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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siliresince ve tez calismamda bana her tiirli
desteklerini esirgemeyen tez damismanim Dog¢. Dr. Kadir BATCIOGLU’ na,
laboratuar calismamda emegi gecen Ars. GoOr. Basri SATILMIS’ a, projemizi
destekleyen Indnii Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim
Birimine, tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere gelebilmemde c¢ok biiyiik emek sahibi olan, desteklerini hi¢bir
zaman esirgemeyen anneme, babama ve kardeslerime tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu vesileyle sevgisiyle hep yanimda olan sevgili esime en derin sevgi ve

silkranlarimi sunarim.
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OZET
Bu arastirmada, yiliksek antioksidan etkiye sahip oldugu bilinen sarimsagin
(Alllum Sativum) 3 farklh ekstratinda; katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin Olgiilmesi, membran hasarini
belirlemek iizere malondialdehit ve DNA hasarini belirlemek amaciyla 8-hidroksi-2’-

deoksiguanozin miktar1 6lgiilmiistiir.

3 farkli sarimsak preparati ile kontrol ve DMBA grubu olmak iizere toplam
50 rat tizerinde uygulama yapilmis olup, her bir rattan alinan karaciger 6rneklerinin
enzim aktiviteleri 6l¢iilmiis ve 8-hidroksi,2’deoksiguanozin ile DNA hasar1 ve MDA
miktar1 6l¢limii ile membran hasar1 belirlenmis ve her bir grubun istatistiksel analizi

yapilmistir.

Istatistiksel ~degerlendirmelerin  sonucunda, uygulanan tiim sarmmsak
preparatlarinin etkili oldugu ancak, bazi1 parametreler agisindan bekletilmis sarimsak

ekstrelerinin daha giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sarimsak, Antioksidan, Serbest Radikal, Oksidatif Hasar,

8-hidroksi,2’deoksiguanozin
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SUMMARY
In this study, three different extract of garlic, which have high antioxidant
effect, were used for the measurement of activity of antioxidant enzymes such as
catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase, for the measurement of
malondialdehyde and 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine to detect membrane and DNA

damage, respectively.

Totally fifty rats were used in three different garlic extract groups, control
and DMBA group. Liver tissue of rats was resected after garlic administration and

was used for the measurement of enzyme activities, membrane and DNA damage.

As a result of statistical evaluation, although all of the garlic extract has been
found effective but in terms of some parameters aged garlic extract has been

evaluated as more powerful antioxidant capacity than the other garlic extracts.

Keywords: Garlic, Antioxidant, Free radical, Oxidative damage,

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine
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1.GiRiS
Aerobik organizmalarda oksijen kullanimmm dogal sonucu olarak reaktif

oksijen tiirleri (ROT) meydana gelmektedir (1). Radikal yapisindaki bu molekiillerin
baslicalar1 peroksil radikali (ROO), nitrik oksit radikali (NO), siiperoksit anyon
radikali (O;7) ve peroksinitrit (ONOO) tir (2).

Yiksek reaktif 6zellikteki bu radikaller membranlar ve DNA gibi biyolojik
molekiillerle reaksiyona girerek oksidatif hasarlar olustururlar ve en sonunda hiicre

Oliimiine neden olurlar (3).

Sarimsak bir halk ilact olarak eski caglardan beri kullanilmaktadir. Bu
konudaki bilimsel arastirmalar ise ilk defa Pasteur tarafindan yapilmistir (4).
Sarimsak antioksidan, bakterisidal, antifugal, antikanserojen, hipolipidemik ve diger
pek cok etkiye sahiptir. Ozellikle son 10-15 yilda sarimsagm antioksidan,
antikanserojen Ozelliklerinin yani sira yaslanma ve oksidatif stresle iliskili pek ¢ok

patolojiyi dnleyici etkisi tizerinde durulmaktadir (5).

Sarimsagin bu etkilerinden sorumlu bileseni allicin adi verilen bir diallil
tiyostilfamat bilesigidir. Bu madde ezilmemis sarimsakta bulunmaz. Sarimsagin
ezilmesi, kesilmesi, ¢ignenmesi sonucunda agiga ¢ikan allilnaz enziminin dokuda

bulunan alliin’e etkisi ile olugsmaktadir (4).

Allicin, viicutta cesitli sebeplerden dolay1 acgiga cikabilecek olan serbest
radikalleri siipiirticti etki yaparak ve lipid peroksidasyonunda zincir reaksiyonlarini

kirarak antioksidan 6zellik gosterir.

Bu calismada sarimsagm 3 farkli formunun antikanserojen etkinliginin

karsilastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Serbest Radikaller

Reaktif oksijen tiirleri, atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis tek
elektron iceren ve bu nedenle son derece reaktif 6zellik tasiyan molekiillerdir (6,7).

Radikallerdeki eslenmemis elektron genellikle bir nokta ile temsil edilir (8).

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri
Stiperoksit radikali Oy-
Hidroksil radikali ‘OH
Peroksil radikali ROO-
Hidrojen peroksid H,0,
Singlet oksijen '0,
Nitrik oksid NO-
Peroksinitrit ONOO-
Hipoklorik asid HOCI1

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda ara tirlinler
olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Olusan radikallerin oksijenli

formlarina ise reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi1 verilmektedir (9)

Serbest radikallerin iiretildigi bir takim kaynaklar vardwr ve bunlarin en
onemlisi oksijenin suya kadar indirgendigi mitokondrilerdir. Bu sirada siiperoksit
(Oy-) ve hidroksil radikali (OH) gibi kisa 0miirlii molekiiller tiretilir. O,- ve ‘OH
radikallerinin her ikisi de en distaki yoriingelerinde paylasilmamis bir elektron igeren
yiliksek derecede reaktif oksidanlardir. H,O, de hiicrelere karsi toksik olup ‘OH

radikalini olusturmasiyla serbest radikal iiretimine neden olmaktadir. (10).

