek kadar yakin oldugu

ayrica Oziitlerin bu konsantrasyonda DNA hasarinda indiikleyici rol oynadigi gozlendi.

59



300

b b
'|' -|— T T
b |  NK
200 T & STD
2
g & S¢
w
w150 “ye
£
s  SCLA
100 # YCGA
i PK
HYCYA
50 ¢
0 | | e | | | e | | e
NK STD SC YC SCLA  YCGA  PK YCYA

b Numuneler arasindaki farkliligin p < 0,05 diizeyinde oldugunu gosterir.

Sekil 26. 50 uM konsantrasyonda farkli 6ziitlere ait Comet skorlari

Sekil 27. a) NK’ e ait Comet goriintiisii, b) 25 puM Standarta ait Comet goriintiisii, c) 25
UM YC oziitiine ait Comet goriintiisii, d) 25 uM YCYA oziitiine ait Comet
goriintiisti, e) 25 uM YCGA oziitiine ait Comet goriintiisti, f) 25 pM SCLA
Oziitliine ait Comet goriintiisii, g) 25 uM SCLA o6ziitiine ait Comet goriintiisi, h)
PK’ e ait Comet goriintiisii
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Sekil 26’da goriilen Comet skor degerlerine gore numunelerin anti-DNA hasar

aktiviteleri NK > STD > SC > YC > SCLA >YCGA >YCYA > PK seklinde siralanabilir.

3.5. Cay Oziitlerine Ait Anti-DNA Hasar Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
Numunelerin DNA oksidasyonu sonucu olusan hasar miktarini inhibe etme
kapasitesi incelenmis ve sonuglar ICsy katesin esdeger olarak ifade edilmistir. Farkli
konsantrasyonlarda (1-10-25-50 uM) 6ziitler kullanilarak ICso degerleri bulunmustur. DNA
oksidasyon inhibisyonu hesaplanirken oksidasyon birimi AU (rastgele secilmis hiicrelerin
Comet skoru) olarak alindi ve farkli 6ziit konsantrasyonlarina karsilik gelen bu degerlerin
grafigi olusturularak ICsg degerleri hesaplandi. Numunelerin  8-OHdG olusum
inhibisyonunda etkili oldugu ICsq degerleri Tablo 15°de verilmistir. Buna gore en yiiksek
anti-DNA oksidasyon (en diisiik ICso degeri) aktivitesi yesil cayda iken en diisiik siyah cay

lif atiginda goriilmistiir.
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Sekil 28. Yesil ve siyah gay ile atiklarinin farkli konsantrasyonlarina ait Comet skor
kinetigi
DPPH radikali temizleme aktivitesinde oldugu gibi minimum ICsy degerine sahip
olan numune anti-DNA hasar aktivitesi en yiiksek olan numunedir. ICsy degerlerine
bakildiginda inhibe kapasitesi STD >YC >SC >YCYA > YCGA > SCLA seklinde
siralanmastir.
Caligilan biitiin parametreler ve sonuglar1 Tablo 15’de 6zetlenerek verilmistir.
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Tablo 15. Cay ve Atiklarinda caligilan parametrelerin genel gosterimi.

NUMUNELER TP (mg esdeger DPPH Temizleme Lenfosit Anti-
katesin/g kuru Aktivitesi (uM DNA Hasar
agirhk) (n=15) esdeger katesin) Aktivitesi 1Cso pM

(n=15) esdeger
katesin) (n=19)

STANDART - 8.4+0.8° 0,39 £ 0,02°

(X£SD)

YC (X£SD) 68.5+3.9° 10.1 +1.3° 0,49 0,062

YCYA (X£SD) 59.2 £ 4.6° 12+1.7° 0,69 +0,07°

YCGA (X+SD) 33.6+22° 143 +1.9° 0,71 0,117

SC (X£SD) 33.7+6.2° 13.9 + 1.6 0,67 +0,1°

SCLA (X£SD) 17.9+2.6° 16+ 1.8° 0,76 + 0,07

Ayni satir lizerindeki farkli iissii harfler numuneler arasindaki farkliligin p < 0.01 diizeyinde

