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OZET

Yiksek Lisans Tezi

SIiLiBINIiN VE HELiXOR’UN DNA KORUYUCU VE TAMIR
POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Fiisun KILCIK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Dog. Dr. ibrahim Hakki CIGERCI

Bu ¢alismada, oksidatif stresten kaynaklanan DNA hasarma kars1 Silybum marianum’un
etken maddelerinden Silibinin’in (S) ve Viscum album’un ticari sekli olan Helixor’un
(H) koruyucu ve tamir edici etkisini belirlemek amag¢lanmistir. Bu amagla haploid
Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his 341 leu2 A0 metl5A0 ura3A0)
kullanildi. Kullanilan etken maddelerin koruyucu ve hasar tamir indiiksiyon etkileri
alkali tek hiicre jel elektroforezi (comet assay) yontemi kullanilarak belirlendi. Silibinin
ve Helixor, S. cerevisiae hiicrelerine 1pg/mL ve 10 pg/mL’lik konsantrasyonlarda
uygulandi. Sonuglarimiz hidrojen peroksit (H,O,) ile olusturulan DNA hasarma kars1
Silibinin ve Helixor’'un maya hiicrelerini korudugunu gdstermistir. Uygulama
sonucunda, her iki etken maddenin de 10 pg/mL’lik konsantrasyonda, hiicrede
koruyucu etki gosterdigi belirlendi. Silibinin 10 pg/mL’lik konsantrasyonunun DNA

tamir indiiksiyonunu artirdig1 bulundu.

2013, ix + 61 sayfa

Anahtar kalimeler: Oksidatif DNA hasari, comet assay, Saccharomyces cerevisiae,

Silibinin, Helixor



ABSTRACT

M.Sc Thesis
DETERMINATION OF DNA PROTECTION AND REPAIR POTENTIALS OF
SILIBININ AND HELIXOR

Fiisun KILCIK

University of Afyon Kocatepe
Institute of Science
Department of Biology
Supervisor: Dog. Dr. Ibrahim Hakki1 CIGERCI

In this study, It was aimed that determination of protective and reparative effects of
Helixor which is commercial version of Silibinin’s and Viscum albiim’s active
substances of Silybum marianum, against DNA damage occuring cause of oxidative
stress. For this purpose, haploid Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his 341
leu2 A0 met1540 ura340) was used. Protective and reparative induction effects of used
active substances detarmined by using alkaline single cell gel electrophoresis method.
Ipug/mL and 10 pg/mL concentrations were applied to Silibinin ve Helixor, S. cerevisiae
cells. Our results shows that, against to the DNA damage generated by H,O, Silibinin
and Helixor protect the ferment cells. As a result of the application, in both of active
sunstances’ 10 pg/mL concentrations determined that shows protective effect on cell. It
was found that 10 pug/mL concentration of Silibinin increases the DNA repaire

induction.

Key Words: Oksidatif DNA demage, comet assay, Saccharomyces cerevisiae,

Silibinin, Helixor

2013, ix + 61 pages
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1. GIRIS

Hiicreler, yasamsal faaliyetlerini siirdiirdiikleri ddnem boyunca siklikla strese maruz
kalirlar. Bu stresin temel hedeflerinden birisi de genomik DNA’dir. Genomik DNA’nin
biitlinligii; X-1smlar1, ultraviyole 1sinlari, kimyasal bilesikler gibi ¢esitli ekzojen ajanlar
tarafindan siirekli tehdit edilmektedir. Metabolik yan {iriin olarak ortaya ¢ikan serbest
radikaller gibi ¢esitli endojen ajanlar da DNA’da hasarlara neden olmaktadir. Bu
ekzojen ve endojen faktorlerin etkisiyle DNA iizerin de meydana gelen tiim bu

degisikliklere “DNA hasar1” ad1 verilir (de Boer and Hoeijmakers 2000).

Organizmada serbest radikallerin meydana gelme hizi ve bunlarin ortadan kaldirilma
hizi bir denge icerisindedir. Bu duruma “oksidatif denge” adi verilir. Serbest
radikallerin olusum hizindaki bir artis ya da ortadan kaldirilma hizindaki bir diisiis
oksidatif dengenin bozulmasina sebep olur. Bu dengenin bozulmasi olay1 oksidatif stres

olarak adlandirilir (Zhou et al. 2004).