Serbest radikallerin biyolojik ve intraselliir kaynaklar1 vardir: Biyolojik
kaynaklari; aktive olmus fagositler, antineoplastik ajanlar, radyasyon, aligkanlik
yapan maddeler, cevresel ajanlar ve stres, inraselliiler kaynaklar ise; kiiclik

molekiillerin otooksidasyonu, enzimler ve proteinler, mitokondrial elektron transport



sistemleri, peroksizomlar, plazma membranlar1 ve oksidatif stres yapici durumlardir

(Or: travma, iskemi) (11)

2.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali

Canlilarda olusan ilk ve temel oksijen radikali sliperoksit anyon radikalidir
(Stiperoksit Anyon radikali, O,"). Baslica su mekanizmalarla tiretilmektedir:

a) Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siliperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavonlar, tiyoller,
ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik
ortamda oksitlenirken sliperoksit yapimina neden olurlar.

b) Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere, yiizlerce enzimin

katalitik etkisi sirasinda stiperoksit radikali bir yan iiriin olarak olusabilir (12).

Stiperoksit anyon radikali peroksite doniisebilir, protonlanabilir ve hidrojen
peroksit formu asagida sekilde gdsterilebilir (8).
0, +0, +2H" SOD H.0,+0, (1)
2.1.2. Hidrojen Peroksit
Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii

de iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) olusturur (13).

H,0, membranlardan gecebilen uzun omiirlii oksidandir. Kendisi bir serbest
radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri icine girer ve serbest radikal
biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Gegis metal iyonlar1 varhiginda daha da hizla
gerceklesen bir reaksiyonla siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal
olan hidroksil radikalini olusturur (14).

20, +2H" » H,0,+0, (2)




Stiperoksit anyon radikalinin lipid ¢6ziiniirliigli sinirli oldugu halde hidrojen
peroksidin lipid ¢Ozilintirliigli yliksektir. Bu nedenle hidrojen peroksit olustugu

yerden uzakta olan fakat Fe*" iceren membranlar da hasar olusturabilir. (15).

2.1.3. Hidroksil Radikali
Biyolojik ve kimyasal sistemlerde {iretilebilen hidroksil radikali ( ‘OH )
canlilarda iki mekanizma ile olusabilir:
a) Iyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiillerinin
iyonlagmasi gerceklesir:
enerji

2H,0 » H,O +e¢ +H0' )

»

Uyarilmis su molekiilii (H,O") homolitik yikim ile; H,O" bir su molekiilii ile
tepkimeye girerek baslica reaktif radikal olarak hidroksil radikallerini olustururlar.
Bu tepkimeler femtosaniye icinde gerceklesir ve {retilen 'OH, radyasyonun

canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica kimyasal tiirdiir (16).

b) Hidrojen peroksidin eksik indirgenmesi ile ‘-OH yapimi, viicutta bu radikalin
en Onemli kaynagidir. Hidrojen peroksitin iki elektron ile indirgenmesiyle su
olusurken, tek elektron ile indirgenmesi ‘OH yapimina neden olur, bu tiir indirgenme
Fe, Cu gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, siiperoksit gibi
indirgeyici bilesiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar

indirgendiginden hidrojen peroksit den ‘OH yapimi stirekli bir duruma gelir (10).

H,0, + Askorbat (veya Oy) —— OH + semidehidroaskorbat  (4)

Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusan
hidroksil radikalinin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Olustugu yerde biiyiik hasara sebep
olur. (14)

En reaktif ve toksik etkili radikal olan hidroksil radikali (OH) Haber-Weiss
tepkimesi ile olugsmaktadir. Metallerin varliginda ise ayni tepkime gecis metalleri

araciligiyla (Fenton tepkimesi) gerceklestirilmektedir (9).
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Sekil 2.1. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1

2.1.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal degildir.
Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi, radikal reaksiyonlarin
baslamasimna da sebep olur. Yarilanma Omrii kisadir. Singlet oksijen, oksijen
molekiiliiniin daha reaktif bir tiiri olup, molekiiler oksijenin enerji almasi ile olusur.
Delta ve sigma olmak {izere iki tipi vardir. Sigma formunun enerjisi ¢cok yliksektir ve
hizla delta formuna doniisiir. Singlet oksijenin uyarilmis elektronlarmin daha diisiik

enerji seviyesine inmesi, 151k yayilimima yol agar (17).

&% ®a . ¥ - .

0:0:44 $-0:0-4

& & oa @

Delta O, SigmaO,

Sekil 2.2. Singlet oksijenin Delta ve Sigma formlar1

2.1.5. Nitrik Oksit
Otokrin ve parakrin bir hiicresel ajan olan NO, normal fiyolojik kosullar ile

birgok patofizyolojik durumda homeostazin siirdiiriilmesinde 6nemli bir etkendir.



Memelilerde nitrik oksidin varligi ilk kez 1916 yilinda gosterilmis, 1985°de aktive
olmus makrofajlarlarin NO saldig1 bulunmustur.(18).

Bir serbest radikal olan NO bir¢ok biyolojik sistemde, siiperoksit gibi hiicre
ic1 icerikle reaktive olmasma bagl olarak kisa yarilanma omriine sahiptir. NO ve
siiperoksit arasindaki reaksiyon, oldukca sitotoksik olan peroksinitrit anyon
olusumuna yol acar (19). Asetilkolin, bradikinin, glutamat, adenozin difosfat (ADP)
gibi fizyolojik uyarilar endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentetazi (NOS)
aktiflestirirler. Kalsiyum- Kalmoduline bagimli olan bu enzim aktiflesince L-Arjinin
ve oksijenin reaksiyona girerek L-Sitrullin ve NO ‘e ddniisiinii saglar. NOS enzimini
yarismali inhibe eden L-Arginin anologlarinin bulunmasi ve c¢alismalarda
kullanilmas1 sayesinde NO’ nun biyolojik roliinii arastirmaya imkan bulunmustur. Bu
reaksiyon sonucu olusan NO damar diiz kas1 hiicrelerine difiize olur ve guanilat
siklaz enziminin hem grubuna baglanarak enzimi aktif hale getirir. Aktiflesen
guanilat siklaz enzimi guanozin trifosfat1 siklik guanozin monofosfata (cGMP)

dontistiiriir. cGMP ‘da kas gevsemesine neden olur (20).