oldugunu gosterir
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Diinya’da tiiketimi sudan sonra ikinci siray1 alan igecek ¢aydir. Cayin, yapisinda
bulundurdugu flavonoidlerden dolay1r giiglii bir antioksidan oOzellige sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Oksidatif stresle i¢ ice bulunan canlilarin saglikli bir sekilde hayatlarini
stirdlirebilmeleri ¢ay ve bunun gibi bitkisel kaynakli antioksidan bilesiklerin tiiketimi ile
miimkiin olabilmektedir. Serbest radikallerin sebep oldugu dejeneretif hastaliklardan
korunmak amaciyla antioksidan muhtevasi olan ¢esitli bitkisel ve sentetik bilesiklerin
titkketimine ilgi glin gegtikge artmaktadir. Kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya
¢ikmasi ve hastalik etmenlerinin bu ilaglara direng gelistirmesi insanlar1 dogal ilag olarak
bilinen {riinlerin tliketimine yoneltmistir. Tiirkiye’de halk arasinda c¢esitli amaglarla
kullanilan ve biyolojik aktivitesi bilinmeyen pek ¢ok bitki bulunmaktadir. Bu dogal
tirtinlerden en yaygin olarak kullanilanlar arasinda gay, iiziim, elma ve nar gibi bitkisel
kaynakli yiyecekler gelmektedir. Bu firiinler serbest radikal toplayici 6zelligine sahip
antioksidan bilesikler ihtiva ederler.Ayrica giiniimiizde kullanilan pek cok ilag¢ etken
maddesi kaynagini bitkilerden almustir. Ozellikle fenolik yapida bitkisel kaynakli etken
maddelerin ve bitkisel iirlinlerin bazi hastaliklarin tedavi ve 6nlenmesinde yararli olduklar
bilinmekle birlikte bu bilesiklerin toksik, mutajenik ve hatta karsinojenik o6zellikler de
gosterebilecegi unutulmamalidir. Bitkisel {triinlerin insan sagligi iizerine muhtemel
olumsuz etkileri ile ilgili ¢aligmalar son derece sinirlidir.In vitro ¢alismalardabazi bitkisel
kaynakli bilesiklerin, mutajen olduklari ve DNA hasarin1 indiikledikleri bildirilmisse de
tersini belirten bulgulara da rastlanmaktadir.

Bu dogal iirtinlerden biri olan ¢ayin igslenmesi sirasinda islenen {iriiniin yaklasik %
5’1 atik olarak ortaya ¢ikmakta cay fabrikalarinin, ortaya c¢ikan bu atiklari ¢evreye zarar
vermeden imha etme konusunda zaman zaman sikinti yasadigi bilinmektedir. Bu atiklar
genellikle buhar kazanlarinda yakilmaktadir. Cay atiklarini en iyi degerlendiren iilkelerin
basinda Hindistan gelmektedir. Hindistan’da c¢ay atiklarindan; Kompost iiretilerek
(kompost tiretiminde at giibresi kullanilmakta), pellet haline doniistiiriilmesi ile yakit
olarak, torfla karigtirtlip giibre olarak ve kafein iretilerek degerlendirilmektedir.
Ulkemizde de ¢ay atiklarinin; hayvan yemi iiretimi, yonga levha iiretimi, kafein eldesi,
giibre tiretimi, odun plastik kompozitlerinde degerlendirilmesine yonelik arastirmalar

yapilmistir (Anderson vd., 1994).
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Yapilan literatiir taramalar1 ve degerlendirmeleri sonucunda yesil ve siyah ¢aym iyi
birer antioksidan oldugu belirtilmistir (Zeyuan vd., 1998; Rietveld ve Wiseman, 2012;
Zaveri, 2006; Han vd., 2011; Langley ve Evans, 2000; Chen, 2009).Buna karsin g¢ay
iretimi esnasinda agiga c¢ikan cay atiklarmin kendisini olusturan c¢ay iriinii kadar
antioksidan potansiyele sahip olup olmadigive bu 6ziitlerin hiicresel ortamdaki etkilerinin
yeterince incelenmedigi goriilmiistiir. Bu da cay atiklarinin saglik alaninda ekonomik
olarak katma degerolusturacak bir ¢alismaya konu olmadigini gostermektedir. Buradan
yola ¢ikarak ¢ay atiklarinin in vitro incelenmesinin atiklarin degerlendirilmesinde farkl bir
yon kazandirabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada; yesil ve siyah gay ile bunlarin
atiklarina ait 6ziitlerin polifenol igerigi, radikal temizleme aktivitesi ve hasar olusturulmus
DNA iizerine olasi etkiler incelenmistir.