Oksidatif stres, pek cok hastalik, yaslanma ve hiicre Oliimii ile iliskilidir. Serbest
radikallerin ortamdaki fazlaligi, hiicrelerin DNA’sma zarar veren ¢esitli kimyasal zincir
reaksiyonlarini baglatabilmekte ve kanser olusumunda etkili olabilmektedir (Halliwell

2002).

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek amaciyla, organizmalarda kisaca
antioksidanlar olarak adlandirilan c¢esitli antioksidan savunma mekanizmalari
gelismistir.  Antioksidanlar, serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi
durumundadirlar. Baglanan iki serbest radikali birlestirip, notralize edebilme yetenegine
sahip bir enzime tasiyana kadar radikalle stabil bir yapi olustururlar (Halliwell and

Guitteridge 2005).

Silybum marianum (deve dikeni), Avrupa’da ve Akdeniz iilkelerinde antik zamanlardan
beri kullanilmaktadir. 1. yiizyilda kullanimi kayithdwr ve “Silybum” adi da l.yy’da
ortaya cikmistr. O zamandan glniimiize kadar yillan 1siriginda, karaciger
hastaliklarinda, sitma atesine karsi, varislerde, menstruasyon sikayetlerinde, karaciger

tikanikliklarinda, dalak ve bobrek problemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu



bitki hakkindaki kapsamli arastirmalar ise son 30 yil igerisinde ortaya konulmustur

(Foster 1990).

Viscum album L. Avrupa’da 1926’dan beri kanser hastaliklarmnin tedavisinde yardimci
olarak kullanilmaktadir. Bu konuda pek cok c¢alisma yapilmistir. Ancak antitiimor
mekanizmasinin 6zellikleri net bicimde ortaya konulamamistir (Bussing et al. 1994).
Okse otu eksraktlarmn, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve nétrofillerin sayisin1 ve aktivitesini
artrrarak fagositozu aktif hale getirdigi ve immiin sistemi uyardig1 saptanmais, tedaviyle
tekrar yapilanmis olan immiin sistemin hasta i¢in ciddi yarar sagladigi bildirilmistir

(Bussing ef al. 1994).

DNA hasar1 belirleme yontemlerinden biri olan comet yontemi, maya hiicrelerinde de
basariyla kullanilmaktadir. Bu yOntemin Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde
kullanilmas1 ¢ogu avantaji beraberinde getirir. S. cerevisiae’ nin gerek hizli iireyip
gelismesi, gerekse kolay kiiltiire edilebilmesi, bu organizmanin tercih edilme
sebeplerindendir. Yiiksek Okaryotlar ile mayalar arasinda transkripsiyon, translasyon,
replikasyon ve DNA onarim mekanizmalar1 bakimindan benzerlikler mevcuttur (Silva

et al. 2005).

Bu calismada fitoterapide yaygin olarak kullanilan Silybum marianum ve Viscum album
L. bitkilerinin, ticari etken maddelerine ait farkli konsantrasyonlarin, hidrojen peroksit
ile indiiklenmis Saccharomyces cerevisiae’ de, oksidatif DNA hasarma karsi1 koruyucu

ve tamir edici 6zelliginin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. DNA Hasan

Bir organizmanin DNA’smin kararliligi ve saglamlii, o organizmanmn varligini
stirdiirebilmesi i¢in temel sarttir. Fakat DNA icin en uygun ortam kosullar1 saglansa
bile, DNA ekzojen ve endojen genotoksik ajanlar tarafindan siirekli olarak hasara
ugratilir.( Boiteux and Guillet 2004). Genotoksik ajanlar, genetik materyalde hasara
neden olmaktadirlar. Bu ajanlar metilleyici ve alkilleyici gibi basit yapili bilesiklerden,
kompleks yapili hasar ajanlarina kadar pek ¢ok yapisal cesitlilik gosterirler (Guo et al.
1997). DNA’ da meydana gelen hasarlarin sonuglari normalde olumsuzdur ve DNA baz
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklar1 ve apurinik/apirimidinik (AP) lezyonlarin
olusumu gibi ¢esitli tipteki DNA lezyonlariyla sonuglanir. Ayrica DNA hasarlarinin pek
cogu mutasyonlar, erken yaslanma ve hatta hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Nash et al.

1996, Salmon et al. 2004, Milgrom et al. 2007).