2.1.6. Hipoklorik Asit

Canli sistemde giiclii oksidan kaynaklarmdan birisi de, hidrojen peroksit
tarafindan klorid iyonlarmin oksidasyonu yoluyla hipoklorik asit {iretimini
katalizleyen “Notrofilik miyeloperoksidaz” enzimidir. Bu reaksiyonun toksisitesi
savunma sisteminde bakterilerin Oldiiriilmesine katkida bulunur. Buna karsilik,
olusan hipoklorik asit ayni1 zamanda al-antiproteinaz’1 inaktive etmekte ve saglikli

insan dokusunu zarara ugratarak inflamasyona neden olmaktadir (21).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, hem direkt hem de dolayli olarak serbest radikal
reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir (22).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olmak {izere iki gruba
ayrilabildigi gibi serbest radikalin olusumunu onleyenler ve mevcut olani etkisiz hale

getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler (23).

2.2.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemi



2.2.1.1. Siiperoksid dismutaz (SOD)
Aerobik tiim hiicreler SOD igerirler. Hem sitozol hem de mitokondriler de
farkli izoformlarda bulunan bu enzim siiperoksit radikallerini dismute ederek,

hiicreleri siiperoksit radikalinin zararh etkilerinden korur (24).

Insanda siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu,Zn-SOD
sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn-
SOD mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir, siyanidle inhibe olmaz.
Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dwr. Fe-SOD ise

sadece prokaryotlarda bulunan SOD izoformudur (15).

Metalloprotein olan SOD  bir siiperoksid molekiilini molekiiler O,

molekiiliine yiikseltgeyip, diger stiperoksid molekiilinii H O, e indirger.

SOD

- - +
02 + O2 +2H —— » 02+ H202 (5)

Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon
formlarinin esit oranda bulundugu pH 4,8 de kendiliginden de meydana gelir. Ancak
fizyolojik sartlarda yani pH'nin 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas
olusmaktadir. SOD enzimi varhiginda pH 7.,4’te reaksiyon son derece hizh

gerceklesir (25).

2.2.1.2. Katalaz (CAT)
Katalaz, hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu, karakteristik bir
antioksidan enzimdir (26). Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks

reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalistlerinden birisidir (18).



CAT, tetramerik yapiya sahip molekiil agirlig1 240.000 olan aktif merkezinde
4 tane "ferrthem" iceren bir hemoproteindir. CAT somatik bir oksidan koruyucudur.
(27).

H,O,’nin  suya doOniisimiinii saglayan katalazin etkisi cogu dokuda

peroksizomlarla sinirhidir (28).

CAT

H,O,+ AH» > 2H,O+A (6)
CAT

H,O0,+ H,0, ———» 2H, 0+ 0, (7)

Enzim aktivitesi farkli dokularda degiskenlik gosterir. Karaciger, bobrekler
ve kirmizi kan hiicrelerinde daha yiliksek seviyede bulunur. Hepatositlerde
peroksizomlarda yliksek katalaz aktivitesi goriilmekle birlikle mikrozomlar ve

sitozolde de enzim aktivitesi goriilmektedir (29).

2.2.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx bol bulunan bir selenoproteindir ve major intraselliiller peroksit-
stiptiriicii fonksiyonlar1 olan bir enzimdir.GPx, yapisinda bir metal olan selenyumu
bulundurdugu i¢in metalloenzim grubunda degerlendirilir. Bu enzim, rediikte
glutatyonun okside glutatyona cevrildigi reaksiyonda hidrojen peroksidi ve diger
organik peroksitleri yliksek spesifite ile detoksifiye etmektedir (30).

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun yiiksek oranda rediikte edilmesinden
sorumlu kritik bir flavoproteindir (31). Flavin niikleotitlere bagimli bir enzim olan
GR, pentoz fosfat yolundan elde edilen NADPH varliginda, glutatyon disiilfiti tekrar
rediikte glutatyona (GSH) cevirir (32).

H,0, +2GSH ———>»  GSSG +2H,0 )



2GSH
NADP A ROOH veya H,0,
Glutatyon rediiktaz Glutatyon peroksidaz
Glukoz >
NADPH v ROH, H,0O

Glukoz 6- fosfat
dehidrogenaz GSSG
Sekil 2.3. Glutatyon peroksidaz ve Glutatyon rediiktaz

2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemi

2.2.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), hemen hemen her hiicrede sitozolde onciil aminoasitleri
olan sistein, glisin ve glutamattan sentezlenir. Glutatyon sentezi 2 enzim ile
gerceklesir. Gamaglutamil sistein sentetaz sentezin ilk basamagini katalizler. Ikinci
basamak ise glutatyon sentetaz ile gama glutamilsisteinilglisin (Glutatyon, GSH)

olusumudur (33).

Glutatyon rediikte halde (GSH) ve disiilfid/okside formda(GSSG) olmak
iizere iki sekilde bulunur.(GSH formu daha fazla halde bulunur) (7).

SH

|
O CH, 0 NH,

I I |
"00C — CH, - NH - C — CH - NH- C — CH; - CH,— CH - COO’

Sekil 2.4. Rediikte glutatyon (GSH)

Glutamat- Sistein- Glisin
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S
Glutamat- Sistein-Glisin

Sekil 2.5. Okside glutayon (GSSG)

Glutamat

Glutamilsistein senletaz
ATP

ADPE L —— |
¥ -Glu'la:rlt'nilsis-l-ein
Glisin— Hl

ATP o |

Glutatyon sentataz

="

ADP+P *

Indingenmis glutatyon

NADP T @esHY . WO,

Giutatyon redaktaz ¥ Glutatyon peroksidaz
QRN e el MEER
NADPH - Mo

L Oksithe nmis glutatyon
' (Glutatyon disOid)

1 ATP [
IsKEMI
ADP+P—"

)
Salgrlanma

Sekil 2.6. Glutatyon Sentezi ve dongiisii

Hiicre i¢i antioksidan sistemin en Onemli bileseni olan glutatyon (GSH),
indirgenmis durumdaki —SH gruplar1 aracilig1 ile hiicreyi serbest radikallere karsi
korur. Bu islem sirasinda oksitlenen GSH, glutatyon rediiktaz tarafindan rejenere

edilir (34).