Yapilan ¢alismalar icin ilk olarak cay ve atiklari kurutulup ogiitiildiikten sonra
oziitleme islemi yapildi. Oziitleme islemi yapilirken uygun ¢dziicii segimi icin yapilan
literatlir taramalarinda metanol ve etil asetat ¢oziiciilerinin ¢ay polifenolleri agisindan en
uygun c¢oziiciiler olabilecegi kanisina varildi. Beevi ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
kullanilan su, metanol, etil asetat, aseton, kloroform, hekzan gibi ¢oziiciiler arasinda en
verimli olan ¢oziiciilerin metanol ve etil asetat oldugu goriilmiistiir (Beevi vd., 2010;
Cheng vd., 2003). Henning ve arkadaslarinin yaptig1 ¢ay ve oziitlerinin biyoyararliliginin
incelenmesinde yine etil asetat ve metanoliin 6ziitleme islemi i¢in ideal ¢oziiciiler oldugu
goriilmiistir (Henning vd., 2004). Oziitleme islemi yapildiktan sonra numunelerin
polifenol muhtevalar1 spektrofotometrik olarak katesin esdegerli cinsinden incelenmesiyle
yesil ¢ayin siyah caya oranla daha fazla fenolik madde ihtiva ettigi ve hem yesil hem de
siyah caymn kendi atiklarindan daha fazla etken madde icerdigi gozlenmistir. Bu sonuglar
Henning ve arkadaglariin  (Henning vd., 2004) ¢ay ve atiklarmin fenolik
kompozisyonunun arastirilmasinda buldugu sonuglarla uyumludur. Ayrica benzer
caligmalarda farkli ¢ay tiplerinin fenolik madde bilesimlerinin incelenmesinde bulunan
sonuglar, mevcut c¢alismanin sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Zeyuan, 1998;
Henning vd., 2004).Yapilan tim ¢alismalarda yesil ¢ayin polifenol miktarinin siyah ¢aydan
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni, siyah ¢ayin islenmesi esnasinda yapisinda
bulunan flavanollerden theaflavin ve thearubugin gibi sekonder polifenollerin olugmasiyla
flavanol miktarinin azalmasi seklinde agiklanmaktadir. Bu sebeple ¢ayin isleme yontemine

bagli olarak fenolik madde kompozisyonu da degismektedir (Vinson vd., 2004).
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Cay ve cayin farkli dokularina ait atiklarinin radikal temizleme etkisini belirlemek
icin DPPH radikali temizleme testi ger¢eklestirildi. Elde edilen sonuglar yesil cay 6ziitiiniin
en diisiik ICsp degerine yani en yiikksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica yesil ¢ay yaprak atig1 6ziitliniin radikal temizleme aktivitesinin siyah
cay Oziitlinden daha yiiksek olmasi YCYA’nin piyasada en fazla tiiketilen ve ticari degere
sahip siyah ¢aydan daha zengin biyoyararliliga sahip olmasi ilgi ¢ekicidir. Yine siyah ¢ay
Oziitlinlin de diger atik Oziitlerinden daha yliksek radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu
gorilmistiir.Sonuglar Vinson ve arkadaslarinin, Benzie ve Strain’in yaptifi benzer
caligmalara gore uyumludur (Vinson vd., 2004; Benzie ve Szeto, 1999). Antioksidanlarin
serbest radikallere karsit etki mekanizmalar1 birgok calismada ortaya konmustur. Bu
mekanizmalarin; metal iyonlar1 ile selat olusturarak hasar yapici radikal olusumunun
engellenmesi, reaktif oksijen tiirlerinin siipiiriilmesi, prooksidan enzimlerin inhibisyonu,
antioksidan enzimlerin indiiklenmesi seklinde oldugu ileri siiriilmektedir.