Cesitli tipteki DNA hasarlar1 arasinda, AP bolgeleri en sik goriilen hasar tipleridir.
(Boiteux and Guillet 2004). Yapilan bir caligma gostermektedir ki normal insan
karaciger hiicreleri genom basina yaklasik 50.000 AP bolgesi ile kararli bir denge
halinde bulunabilmektedir. (Nakamura and Swenberg 1999). AP bdlgelerinin bol
olmasma ek olarak, DNA replikasyonunu ve trankripsiyonunu bloke ederek genetik
bilgiye kars1 esas tehlikeyi olustururlar (Friedberg 2003). AP bélgeleri N-glikozidik
bagin kendiliginden hidrolizi ile ya da DNA’da hasarli bolgelerin N-glikozilaz enzimi
tarafindan kaldirilmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Dahasi, tek iplik
kirikliklar1 (SSBs) ve 3'-5' sonlanmalarmin meydana gelmesiyle DNA {iizerinde N-
glikozilaz /liyaz ya da AP endoniikleaz enzimleri tarafindan AP boélgelerinin
uzaklastirilmasi sonucunda bu bolgelerin DNA polimeraz veya DNA ligazlar tarafindan

substrat olarak kullanilamaz hale gelmesine sebep olmaktadir (Krokan ef al. 1997).

Insersiyon/delesyonlar; deaminasyon ve metilasyon gibi kimyasal degisiklikler; yanlis
eslesmeler,  depiirinasyon/depiriminasyon  (10.000/hiicre/giin)  gibi  kimyasal
degisiklikler; baz kayiplar1 ve oksidatif hasar (100.000/hiicre/giin) olarak



belirtilmektedir. Onarim yapilmadig1 takdirde somatik mutasyonlar goriiliir (Altuntas

2007).

Mutajenlerin pek ¢ogu iki baz ¢ifti arasindaki bosluga yerlesir. Bu olaya interkalasyon
denir. Interkalatdrlerin cogu diizlemsel ve aromatik molekiillerdir. Etidyum bromiir,
daunomisin ve doksorubisin bunlara 6rnek olarak verilebilir. (Ferguson and Denny
1991). Iki baz ¢ifti arasma bir interkalatdriin girebilmesi i¢in bunlarin arasmm agilmast,
bu agilmanin olabilmesi i¢cin ise DNA sarmalinin normalin aksi yonde gevsemesi
gerekir. Bu olaylar meydana geldiginde DNA eslesmesi ve transkripsiyon engellenir,
mutasyonlar ve zehirlenmeler meydana gelir. Bu ylizden DNA interkalatorlerinin pek
cogu kanserojendir. Benzopiren diol epoksit, akridin tlirevleri aflatoksin ve etidyum
bromiir bu maddenin iyi bilinen 6rneklerindendir (Jeffrey 1985). Biitiin bu 6zelliklerine
karsm, bu toksinler DNA transkripsiyonuna engel olduklar1 i¢in hizla biiyiiyen kanser

hiicrelerini engellemek amaciyla kemoterapi de kullanilirlar (Brafia 2001).

Hiicreler UV 1smina maruz kaldiginda DNA hasar1 iki sekilde ortaya ¢ikabilmektedir.
UV 1sm1 HyO5’e etki ederek 'OH radikalini meydana getirebilir ya da dogrudan dogruya
pirimidinlerin kovalent ¢apraz baglanmasina ve pirimidin dimerlerinin olusumuna sebep
olabilir. Serbest radikaller DNA’ya etki eder. Ayrica iyonize radyasyonun suyun
hemolizine neden olarak, OH radikallerini olusturdugu ve bu yolla mutajenik ve
karsinojenik etki gosterdigi bilinmektedir. Iyonize radrasyonun suyun hemolizine neden
olarak , ‘OH radikallerini meydana getirdigi ve bu yolla mutajenik ve karsinojenik etki

gosterdigi bilinmektedir (Dizdaroglu 1991).

DNA iizerinde meydana gelen olumsuz degisiklikler kendisinden sonra gelen nesillere
aktarilan genetik bilgi lizerinde de degisiklik gdsterebilir. Canlinin iginde bulundugu
ortamda meydana gelen olumsuzluklar, canlilara ait olan DNA molekiillerinde hasara,
meydana gelen hasarlar tamir edilemedigi takdirde ise kontrollii hiicre dliimlerine veya

kansere kadar gidebilen ¢esitli hastaliklara neden olabilmektedir (Couladis ez al. 2003).

DNA f{izerinde olusan hasarlar her zaman kanserle sonuclanmaz. Diislik diizeylerde

meydana gelen hasarlar etkili bir sekilde tamir mekanizmalar1 ile onarilirken, yiiksek



diizeyde olusan oksidatif hasarlar ise hiicre Oliimiine neden olurlar. Orta diizeyde
meydana gelen hasarlar ise maligniteye yol agma ihtimali olduk¢a yiiksektir (Floyd

1990).