Glutatyon;
a) Proteinlerin siilfidril gruplarini indirgenmis formda tutar.

b) Protein disiilfit rediiktaz enzimi, glutatyon ve proteinler arasindaki stlfidril

/disiilfit degisimlerini katalizler.
c¢) Hiicre membranindan aminoasit transportunu saglar.

d) Baz1 enzimatik reaksiyonlar i¢in kofaktordiir.
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e) Glutatyonun siilfidril grubu, oksijen transportu sirasinda olusan peroksitlerin

indirgenmesinde kullanilir.

f) Glutatyon, peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonda toksik potansiyeli olan

hidrojen peroksidin dekompozisyonuna katilir.

g) Enzimlerin ¢ok 6nemli gruplar1 olan -SH gruplarmin rediiklenmis durumda
kalmalarma yardim eden 6nemli bir intraseliiler rediiktordiir. GSH rediikleyici bir
ajan olarak etkili oldugundan -SH grubu okside olur ve glutatyonun diger bir

molekiilii ile asagidaki formiilde goriildiigii gibi bir disiilfit kopriisii olusturur (35).

GSH + GSH — G-S-S-G (10)

2.2.2.2. Diger Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

Bilirubin: Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (35).

E vitamini: Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol dialfa-
tokoferoldiir. Insanlarda E vitamini plazma ve eritrositlerde bulunan yagda eriyen ve
zincir kiran tek antioksidandir (35).

C Vitamini: Suda eriyen bir vitamin olan askorbat bir karbonhidrat tiirevidir.
Zincir kiran bir antioksidan olan askorbat E vitamininden daha yavas olarak peroksil
radikallerini ortadan kaldirabilir (36).

Sistein: Stiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (35).

Oksipiirinol: Allopiirinoliin metabolitidir, dogrudan hidroksil radikali ve
hipokloriti azaltic1 yonde etki eder (36).

Ebselen: Selenyumlu bir bilesiktir; GPx aktivitesini gili¢lendirir  ve
lipoksijenaz yolunu inhibe eder (35).

A vitamini: A vitaminin 6n maddesi aktivitesine sahip olan karotenoidlerin
damar sertligini 6nlemesi, serbest radikalleri tutmasi, LDL’yi oksidasyona (in vitro
sartlarda), DNA’y1 kansere ve peroksidasyona karsi korumasi, bagisiklik sistemine

olumlu etkisi ve tliimor onleme gibi ¢esitli fonksiyonlar1 vardir.(37).

2.3. Oksidatif Stresin Biyomolekiillere Etkisi
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Serbest radikal olusumu antioksidan kapasiteyi asarsa, ortaya oksitatif stres
cikar. Oksidatif stres kanserden AIDS’ e kadar bir¢cok hastaligin patogenezinde yer
alir (38).

Organizmada serbest oksijen radikallerinin olusturdugu reaksiyonlar radikalin
bir diger radikalle veya radikal olmayan biyomolekiiller ile etkilesmesi sonucu
olusur. Boylece serbest radikallerin neden oldugu ve oksidatif hasar olarak
adlandirilan siirecin ilk basamagi gerceklesmis olur. ROT’ larin biyomolekiiller

iizerindeki major etkileri;

1. D N A hasar1
2. Proteinlerin yikimi ve enzim aktivitelerinde degisiklikler
3. Hiicre ve hiicre alt1 organellerin membran lipitlerinin oksidasyonu

4. Karbonhidratlarin oksidasyonu (36) seklinde siralanabilir.

Serbest radikaller viicutta onemli molekiillere zarar veren bir seri reaksiyonu
baglatabilir, ve sonugta hiicre 6liimiine neden olabilirler (39)

2.3.1. Niikleik Asitlere Etkisi

OH' radikalinin DNA molekiiliiniin biitiin bilesenleri ile reaksiyona girdigi
bilinmektedir, deoksiriboz iskeletinin yani sira hem piirin hem de pirimidin bazlarma
zarar verir (40).

Bu zararh etkiler, DNA’da kalitsal degisikliklerle sonu¢lanan mutasyonlara
neden olur, somatik hiicrelerde kanser olusumu veya bakteri hiicrelerinde fotal
malformasyonla sonuglanir (41).

Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip
olan ve oksidasyona en yatkin olan bazdir (McDorman ve ark., 2005). Modifiye bir
baz olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptig:
20’den fazla oksidatif baz hasar iirlinlinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna
hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarli bir

gostergesidir (42).

8-hidroksi-2’-deoksiguanosin (8-OHdG), ROT’un DNA’da yaptig1 yaklasik

23 tane oksidatif baz hasar lriiniinden en sik karsilasilan ve mutajenitesi en 1iyi
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bilinendir. Diger DNA baz hasar iirlinlerinin ise daha az mutajenik olduklar: ileri

stiriilmektedir (43).

Reaktif oksijen tiirevleri, DNA cift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit
baz degisimlerine neden olabilir. Hatali onarim ya da onarimin saglanamamasi1 DNA
kiriklari, baz kaybi, yer degistirme ve asentrik veya disentrik kromozomlarin
meydana gelmesi, ayrica kromozomal kirik ve antienflamatuar parga olusumu, hizli
cogalan hiicrelerde mikroniikleus artig1 olarak gozlenir. Sonugta bu siire¢ gen
diizeyinde ciddi mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuclanir (44). ROT’larin yaptigi

baz hasarlari;

0,, ROO: Guanin oksidasyonu

OH: Dort bazda goriilen degisimlerin cogu
0O,, H,0;: Baz degisimi yok

ONOO: Ksantin, hipoksantin, 8-nitroguanin

2.3.2. Lipidlere Etkisi

Lipidler ROT’larin bir kismi ile okside olur, klorlanir ve nitratlanir.
Nitratlanmis ve klorlanmis lipidlerin 6l¢iilmesi i¢in yeni teknikler gelistirilmistir ve

nitrat linoleat insan kan plazma ve doku 6rneklerinde belirlenmistir (45).

Serbest radikallere bagli doku hasar1 olusumunda en 6nemli mekanizma,
hiicre zarindaki lipidlerin peroksidasyona ugramasidir. Oksidanlar, ¢oklu doymamais
yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatirlar (46).