Bitkisel oOziitlerin hiicresel sistem iizerinde olusturdugu koruyucu etkilerin
karsilastirilmasinda tek bir 6ziit konsantrasyonundan ziyade farkli konsantrasyonlarla elde
edilen reaksiyon kinetiginin daha hassas sonuglar verdigi belirlenmistir (Cheng vd., 2003).
Cay orneklerinin biyoyararliliginin karsilastirildigi mevcut ¢calismada; H,0; ile indiiklenen
DNA oksidasyonu deneyinde, reaksiyon kinetiginin gdstergesi olarak Comet skorunu
yartya dugiiren bitki 6ziit konsantrasyonu’na karsilik gelen ICsodegeri belirlendi ve bu
sekilde karsilastirmalar yapildi. Buna gore elde edilen sonuglar yesil ¢ay, siyah cay ve
atiklarinin ayn1 derecede hasar Onleme kapasitesine sahip olduklari goriilmiistiir. Bu
sonuglar diger parametrelerde edilen verilerde yesil cayin siyah caya olan istiinligii
bakimindan ¢eligkili gériinmektedir. Ancak daha 6nce yesil ve siyah ¢ay iizerinde yapilan
arastirmalar bu durumu aciklayici niteliktedir.

Mevcut calismada yesil ve siyah ¢ay ile bunlarin atiklarinin lenfositlerde olast DNA
hasarma karsi etkisi incelendi. Hiicreler ilk olarak 6ziitler ile muamele edildi, oziitlere ait
ortamin uzaklastirilmasi ve hiicrelerin PBS ile yikanmasinin ardindan hiicrelere genotoksik
ajan  H,Oilave edildi. Oziitlerin, dolayisiyla polifenolik bilesiklerin hiicrelerle
preinkiibasyonu hiicreleri korumada ve oksidatif DNA hasarin1 6nlemede etkili olmustur.
Bu durum; fenolik bilesiklerin hiicre zariayapisabilecegini ve bu bilesiklerin hiicre yiizeyi
tizerinde kalarak da benzer sekilde etki edebilecegini gostermektedir. Bu bilgiler, Yoshida

ve arkadaslarmin theaflavinlerin hiicre zar yapisina benzeyen LDL partikiilleriylen
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muamelesi sonrasi elde edilen antioksidan aktivite bulgulariyla uyumludur (Feng vd.,
2002).

Siyah caya nispeten yesil cay ve atiklarinda daha fazla miktarda bulunan EGKG’1n
oksidan DNA hasarma karst koruyuculugunun incelendigi c¢alismalarda EGKG basta
olmak {izere katesin ve gallil tiirevlerinin diisiik konsantrasyonlarda hasar1 Onledikleri
ancak yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan aktivite gosterdikleri belirtilmektedir.
Polifenollerin antioksidan/proksidan aktiviteleri geg¢is metallerini selatlama potansiyeli,
¢ozinirlikleri, doku ve hiicrelerdeki kararlilign ile iligkilidir (Feng vd., 2002).Bu
calismada 1 ve 10 uMkonsantrasyondakiyesil ¢ay, siyah g¢ay ve atiklarinin insan
lenfositlerinde H,0O, ile uyarilmis DNA hasar gostergesi olanComet skorunu etkili bir
sekilde azalttigin1 gostermistir. 25 uM ¢ay Oziitlerinde onemli derecede anti-DNA hasar
aktivitesi gozlenmezken, 50 pMkonsantrasyondaki 6ziitlerin DNA hasarin1 inhibe etmeye
yonelik bir etkisi olmadigi sonucuna varildi. Bir¢ok calismanin aksine 50 pM’mn pozitif
kontrole yakin Comet skorlarina sahip olmast ve 1 uM’in maksimum hasar onleyici etki
gostermesi Glei ve Pool-Zobel’in yaptiklari ¢alisma ile uyumluluk gostermektedir. Glei ve
Pool-Zobel diisiik konsantrasyonlardaki EGKG’in (2-20-40-60-80 ve 100 uM) insan
periferal lenfosit hiicrelerine yonelik antigenotoksik etkilerini incelemis; maksimum DNA
hasarinin 60 uM’da olustugunu, 2 uM EGKG’m ise genotoksik ajan bleomycine karsi
koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir (Glei ve Pool-Zobel, 2006). Mevcut ¢alismada
maksimum hasar aktivitesinin gozlendigi ve diger ¢aligmalarla da desteklendigi 1 uM oziit
konsantrasyonundaki sonuclar, radikal temizleme aktivitesindeki sonuclar ile birebir uyum
gostermektedir. Yesil ve siyah cay i¢in elde edilen bu sonuglar yapilmis bir¢ok calisma ile
uyumluluk gostermektedir. Johnson ve Loo 10 uM EGKG’m Jurkat T-lenfositlerinde H,O;
ile uyarilmig DNA hasarin1 inhibe ettigini ancak 100 uM EGKG’1n tek bagsina hiicresel
DNA hasarina yol agtigin1 bildirmislerdir(Johnson ve Loo, 2000).Baska bir ¢alismada 200
uM EGKG’in insan lenfosit DNA’sinda H,0; tarafindan olusturulan oksidatif DNA
hasarini artirdigi, H,O, ve peroksinitrit iireticisi 3-morfolinosidonimin (SIN-1)’in Jurkat T-
lenfositlerinde indiiklenen DNA hasarin1 10 uM EGKG tarafindan inhibe edildigi, 100 uM
EGKG ile hasarin arttig1 ve yliksek konsantrasyonlarda EGKG’1n oksidan DNA hasarini
indiikledigi belirtilmistir (Sutherland, 2006). Ayrica Yen ve arkadaslar1 da karaciger
hiicrelerinde yesil cay, oolong cay ile siyah cay oziitleri ve bes farkli ¢ay polifenoliiniin
(EK, EKG, EGK, EGKG, THF) benzo[a]pyren ile uyarilmig DNA hasarina etkilerini