2.2. DNA Tamir Mekanizmalari

Genom, DNA hasarma neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar kaynaklar1
ekzojen veya endojen olabilir. Canli organizmalar, genetik materyallerini bu etkenlerin
olusturdugu hasarlara kars1 korumak amaciyla DNA onarim mekanizmalarina
sahiptirler. Hiicre, DNA hasarlarina kars1 farkli metabolik yollar ile cevap verir. DNA
hasar1 ve onarim mekanizmalarindaki bozukluklar ile kanser, yaslanma ve bircok
genetik hastalik arasinda nedensel bir iligkinin varli§1 bircok deneysel ve
epidemiyolojik veri ile gosterilmistir. DNA onarim mekanizmasi, genomik kararliligin
korunmas1 ve hiicrenin yasamini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan molekiiler biyolojik

mekanizmalardan birisidir (Onur ef al. 2009).

DNA tamir sisteminde 100’ den fazla gen rol oynamaktadir. Bu genlerin kodladig:
proteinler DNA tamir mekanizmalarinda gorev alirlar (Zhang et a/.2009). DNA tamir
genleri iki alt grupta incelenir: (Tu ef al.1996, William and Michael 2002, Griffiths et
al. 2005).

1) DNA onarmminda sinyal iletimi ve onarmmin diizenlenmesiyle ilgili olan genler,

2) Baz ve niikleotid ¢ikarma onarimi ve hatali eslesme onarmma ile ilgili genler

Bu genlerin yer aldig1 tamir mekanizmalar1 baslica bes ana grupta incelenebilir:

1) Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi
a) Fotoreaktivasyon
b) O-6-metilguanin tamiri

¢) Basit tek zincir kiriklarmin ligasyonu



2) Kesip ¢ikarma tamiri (Eksizyon)

a) Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)
b) Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)

¢) Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri (MER)

3) Rekombinasyonal Tamir

4) SOS Tamiri

5) DNA Cift Zincir Kiriklarimin Tamiri

a) Serbest Uclarin Homolog Olmayan Baglanmasi1 (NHEJ)
b) Homolog Rekombinasyon (HR)

2.2.1. Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi

a) Fotoreaktivasyon

Termodinamik ve kinetik nedenlerden dolayr DNA’da meydana gelen hasarin geri
dondiiriilmesi miimkiin degildir. Bu gibi bazi durumlarda enzim aracilig1 sayesinde
(Fotoliyaz ve 0O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz) gercgeklestirilen tek basamakli
reaksiyonlar hasarin onarilmasmna yardimci olur. Siklobiitan pirimidin dimerlerinin
(CPDs), fotoliyaz enzimi tarafindan ayrilmasiyla hasar giderilir. Bu reaksiyona
fotoreaktivasyon adi verilir. CPD fotoliyazlar mantarlarda, bitkilerde, bakterilerde ve
cogu omurgalilarda bulunur. Fakat plesantali memelilerde bulunmaz (Geoffrey and

Robert 2006).

b) O-6-metilguanin tamiri

O-6-metilguanin, alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yliksek oranda mutajeniktir. O-

6-metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis metillenen bazlarin CH;



gruplarmi kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal guanin olusumunu saglar.
Bunu yaparken enzim de geri doniistimsiiz olarak baskilanmis olur ve islev dis1 kalir.

Bu onarimda enzimin 6zgiinliigii kadar sayis1 da 6dnem kazanmaktadir (Onur et a/.2009).

¢) Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu

Peroksidler ya da X 1smlar1 bir takim ajanlar DNA zincirleri iizerinde basit kiriklara
neden olabilmektedir. Olusan bu basit kiriklar DNA ligaz enzimi sayesinde hemen
onarilmaktadir. Enzim, enerji gerektiren bir reaksiyon ile 3'OH grubu ile 5'fosfat grubu
arasindaki bagmi olusturarak onarimi gerceklestirirler (William and Michael 2002,

Geoffrey and Robert 2006).

2.2.2. Kesip ¢ikarma onarimi (Eksizyon)

Bu onarmm tiim prokaryot ve dkaryot organizmalarda bulunan ¢ok 6nemli bir onarim
sistemi olup 3 temel basamak igerir. Eksizyon onarim mekanizmasinda DNA’daki
hasarli bazin oligoniikleotid parcalar1 ¢ikartilip bu bolgenin dogru bazlarla doldurulmasi

ve olusan ¢entigin ligasyonla kapatilmasi ana prensiptir (Kulaksiz ve Sancar 2007).