Doymamis yag asitlerinin havanin molekiiler oksijeni (O,) ile oksitlenmeleri
genel olarak ¢ok karigiktir; ¢ift baglara O, girmesiyle peroksit, enodiol, epoksit,

ketohidroksit gibi ¢esitli gruplar ortaya ¢ikar. Ortaya ¢ikan gruplarin 6zellikle yiiksek
181 derecelerinde parcalanmalari ile ¢ogunlukla asit ve aldehitlerden olusan ¢ok c¢esitli

iirinler meydana gelir (47).

Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklagmasi,
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bu yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasma neden olmaktadir. Olusan lipid

radikali (L") dayaniksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir (48).

ipid - OOH + Fe*'(Cu') — Lipid-O- =+ =
s Fe*(Cu®) + OH™

ibid - OOH + Fe*(Cu™) — Lipid-00- +
A Fe*(Cu’) + H

Sekil 2.7. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerine Etkisi (11)

Malondialdehit (MDA), non-enzimatik oksidatif lipid peroksitlerinin
parcalanmasi sonucu olusan toksik etkili son iiriinlerden birisidir. ikiden fazla ¢ift
bag iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde

serbestlesen siklik endoperoksitler MDA’ ’nin asil kaynagini olusturmaktadir (49).

Sekil 2.8. Malondialdehit (MDA)

Plazma MDA konsantrasyonu enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksidlerin
parcalanmasi sonucu olugsmaktadir. MDA proteinlerin amino gruplarina, fosfolipidler
veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkilerini gosterir. Oksidatif stresin arttigi
durumlarda doku MDA diizeyi de artmaktadir (50). MDA, DNA biinyesindeki

bazlarla reaksiyona girerek mutajenik bir karakter kazanmasina neden olmaktadir

(51).
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2.3.3. Proteinlere Etkisi
Hiicrenin protein yapilari, serbest radikallerin 6zellikle duyarli aminoasidler

ile dogrudan etkilesimi sonucunda hasara ugramaktadir. Metionin, sistein gibi
terminal siilfidril grubu bulunduran aminoasidler ile triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin gibi aromatik aminoasidler ve prolin oksidasyona en fazla maruz kalan

aminoasitlerdir (52).

Reaktif tiirler ya peptit baglar1 ile yada aminoasit yan zincirleri ile reaksiyona
girer. Bu reaksiyonlar, redoks reaksiyonlarma giren demir ve bakir gibi metal
katyonlardan etkilenir. Oksidatif modifikasyona ugramis proteinler ya diisiik molekiil
agirhikh tirtinlere ayrilir yada capraz bagh yiiksek molekiil agirlikli iirtinleri olusturur

(53).

Protein oksidasyonunun saptanmasinda HPLC, ELISA, izotop diliisyon gaz
kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi, Western blot ve spektrofotometri teknikleri

kullanilmaktadir (54).

2.4. Oksidatif Stres ve Kanser
Kanser, hiicrelerin aswr1 ve zamansiz ¢ogalmalarina, immiin sistemin
gozetiminden kagmalarina ve sonug¢ olarak uzaktaki dokular1 da istila ederek

metastazlar olusturmalarina yol agan ¢ok basamakli bir siiregtir (55).

Karsinojenlerin 1iyonize radyasyon, ultraviyole isinlari, kimyasallar ve

viriisleri i¢cerdigi bilinmektedir (56).

Oksitatif stresin biyolojik fonksiyonlar1 ve kanser gelisimi ve ilerlemesindeki
rolii son birka¢ on yildir arastirilmaktadir. Kanserin oksitatif stres ile iliskili oldugu,
timor dokularinda 6zellikle ROT’larin diizeyinin anlamli bir sekilde ytikseldigi ve
GPx, CAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin anlamli bir sekilde

azaldig1 yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (57).



16

Son yillarda artan bulgular, aerobik metabolizmalarda ROT’ un pek cok
sinyal iletim yolagini, hiicre proliferasyonunu, hiicre Olimiinii (apoptoz veya
nekroz), gen ekspresyonunu ve mitojen-aktive—protein-kinazlar (MAPK) gibi pek
cok hiicre sinyal iletim kaskadmi ikincil haberciler gibi davranarak

etkileyebildiklerini ortaya koymaktadir (58).

Hidroksil radikali bilinen en reaktif radikaldir ve tiim biyomolekiiller ile
etkilesime girebilmektedir. Yapilan g¢alismalarmm sonucglar1 gostermistir ki, DNA
sarmalinda yer alan dort bazda da hidroksilasyon meydana gelmektedir (59). Bu
sekilde oksidanlara maruziyet sonucunda DNA, malign transformasyona ugrayarak
kazandig1 potansiyeli, mutasyonlarla birlikte kolon, pankreas ve akciger kanserleri

gibi agir klinik tablolara dontisebilir (59).

2.5.7,12-DMBA (7,12 dimetilbenz[a]antrasen)

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarm (PAH) ilk olarak 1921 yilinda
kanserojen maddeler olduklar1 tespit edilmistir. Bu maddelerin 6zellikle
karsinojenezisin baglangi¢ asamasi ile ilgili role sahip oldugu tizerinde durulmustur
(60).

PAH’lar degisik dokularda ve hayvan tiirlerinde timdér meydana
getirebilmektedirler. Bu etkilerini immiin sistemin aktivitelerinin inhibe ederek,
immiin sistemi baskilayarak, immiinotoksik etki gdstererek ve serbest radikaleri

olusturarak da yapabilmektedirler (61).

Sekil 2.9. DMBA (7,12 dimetilbenz[a]antrasen)
7,12- dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) kanserojen bir madde olup, deneysel

meme tlimorleri olusumu ve deri kanseri caligmalarinda kullanilmaktadir (62).
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Indirek etkili bir karsinojen olarak, DMBA nin sitokrom p450 enzim sistemi
tarafindan metabolize edilerek diol epoksit ve artmis intraselliiler oksidasyona neden
oldugu bilinen diger reaktif oksijen tiirlerine doniisiimiinii gerektirmektedir (63).

DMBA gibi maddeler, DNA’nin yapisini bozarak ve lipit peroksidasyonuna
neden olarak, hiicrede hidroksil ve siiperoksit anyon radikalleri gibi radikallerin

olugsmasia neden olur (64).