incelemis ve hasarin yesil cay ile oolong cay oziitiiniin 10 uM’lik konsantrasyonunda,
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siyah ¢ay Oziitliniin ise 25 uM’lik konsantrasyonlardahasari 6nemli oranda azaltilabildigini
bulmuslardir (Yen vd., 2004). EK ve EKG DNA hasar olusumuna yol agmazken EGK,
EGKG ve THF’lerin 100 uM’da DNA hasarina yol agtig1 gozlemlenmistir. EK ve EKG 1-
100 uM araliginda DNA hasarin1 6nlemis, EGK, EGKG ve THF’lerin ise ancak diisiik
konsantrasyonlarda(1-50 uM) koruyucu etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
EGK, EGKG ve THF’in yiiksek konsantrasyonlarinda siiperoksit iiretmesinden dolayi
hiicrelerdeki DNA hasar olusumuna neden oldugunu gdstermistir. Yen ve arkadaslarinin
ulastig1 bu verilermevcut ¢alismada SC ve atiginda yiiksek oranda bulunan TF’lerin ve
yesil cay ile atiklarinda fazla miktarda bulunan EGKG’1n diisiik konsantrasyonlarda etkili
olmasinin, 50 pM’a yakinlasildiginda ise bu etkinin TF’lerden dolay1 siyah c¢ayda,
EGKG’dan dolay1 da yesil ¢ay ve atiklarinda DNA hasar1 inhibisyon kapasitesindeki
azalmay1 agiklayici niteliktedir. Yesil ¢ayda en fazla miktarda bulunan EGKG’1n diisiik
dozlar1 saglikli insan lenfositlerinde mutajenler ile indiiklenen DNA sarmal kiriklarini
onlerken, yiiksek dozlarda kiriklart artirdiginmi bildirilmistir (Kanadzu vd., 2005). Ancak
baska bir ¢alismada EGKG ile preinkiibe edilen Cin hamster V-79 hiicrelerinin H,0,
genotoksik ajani tarafindan olusturulan hasari azalttigin1 bulmuslardir. Farkli dozlarda (25-
50-75-100 uM)EGKG’1in Comet kuyruk uzunlugunu azalttigi ve bu etkinin 100 pM’da
maksimum oldugunu ileri siirmiisler, EGKG’1n normal hiicreleri genotoksik ajanlara karsi
korumanin yani sira apoptoz indiiksiyonu yoluyla kanser hiicrelerini ortadan kaldirdigini
ifade etmislerdir (Roy vd., 2003).

Feng ve arkadaslari siyah ¢ayda bol miktarda bulunan theaflavinlerin oksidatif stres
ve DNA hasarina yonelik etkilerini incelemis; H,O, ve tert butil hidroperoksitin (tBuOOH)
neden olduguoksidatif DNA hasarina TF’lerin etkisini 8-OHdG miktar dl¢iimii ve Comet
yontemi ile gozlemlemislerdir. Rat karaciger epitel hiicreleri RL-34 hattinin kullanildig1 bu
calismada TF’nin bu hasar ajanlarina karsi inhibitor etkisi belirlenmistir. 50 uM TF’nin
tBUOOH’in neden oldugu hasar gostergesi olan kuyruk uzunlugunu biiyiikk oOlcilide
azalttigin1 gozlemislerdir (Feng vd., 2002).