1) Hata veya hasar taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz tarafindan kesilip ¢ikartilir.
2) DNA polimeraz olusan bosluklar1 doldurur.

3) DNA ligaz son bagi kurar ve bosluk tamamen kapanir (Slupphaug et al. 2003, Zhang
et al. 2009).

a) Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)

DNA’da olusan hasarin dogrudan geri dondiiriilmesinde, bazlarda olusan her kimyasal
degisiklik kendine has bir tamir mekanizmasi1 gerektirir. Ancak, hiicreler bircok
kimyasal hasar tipini diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasina gerek duyarlar. Bu
olay eksizyon onarimidir. Hasarli olan ve yanlis yerlestirilen bazlar1 uzaklastirmak icin

kullanilan tamir mekanizmasina eksizyon denir. Her bir yanlis baz tipine has bir ¢ok



yolak vardwr. Bunlar ikinci ve lcilincii basamaklar ortak olmak {izere ii¢ adimdan

meydana gelir (Frosina ef al. 1996).

1. Yanlis bazin uygun olan bir DNA N-glikozilaz sayesinde uzaklastirilmasi ve bir AP
bolge olusmasi. AP bdlgeleri kendiliginden kaybolan veya glikozilaz etkisiyle
uzaklastirilan DNA boélgeleridir. Bir memeli hiicresi bir giin icerisinde 500 pirimidin ve

10000 piirin kaybeder.

2. Hasarli DNA’ya AP bolgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz tarafindan g¢entik

atilir ve de AP bolgesine komsu olan bir 3'-OH olusturulur.

3. AP bolgesi kesilerek ¢ikarilip (excision) uzaklastirilir. DNA polimeraz tarafindan 3'-

OH ucu uzatilir.

DNA N-gikozilazlar bunlardan farkli olarak AP ligaz aktivitesine de sahiptirler. Bu
sayede AP bolgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasini keserler. Bir sonraki adimda AP
endoniikleazlar1 5' fosfodiester bagini hidroliz ederler. Bdylece uygun niikleotidin yer
almas1 i¢in abazik deoksiribozu uzaklastirirlar. Son olarak ise DNA polimeraz
(polimeraz-B) tarafindan dogru niikleotidin yerlestirilmesi ve zincirin ligasyonu ile

onarim tamamlanir (Frosina ef al. 1996).

b) Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)

Mikoplazmalardan memelilere kadar olan bir yelpazedeki organizmalar tarafindan
kullanilan, DNA bazlar1 iizerinde biiyiik eklentiler olusturup pek cok cesit hasari
tantyabilen bir tamir mekanizmasidir (Amundson et al. 2002). NER mekanizmasi sdyle
islemektedir:

1. Hasarm taninmas1

2. Protein kompleksinin hasarli olan bdlgeye baglanmasi

3. ~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragment i¢inde birakacak sekilde lezyonun her iki
tarafindan hasarli olan zincirin kesilmesi (incision)

4. Degradasyon ( hasar1 igeren oligoniikleotidin uzaklastirilmast)



5. DNA sarmali lizerende olusan boslugun DNA polimeraz tarafindan doldurulmasi
(polimerizasyon)

6. Ligasyon

Yeterince islev gérmemesi halinde yaslanma, kanser olusumu, cesitli kalitsal ve
norodejeneratif bozukluklar ile sonuclanir. Kalitsal sendromlart ( Xeroderma
pigmentosum/XP, Cockayne syndrome/CS, Trichothiodystrophy/TTD) olan bireylerde
NER mekanizmasinda bozukluklar belirlenmistir (Bohr 1995, Norbury and Hickson
2001).

¢) Mismatch (yanhs eslesme) eksizyon tamiri (MER)