2.6. Sarimsak
Sarimsak belki de tibbi potansiyelinden dolay: tibbi literatiirde en yaygin
olarak adi gegen bitkidir. Bilinen en eski tibbi kayitlarda, Misir Papiruslarinda,

sarimsagin tibbi kullanimindan bahsedilmektedir (65).

Antik ¢aglardan beri, sarimsak ve diger Allium tiirlerinin saglikla iliskili
oldugundan bahsedilir. Sarimsagin diger Ozellikleri arasinda, kanseri Onleme,
antimikrobiyal, antibiyotik, antihipertansif, hipoglisemik ve kolesterol diisiirticii
ozellikleri belirtilmistir (66).

Sarimsak, biyolojik aktivitesinin ¢ogunu olusturan ve karakteristik tat ve

kokusunu veren, degerli organosiilfiir bilesenleri igerir (67).

Bozulmamis sarimsak soganinda meydana gelen en 6nemli ilk siilfiir bileseni
alliindir. Soganlar daha az miktarda ayrica y-glutamil-S-allilsistein (GSAC), S-
metilsistein  siilfoksit ~ (methin),  S-trans-1-propenilsistein  siilfoksit,  S-2-

karboksipropilglutatyon ve S-allilsistein igerir (68).

Sarmmsak sogani parc¢alandiginda, dograndiginda veya bagska tiirlii mekanik
uygulamalar yapildig1 zaman, alliin kompartimanlardan salgilanir ve vakuollerdeki
alliinaz enzimiyle etkilesir ve alliinaz aktivitesi sonucu alliinden antikarsinojenik

etkili allicin olusur (69).

2.6.1. Sarimsak Bilesenleri

2.6.1.1. Allicin
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Allicin sarimsaktaki antibakteriyel bilesen olarak bilinir, sarimsagin
karakteristik kokusunu verir. Ratlarda, serum ve karacigerde kolesterol diizeyini
disiirdiigi belirtilmistir (70).

Allicinin antioksidan 0&zellikleri, sarimsak ve ¢ig sarimsagin sulu
ekstratlarmin temel bileseni, c¢ig sarimsak ve sarimsak ekstratlarinin reaktit oksijen

tiirlerinin siipiiriicii etkisi ile agiklanabilir (71).

O NH; NH,
I s —_——
AN COOH A0+ %coou
Alliin
NH, o)

A — .. ™

. COOH COOH
o)

I
in. A~_-SOH = NS g NF

Allicin

Sekil 2.10. Allinaz ile alliinin alicine doniismesi

2.6.1.2. Yagda Coziinebilen Organosiilfiir Bilesenleri

Allicin kolaylikla yagda ¢oziinebilen polisiilfidlere doniisebilir, cogunlukla
diallil disiilfid (DADS), ayrica diallil siiflide (DAS), diallil trisiilfid (DATS) ve diallil
tetra siiflide doniisiir. Yagda ¢oziinebilen organosiilfiir bilesenleri antioksidan etki

gosterirler (72).

2.6.1.3. Suda Coziinebilen Organosiilfiir Bilesenleri

Alkollii ve sulu sarimsak ekstratlar1 aslinda y-glutamil-S-l-allil-sisteinden
tireyen S-allil-L-sistein icerir. S-allil-L-sistein ve trans-S-I-propenil-L-sistein her
ikiside S-metil-L-sisteinle birlikte kiiciik miktarlarda sarimsak ekstratinda bulunur.

Bu sistein tiirevleri kristalize, kokusuz ve kat1 formda stabildirler (73).

Bekletilmis sarimsak (AGE) ayrica fenolik bilesikler icerir, 6zellikle allixin,
N-fruktosil glutamat, N-fruktosil arginin ve selenyum, organosiilfiir bilesenleri gibi.

Bu bilesikler fenolik gruplar1 iizerinden antioksidan etki gosterirler (74).
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2.6.2. Sarimsak ve Preparatlarinin Metabolizmasi
Sarmmsagin kimyas1 ve biyolojisi lizerine yapilan calismalar ¢ok genis bir
bilesen yelpazesine sahip oldugunu ortaya koymasma ragmen, sarimsak alimi

sonrasinda ortaya ¢ikan metabolitleri lizerine ¢ok az arastirma vardir (75).

Minami ve arkadaslarmin (76) yaptigi GS-MS calismalar1 gdstermistir ki,
insanlarda sarimsak alimi sonrasi alil merkaptan ve DADS 6ncelikle olugsmakta ve bu
metabolitler nefesle atilarak nefeste sarimsak kokusunun goriilmesine neden
olmaktadir. Bir diger ¢aligmada, Rosen ve arkadaslar1 (77) allil metil siilfatin (AMS)
sarimsak alimi sonrast kokulu havanin ana ugucu metaboliti olarak dlgmiisler, DAS

ve DADS diizeylerini ise daha az miktarlarda belirlemislerdir (78).

Sarimsak yagmin kimyasal analizi total silfidrillerin %54.5 nin diallil
monosiilfid, diallil disiilfid ve diallil trisiilfidden olustugunu gdstermektedir. Ote
yandan pek cok calismada DAS ve DADS’nin antimikrobial etkisi tlizerinde
durulmaktadir (79).

2.6.3. Sarimsagin Antitiimor ve Sitotoksik Etkileri
Birka¢ epidemiyolojik ¢alisma aciklamistir ki, sarmmsak tiikketimi 6liimciil

baz1 malign hastaliklarin azalmasinda 6nemli rol oynamaktadir (80).

Allicin, AGE deki 6nemli flavonoidlerden biridir ve LDL’nin oksitatif
modifikasyonunu ve tiimor ilerlemesini, aflotoksinin indiikledigi DNA hasarin1 ve
Salmonella typhimurium mutajenitesini onlemektedir. Ayrica indiiklenmis sitokrom
P4s0 aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (81).

Sarmmsagin kanser Onleyici birka¢ mekanizma ile agiklanabilir ve diger
Allium tiirlerinin organsiilfiir bilesenleri ile ilgilidir. Mutagenesizin inhibisyonu,

enzim aktivitesinin modulasyonu, DNA bilesenlerinin olusum inhibisyonu, serbest
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radikallerin siipiiriilmesi, hiicre proliferasyonuna etkisi ve tiimor gelisimini igerir

(82).