Caym koruyucu etkilerine yonelik in vivo ¢alismalar da mevcuttur. Rietveld ve
Wiseman sigara icen ve i¢meyen kisilerin lokositlerinde oksidatif DNA hasarina karsi
siyah cay ve yesil cay tliketiminin potansiyel antioksidan etkilerini incelemisler ve giinde
1-6 bardak cay, Ozellikle siyah cay tliketiminin oksidatif DNA hasarim1 azalttigini
bildirmislerdir (Rietveld ve Wiseman, 2012).Buna benzer bir ¢alismay1 Klaunig yapmis ve

giinde 2.4 g siyah cay tiiketiminin sigara igen ve icmeyenlerin 16kositlerinde DNA zincir
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kiriklarin1 6nemli oranda azalttigin1 gozlemlemistir (Klaunig vd., 2001). Oksidatif DNA
hasar1 biyogostergesi olan 8-OHdG’nin dokularda veya idrarda HPLC-ECD ile 6l¢iilmesi
ile mevcut oksidatif stresin belirlendigi ¢alismada Hakim ve arkadaslar1 4 ay boyunca
diizenli olarak kafeinden arindirilmis 4 bardak yesil ve siyah cay tliketiminin sigara
kullanan bireylerde idrar 8-OHdG miktarlarina yonelik etkilerini incelemislerdir. Bu
arastirmanin sonucunda yesil cay tiikketen bireylerde 8-OHdG miktarinin % 31 azaldigim
ancak siyah c¢ayin higbir degisiklige yol agmadigi sonucuna varmuslardir (Hakim vd.,
2003). Tiiketime bagli olarak cayin DNA hasarimi koruyucu etkisinin ancak diisiik
miktarlarda, calismalarda belirtilen degerlerde etkili oldugu goriilmektedir.

Cay polifenolleri antioksidan olarak bilinmesine ragmen, yapilan son ¢alismalarda
cay polifenollerinin hiicre kiiltlirii ortaminda H,O; iiretebildigi bildirilmistir. Siyah ¢ayda
yiiksek oranda bulunan theaflavinlerin de H,O; iirettigi ve ¢esitli hiicrelerin apoptozisini
indiikledigi bilinmektedir (Roy vd., 2003). Ayrica yesil ¢ayda EGKG basta olmak {izere
katesinlerin yiiksek konsantrasyonlarda hasar1 onlemekten ziyade hasar1 indiikledigi
bildirilmistir. Tim bunlar g6z Oniinde bulundurularak bu ¢alismada H,0,
tarafindanlenfositlerde olusturulan oksidatif DNA hasarina yesil ¢ay ve siyah cay ile
atiklarinin olas1 koruyucu etkileri 1-50 pM konsantrasyon araliginda incelenmistir.
Oziitlerin 1 pM ve 10 pMkonsantrasyonlarda oksidatif DNA hasarmi azalttigi ancak
ortadan kaldirmadigr bulunmustur. 25 pMkonsantrasyona sahip Oziitler DNA hasarini
onemli derecede azaltmamasina ragmen prooksidan etki de gostermemistir. 50 uM’da ise
DNA sarmal kiriklaria kars1 koruyucu bir etki gdzlenmemistir.

Serbest radikal temizleme ve Anti-DNA hasar aktivitesine paralel sekilde yesil ¢ay
ve onun yaprak atigina ait antioksidan etkinin piyasada daha cok tiikketim yogunluguna
sahip olan siyah ¢ay kadar hatta ¢alisilan bazi1 konsantrasyonlarda daha fazla koruyucu
oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar ¢ay atiklarinin 6zellikle yesil ¢ay atiginin hiicresel
sistemlerde benzer biyoyararli etkiye yol agtigindan islenerek tiiketilen iirtin haline
getirilmesi, bolgemizde atil halde duran bu atiklarin ekonomik deger haline
getirebilecegini gostermektedir. Boylelikle, sinirli ekonomik girdiye sahip mevcut yore
icin 6nemli bir ekonomik deger olabilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmaya

benzer arastirma olmamasinin mevcut bulgularin 6nemini artirdig: sdylenebilir.
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Calisma sonucunda agagidaki veriler elde edilmistir:

Toplam polifenol miktarinin numuneler aras1 degerlendirmesi sonucunda en fazla
polifenol miktarinin yesil ¢ayda, en az ise siyah cay lif atiginda oldugu
gorilmiistiir.