Yanlis eslesme tamiri normal sekilde eslesmesi gereken bazlarin hatali eslesmesinden
kaynaklanan, DNA replikasyonu swrasinda meydana gelen ve cift sarmalda anormal
boyutlara neden olan hatalar1 diizeltir. E. coli’ yi ornek aldigimizda, 7 proteinden
meydana gelen bir sistem tarafindan hatali eslesmenin belirlendigini goriiriiz. Bu
proteinler mutL, mutS, mutH, uvrD, ekzoniikleaz I, SSB ve DNA polimeraz III” tiir. E.
coli DNA’smna bakilirsa, (5")GATC dizisindeki adeninlerin 6zel bir metilaz olan “Dam
Metilaz” tarafindan metillendigi belirlenir. Replikasyon sirasinda kalip zincir
metilenmis olmasina ragmen yeni sentezlenen zircir birka¢ dakikalik gecikme ile
metillenir. Bu zaman zarfinda mutS, yeni zincirde hatali eslesen bazlar1 belirler.
Swrastyla mutL, ve mutH bir kompleks olusturmak i¢in sisteme katilirlar, DNA boyunca
cift yonlii olarak metillenmemis bir GATC bulununcaya kadar hareket ederler. MutH’
deki endoniikleaz fonksiyonu metil grubunun karsisindaki metillenmemis zincire bir
centik atmak i¢in aktive olur. Metillenmemis zincir, SSB, endoniikleaz 1 ve uvrD
helikaz’in birlikte hareketi sayesinde uzaklastirilir. DNA polimeraz III dogru DNA
zincirini yeniden olusturur ve ligasyon ile tamir sona erer. GATC bolgesi ile hatali olan
eslesmenin arasindaki uzaklik en fazla 1000 baz cifti olabilir. Bu yiizden yanlis eslesme

tamiri etkili bir tamir mekanizmasi degildir.

Okaryotlar, E. coli’ de bulunan mut proteinlerine homolog olan proteinlere sahiptirler.

Fakat yeni sentezlenen zinciri ayirmak icin E. coli’ye 6zgli metilasyon islemi yerine



kullanilan mekanizma heniiz tam olarak anlasilmamistir. Yanlis eslesme tamir
mekanizmasi genlerinde mutasyon olan bireylerin kalitsal nonpolipozal kolon kanserine
(HNPCC) yatkin olduklar1 tespit edilmistir (Schofield and Hsieh 2003, Stojic et al.
2004).

2.2.3 Rekombinasyonal Tamir

DNA’larin zarar gormiis parcasinin degistirilmesinde kalip olarak kullanilacak
tamamlayici ipligin bulunmadigi durumda kullanilan ve replikasyondan sonra aktif olan
bir onarim mekanizmasidir. Timin dimeri gibi bir lezyonu iceren DNA replike olurken
DNA polimeraz once lezyonda duraklar ve yeni sentezlenen zincir boyunca bir bosluk
birakarak lezyonun {lizerinden atlar. Bu bosluga bir yanit olarak RecA proteini
rekombinasyonel bir degis-tokus islemi ile baslangicta hasarsiz komplementer dizide
bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu tamamlar. Bu islem "verici" zincirde bir

bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra doldurulur.

2.2.4. SOS Tamiri

DNA hasarmim yiliksek oranda oldugu ve diger onarim mekanizmalarinin basarili
olamadig1 durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. Hiicrelerde ¢ok ciddi DNA
zararlarma kars1 acil yanit olarak DNA onarim enzimlerinin sayisinin artmasidir. DNA
sentezi sirasinda, bir lezyonun {izerinden atlamak yerine, sistem, DNA polimerazin
lezyon karsisindanda replikasyonu devam ettirmesini saglar. Fakat replikasyonun
dogrulugundan fedakarlik edilir. Bu nedenle hataya meyilli sistem de denir (William

and Michael 2002, Geoffrey ef al. 2006).

2.2.5. DNA Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

DNA ¢ift kiriklarinin kaynaklar1 arasinda topoizomeraz inhibitorleri (etoposid,
adriamisin) deiyonize radyasyon ve V(D)J rekombinasyonu sayilabilir. DNA c¢ift zincir

kiriklari, DNA hasarlarmmn en yikict seklidir. Bu kiriklar tamir edilmezse

kromozomlarin kirilmasina ve hiicre 6liimiine kadar varan sonuglar dogurabilir. Yanlis
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tamir edilmesi halinde ise kromozom translokasyonuna ve kansere sebep olur. DNA ¢ift

zincir kiriklari iki sekilde tamir edilir: (Haber 2000)

1. Serbest uclarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog and Joining)
(NHEJ)
2. Homolog rekombinasyon (HR)

1. Serbest uclarin homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog and

Joining) (NHEJ)