Yagda ¢ozilinen organosiilfiir bilesenleri hayvan modellerinde bazi1 kimyasal
karsinojenler ile indiiklenen kanserin baskilanmasinda yiiksek etkiye sahiptir.
Ornegin; fare 6n midesinde benzopren ile indiiklenen karsinogenezis DAS ve DATS

tarafindan anlamli sekilde inhibe edilmistir (83).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan ve Sarimsak Uygulamalan

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calisma, Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan alinan izinle Onerilen kurallara uygun olarak gergeklestirildi. Ortalama
200-250 gram agirliginda disi Wistar albino sig¢anlar, deneysel calismaya alinmak
iizere temin edilerek ticerli gruplar halinde kafeslere yerlestirildi. Deney
hayvanlarinin 2 hafta laboratuvar kosullarina uyumlar1 sagland1 ve tiim uygulamalar
siiresince ad libitum standart sican yemi ve musluk suyu ile beslendi. Iki haftanin

sonunda deneysel uygulamalara baslandi.



21

Calismada kullanilan 50 adet deney hayvani, 10 hayvan icerecek sekilde 5
deney grubuna; 1.Grup Kontrol, 2.Grup DMBA, 3.Grup DMBA+Taze Sarimsak
Ekstrakti, 4. Grup DMBA+Bekletilmis Sarimsak Ekstrakti, 5.Grup DMBA+Sarimsak
Tablet Ekstrakti, ayrildi.

3.1.2. Sarimsak Uygulamalan

Biitiin sarimsak uygulamalar1 ratlara birer giin arayla gergeklestirildi. 7,12-
DMBA uygulamasinin 2 hafta dncesinde ve sonrasinda ratlara sarimsak ekstrakti
verildi. Taze sarimsak ekstrakt1 uygulamanin hemen 6ncesinde hazirlandi. Uygulama
dozu 100 mg/mL olacak sekilde tartilip, havanda ezildikten sonra gerekli hacimde su
ile homojenize edilen sarimsak 6rnegi santrifiij edildikten sonra slipernatandan 1 mL
ratlara gavaj yoluyla wverildi. Bekletilmis sarimsak ekstrakti 100 mg/mL
konsantrasyona uygun sekilde, tartilip havanda ezilen sarimsaga su eklendikten sonra
renkli sise iginde +4 °C’ de 6 ay bekletildi. Uygulama Oncesinde ekstrakt santrifiij
edilip slipernatantin 1 mL’ si ratlara gavaj ile verildi. Sarimsak tablet ekstraktinin
icerigi ve uygulama dozu goz Oniine almarak havanda ezilip suda ¢oziilen tablet

ornekleri santrifiij edildikten sonra siipernatan alinarak ratlara gavaj ile 1 mL verildi.

3.1.3. 7,12-DMBA Uygulamasi
Kontrol disindaki gruplara, 20 mg/kg viicut agirhigi dozunda 7,12-DMBA,
misirozii yagi iginde ¢oziilerek tek seferde, intraperitonal olarak 0,5 mL hacim i¢ginde

enjekte edildi.

3.1.4. Otenazi ve Karacigerin Ahnmasi

Otenaziden once ratlara 50 mg/kg doz propofol (Propofol, Abbott
Laboratuart Anonim Sirketi, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak intraperitonal uygulama
ile anestezi yapildi. Otenazi, % 0.9> luk sodyum kloriir ile transkardiyak perfiizyon
uygulanarak yapildi. Biyokimyasal analizlerde kullanmak {izere ¢ikarilan karaciger,

kuru buz bulunan bir kap ile muhafaza edilerek laboratuvara getirildi.
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3.1.5. Biyokimyasal Analizlere Hazirhk

Iki kisima ayrilan karaciger dokularindan ilki cam tiip konulduktan sonra,
dokularin {izerine soguk 1 mL fosfat tamponu (50mM, pH 7.4) eklendi. Daha sonra
dokularin soguklugu muhafaza edilerek Ultra-Turrax T25 (IKA Werke GmbH,
Staufen, Almanya) homojenizatériinde 6000 dev/dak hizla 5 dakika siireyle
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar vortekslendikten sonra eppendorf

tiiplerine aktarildi.

Homojenatlarin 15 dakika siireyle 13500 g’de 4 C* de sogutmali santrifiijde
(Centrifuge 5415R, Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) santrifiij edilmesi ile
siipernatant elde edildi. Ayrilan siipernatantlar, protein miktar tayini, SOD, CAT,
GSHPx aktivite tayinleri igin — 40 C* de derin dondurucuda (SANYO Biomedical
Co., Ltd., MDF-US537, Osaka, Japonya) saklandi.

Ikinci kisim karaciger dokusu da yine cam tiipe almarak % 1.5 KCI ¢ozeltisi

ile homojenize edilerek malondialdehid 6lgiimleri i¢in hazirlandi.

3.2. Biyokimyasal Parametrelerin Olgiilmesi

3.2.1. Protein Miktar Ol¢iimii

Protein miktar1 6l¢limii Lowry metoduna gore yapildi. Bu metod, proteinin
yapisinda bulunan tirozin ve triptofan aminoasitlerinin fosfotungstat kompleksini
molibden mavisine indirgemesi prensibine dayamir. Reaksiyon bakir (Cu™") ile

belirginlestirilir (84).

Kullanilan Reaktifler:

A Cozeltisi: %2’°lik Na,CO;’mn 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi
B Cozeltisi: %1°lik CuSO4 ¢ozeltisi

C Cozeltisi: %2’°lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi
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D Cozeltisi: 98 hacim A ¢ozeltisi + 1 hacim B ¢6zeltisi + 1 hacim C ¢dzeltisi
karisimi1

E Cozeltisi: 1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su karigimi
Bovin Serum Albumin (BSA) Cozeltisi: Standart protein ¢ozeltisi olarak
kullanilan BSA 10 mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden 1, 2, 3, 5, 7.5, 10

mg/ml’lik ¢ozeltileri hazirland1.