. Yesil cay ve atiklarinin yiiksek radikal toplama aktivitesine sahip oldugu ancak
siyah c¢ay ve siyah cay lif atiginin daha az radikal temizleme potansiyeline sahip
oldugu tespit edilmistir.

Calismada kullanilan lenfositlerde hiicrelerin canlilik oranim1 diisiirmeden
maksimum DNA hasar1 olusturacak H,Ojkonsantrasyonu 200 uM, bu
konsantrasyondaki H,O; ile uygun muamele siiresi 5 dakika olarak bulunmustur.
Calisilan  lenfosit hiicrelerinde H;Ookaynakli DNA hasari1  engelleyen
konsantrasyon miktarlar1 1 pM ve 10 uM olarak bulunmustur. 1 pM’da yesil cay en
etkili aktiviteye sahip iken yesil cay atiklari, siyah ¢ay ve siyah ¢ay lif atig1 benzer
etki géstermis tiim numuneler pozitif kontrole gore anlamli bir fark (p<0.05)
olusturmustur.

10 uM konsantrasyonda yesil ¢ay ve atiklar1 benzer etki gostermis, siyah cayve
atigina gore anlamli bir fark olusturmustur (p<0.05).

25 uM’da tiim numuneler benzer etki gdstermis ve pozitif kontrole gore anlamli bir
farklilik gozlenmistir. Konsantrasyonun artmasi ile birlikte oziitler dikkate deger
antioksidan etki gosterememis ve hasardaki azalma orani diismiistiir.

50 uM konsantrasyonda oziitler arasinda negatif kontrole gore anlamli bir farklilik
gorilmiis ancak pozitif kontrole gore bir farklilik gozlenmemistir. Calismanin en
yiiksek konsantrasyonu olan 50 uM higbir koruyucu etki géstermemis ancak ilave
oksidan bir etkiyle hasarida artirmamaistir.

Oziitlere ait ICsp degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriillemezken,
en diisiik ICsp degeri YC ve SC’da gozlemlenirken antioksidan etkinin en az oldugu
dolayisiyla ICsg degerinin en yiiksek oldugu 6ziitiin SCLA oldugu tespit edilmistir.
Bu verilerin Anti-DNA hasar kinetiginin incelenmesi Comet skor ¢alismalart ve

DPPH radikal temizleme aktivitesi ile de uyumlu oldugu gézlenmistir.
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5. ONERILER

1. Deneysel hayvan calismalari ile ¢ay ve atiklarinin ayni etkileri in vivo kosullarda
incelenip mevcut bulgularin dogrulugu daha saglikli sekilde tartisilabilir.

2. Oziitlerdeki polifenolik bilesiklerin ne kadarinin hiicre tarafindan etkili bir sekilde
absorbe edilebildigi in vivo kosullarda arastirilabilir.

3. Anti-DNA hasar aktivitesinin maksimum olacagr o6ziit konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla daha genis bir konsantrasyon skalasinda calismalar
artirilabilir.

4. Oziitlerin hasar1 azaltamadigi konsantrasyonlarda meydana gelen etkilesimi
aydinlatabilmek amaciyla oziitlerin genotoksik ajana maruz birakilmaksizin tek
basina DNAya etkileri incelenebilir.

5. Calisma HPLC/LC/MS-GC/MS kullanilarak DNA hasar firiinlerindekidegisimin
kantitatif diizeyde belirlenmesimevcut sonuglara bir delil niteligi kazandirilabilir.

6. Cay ve atiklarinin desmutajen 6zelliginin ortaya konmasi igin, H,O, ile muamele
Oncesi 0zlite maruz birakilan grup ile negatif ve pozitif kontrol grubunda ortamdaki
metal iyonukonsantrasyonu Olgiilerek, c¢ay ve atiklarinin metal selatdrozellikleri

degerlendirilebilir.
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