Ku 70-Ku 80 (DNA- bagimli protein kinaz katalitik subunit) kompleksleri DNA’nin
kirik olan uglarma baglanir. DNA bagimli protein kinaz aktive olarak diger proteinlerin
de hasar bolgesine gelmesini saglar. Bu protein komplekslerinin formasyonu DNA ligaz
IV-XRCC4 kirik uclarmna baglanmasina olanak saglar (Zhang et a/ 2009). Bu isleyis
homolog bir kromozomdan faydalanmaksizin DNA wuglarmin baglanmasinin
biyokimyasal bir yoludur. Ciinkii kirikk DNA ucglar1 baglanabilir bir durumda
olamayabilir ve bu yol bazen genetik bilgide kayiplara neden olur. Homolog olmayan
uc¢ baglanmasindaki hatalar iyonize radyasyon duyarlilifina ve immiin yetersizlige

neden olur (Delebeg ve Kantarc1 2006).

b) Homolog Rekombinasyon (HR)

DNA ¢ift zincir kiriklari, genetik bilgi korunarak, homolog DNA ile rekombinasyon
araciligr ile tamir edilir. Maya da bu yontem c¢ift zincir kirig1 tamirinde baskin olark

kullanilir. Insanda homolog olmayan u¢ baglanmasi ile esit dneme sahiptir (Haber

1999,2000).
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2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Bir serbest radikal, bir veya daha fazla sayida c¢iftlesmemis elektrona sahip olan ve
kendiliginden meydana gelebilen kimyasal tiirler olarak tanimlanirlar. Serbest radikaller
son derece kararsiz olan molekiillerdir. Siiperoksit (O2-7), hidroksil (-OH), peroksil
(ROOQO), alkoksil (RO-) ve nitrik oksiti (NO-) kapsayan oksijen merkezli serbest radikal
ornekleri ve singlet oksijen (‘0,), hidrojen peroksit (H,0,) ve hipoklorit (HOCI) gibi
radikal olmayan tiirler reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak kabul edilirler (Pietta 2000).
ROS’lar ya en az bir tane c¢iftlesmemis elektron iceren radikallerdir ya da
biyomolekiilleri oksitleme kabiliyetine sahip olabilen reaktif radikal olmayan
bilesiklerdir. Bu yiizden bu ara {iriinler ayrica oksidant ya da pro-oksidant olarak
isimlendirilirler (Halliwell and Gutteridge 1989, Sies 1991). ROS’lar normal fizyolojik
olaylar siiresince stirekli olarak olusturulurlar ve lipit peroksitlerin birikmesine sebep
olan membran lipitlerinin peroksidasyonunu kolaylikla baslatabilirler (Elmastas et al.

2006, Giilgin 2010).

Reaktif olan molekiiller kararli hale gecebilmek i¢in elektron ararlar ve diger
molekiillerden elektron kopararak kararli hale gelirler. Radikaller, yaslanma, dejeneratif
hastaliklar, genom instabilitesi ve kanser gibi pek c¢ok olusumda rol almaktadir

(Caporaso 2003).

Aerobik (oksijenli solunum yapan) organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve bu molekiillerin zararli etkilerine kars1 koyabilmek amaciyla
antioksidan savunma sistemleri bulunmaktadir. Ancak bazi durumlarda mevcut
antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin etkisini tamamen ortadan kaldiramaz.
Bunun sonucunda oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya cikar (Serafini and

Del Rio 2004).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak ortaya
cikarlar. Endojen etmenler organizmalarda normal olarak gergeklesen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 ile olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda stres,

virlisler, enfeksiyon, paraquat, alloksan gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma,
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pestisitler, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi olusturan fitokimyasal maddeler, sigara dumani,
solventler gibi ¢evresel faktorler, sisplatin, nitrofurantoin, bleomisin, ve adriamisin gibi
antineoplastik ajanlar, hiperbarik oksijen, trisiklik antideprasanlar, demir, bakir,
kadmiyum, nikel, krom, civa gibi metal iyonlari, asbest lifleri, mineral tozlar, ozon,
karbon monoksit, silika, aflatoksin B1 ve PCB (poliklorlubifenil)’ler 6rnek verilebilir
(Fraga et al. 1990, Halliwell 2000, Williams and Jeffrey 2000, Ates et al. 2004, Burgak
ve Andican 2004, Siomek et al. 2006).

Canli organizmada ortaya cikabilen radikallerin sayisi yiizlerle ifade edilse de, bu
radikaller arasinda siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroksil radikallerinin
ozel yerleri vardir. Hatta bu radikaller i¢cinde siiperoksit ve nitrik oksit temel radikaller
icerisinde bulunabilir. Ciinkii nitrik oksit ve siiperoksit enzimatik mekanizmalarla,
sireli ve onemli miktarlarda tretilen radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik
sistemlerde, bildigimiz diger tiim onemli radikaller ile radikal olmayan reaktif tiirlerin

olusumunu baslatabilecek niteliktedirler (Kiling ve Kiling 2002).

Cizelge 2.3.1. Sik Karsilagilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (Diindaroz vd. 2003).

Radikal Simge Tanimlama
Hidrojen H* Bilinen en basit radikal
Stiperoksit 0" Oksijen metabolizmasinin ilk ara {irtinii
Hidroksil OH’ En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
Hidrojen 1,0, Reaktivitesi ¢ok diislik, molekiiler hasar yetenegi
peroksit zayif
Singlet oksijen 03 Yarilanma omrii hizli, glicli oksidatif etkili
Perhidroksi HOW* Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
radikal artirr

Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
Peroksil radikal ROO"
lokalize olur

CCly metabolizmasi lriinii karacigerde tiretilen bir

radikal

Triklorometil CCL

Tiol radikali RS’ Silfirlii ve ciftlenmemis elektron igeren tiirlerin
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genel adi

Alkoksil . Organik peroksitlerin yikimi ile iretilen oksijen
RO metaboliti

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

Azot dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir.

Biyolojik sistemlerdeki en o©nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri ad1 da verilmektedir (Giilbahar 2007).
Reaktif oksijen tiirleri normal oksijen molekiiliiyle karsilastirildiginda, kimyasal

reaktivitesi daha yliksek olan formlardir (Nawar 1996).

Prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine bozulmasi sonucunda gelisen
oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar vermektedir. Giinde 103
kez oksidatif hasara maruz kaldigi O6ne siirilen DNA’nin yami sira, proteinler,
karbonhidratlar ve lipidler de oksidatif hasara ugramaktadirlar (Bur¢ak ve Andican

2004).

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlar1 engelleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidan adi verilir (Eliot
1999). Antioksidanlar, mekanizmalarma gore birincil ve ikincil antioksidanlar olmak
iizere iki kisma ayrilirlar. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek
bunlarin daha da zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikallerin olusumunu
engelleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan grubunda bulunan siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve katalaz gibi enzim sistemleri serbest
radikalleri yok etme kabiliyetindedir. Bu enzimler genel olarak serbest radikallerin
DNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirarak bir
hiicresel bolgeden diger bir hiicresel bdlgeye gecisini de engelleyebilmektedirler
(Diplock 1998). Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir
reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, {irik asit, bilirubin ve polifenoller ve
benzeri gibi olan bilesiklerdir (Ou ef al. 2002). Fakat bazi durumlarda mevcut
antioksidan savunma sistemleri serbest radikallerin etkisini tamamen ortadan

kaldiramaz. Ve oksidatif stres adi verilen durum ortaya ¢ikar (Serafini 2004).
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Serbest radikaller, hiicrelerde lipid, DNA, enzim, karbonhidrat ve protein gibi tiim
onemli organik molekiiller iizerinde etkilidirler. Serbest radikallerin etkilerine karsi en
hassas olan organik molekiiller lipidlerdir. Lipid peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimidir. Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu bi¢iminde ilerler ve oldukca zararhdir. Hiicre membranlarinda lipid serbest
radikalleri (L") ve lipid peroksit radikallerinin (LOO") meydana gelmesi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) sebep oldugu hiicre hasarmin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.
Serbest radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonu "enzimatik olmayan lipid

peroksidasyonu" olarak tanimlanir (Haber and Weiss 1984).

Lipid peroksidasyonuna ugrayan baslica yag asitleri, hiicre membranlarinda bulunan
coklu doymamis yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki
konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarmin ¢ikarilmasi ve bunun
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali 6zelligi kazanmasi ile baglar. Lipid
peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilmasi i¢in gecis
metalleri iyon katalizine ihtiya¢ duyulmaktadir. Plazma membrani ve subselliiler
organel lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarmin tamamiyla uyarilabilir. Bu
durum gecis metallerinin varliginda daha da artar. LOOH yikildiginda biiyiik ¢ogunlugu
biyolojik anlamda aktif olan aldehitler meydana gelir. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde
metabolize olurlar ya da baslangigtaki etki alanlarindan difiize olup hiicrenin diger

kisimlarina da mevcut olan hasar1 yayarlar.

U¢ veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda
malondialdehit (MDA) meydana gelir. MDA kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii olmamakla birlikte lipid
hidroperoksidasyonunun derecesiyle iyi bir korelasyon gosterir. Bu 