Deneyin Yapilisi:

Test ve standart tiiplerine 490 pl, kor tiiptine 500 pl distile su kondu. 2,5 ml
D ¢ozeltisi tiim tiiplere ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 kat diliie edilmis
numuneden 10 pl; standart tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler
vorteks ile iyice karistirildi. Oda 1sisinda karanlikta 10 dk bekledikten sonra, tim
tiplere 250 ul E ¢ozeltisi eklendi. 25 °C’de 30 dk bekledikten sonra,

spektrofotometrede 650 nm’de kore karsi sifirlanarak okuma yapildi.

Standart BSA ¢ozeltileri ile hazirlanan ¢alisma grafiginden yararlanarak her

ornek tiipiindeki siipernatanin 1 ml’sindeki protein miktar1 hesaplandi (Sekil 11).

Lowry Standart Grafig
06 y=0,046x +0,0192
05 R =0,9914

04 /

0,2

0,1

C(mg ml)

Sekil 3.1. Lowry Standart Grafigi

3.2.2. Malondialdehid (MDA) Miktar Ol¢iimii
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Lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA’nm tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
sicak ve asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan renk spektrofotometrik

olarak ol¢iiliir (85).

Kullamilan Reaktifler:

1. %8.1’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarland)
3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

Deneyin Yapilisi:

0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati, 0.2 ml %8.1’lik SDS, 1.5 ml
%20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su karistirildi. Karigim 95
°C’ deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra
iizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek; vorteksle 1 dakika
karistirildi. Organik faz 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar
homojenat icermeyen ayirag¢ koriine karst 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okundu. Sonuglar nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

Abs x Vt x 10’
C (nmol/ml) =

ExVsxLx10°

Abs = Absorbans
E = Molar absorpsiyon katsayisi (1.56 x 10° M cm™)

Vt = Total reaksiyon hacmi

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L =Kivet ¢ap1

10° = Moliin nanomole ¢evrilmesi

10° = Litrenin mililitreye gevrilmesi
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3.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Ol¢iimii

Hiicresel oksidatif savunma mekanizmasmin en onemli enzimi olan SOD,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz
sisteminde tretilen siiperoksit radikallerinin sitokrom ¢’ yi indirgemesinin SOD

tarafindan inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite deneyidir (86).

Kullanilan Reaktifler:

A Cozeltisi: 5 pmol ksantin’in 25 ml 0.001 N NaOH’daki ¢6zeltisi ve 2 pmol
sitokrom C’nin 250 ml 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA iceren fosfat tamponundaki
¢Ozeltisi karistirilir. Bu ¢6zelti + 4 °C’de 3 giin kararhidir.

B Cozeltisi: Taze hazirlanan ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki ¢ozeltisi
0.2 U/ml. Bu c¢ozelti ortamda SOD enzimi olmaksizin dakikada 0,025 absorbans

degisikligini yapabilmelidir.

Deneyin Yapilisi:
3 mI’lik kiivete 2.9 ml A ¢ozeltisinden, 50 pl 50 kat diliie edilmis numune ve

50 pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle reaksiyon baslatilir. Hizli bir sekilde 550 nm’de 1
dakika siiresince absorbans degisimi okunur. Kor okunurken ornek yerine 50 pl
bidistile su eklenir. Standart grafigi ¢izmek i¢cin ayni sekilde saf SOD enzimiyle
calisildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

Once asagidaki formiilden % inhibisyonlar hesapland.

AA(koér) — AA(numune/standart)
% inhibisyon= x %100
AA(kor)




26

Standart g¢aligmalardan elde edilen SOD aktivitesine karst % inhibisyon
degerler1 grafige gecirildi. Cizilen hiperbolik SOD calisma grafigi lineer
olmadigindan logaritmik transformasyon uygulanarak grafik yeniden c¢izildi (Sekil
12 ). Bu grafikte x eksenine standart SOD degerlerinin (U/ml) logaritmik doniisiim
degerleri, y eksenine standartlara ait % inhibisyon degerleri konuldu. Grafikten
yararlanarak % inhibisyona denk gelen numunelere ait SOD degerleri bulundu.

Sonuglar U/mg protein seklinde ifade edildi.

4
35 y =3,7824x + 1,0857 .
’ R =0,9796
3 @
§ 2.5 L 4
<) 2
<
£
X 1,5 ®
1/
& /05:
r T T 0 T T T T T T 1
-0,3 0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Log SOD

Sekil 3.2. SOD standart ¢aligmasi logaritmik grafigi

3.2.4. Katalaz (CAT) Aktivite Ol¢iimii
Katalaz, katalitik aktivitesiyle hidrojen peroksiti, dekompoze ederek su ve

molekiiler oksijene doniistiirmektedir.

KATALAZ
2H,0, 5 2H,0 + O (12)
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Hidrojen peroksit (H,O,) ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir
maddedir. Maksimal absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina
ilave edilen H,O,’nin katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmasi 240 nm’de
absorbans azalmas: ile kendini gosterir. Absorbansta gozlenen bu azalma ortamdaki

katalaz enzim aktivitesi ile dogru orantili bir egilim géstermektedir (87).

Kullanilan Reaktifler:
1. 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. Hidrojen peroksitli ve absorbanst 0.500 olan fosfat tamponu:
Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile aletin sifir absorbans
okumasi saglandi. Hidrojen peroksitli fosfat tamponu, absorbans 0.500 oluncaya

kadar damla damla hidrojen peroksit eklenerek ayarlandi.

Deneyin Yapilisi:

Spektrofotometre 240 nm’ye ayarlandi ve fosfat tamponu ile sifir absorbansa
ayarlandi. 3 ml’lik kiivete 2.99 ml hidrojen peroksitli fosfat tamponu ve 0.01 ml 50
kat diliie edilmis numune ilave edilerek hizla karistirip absorbansi okundu, bu
baslangi¢c absorbans degeridir. Daha sonra 60 saniye siireyle absorbans azalmasi
takip edildi. Siirenin sonunda okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuclar U/mg

protein seklinde ifade edildi.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

AAbsxt x Vi
U:

ExLxVn

A Abs : Okunan absorbans degisimi
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t : Olgiim siiresi ( 1 dak)

V. : Total hacim ( 3 ml)

Vn : Kullanilan numune hacmi ( 0.1 ml)

E : Molar absorpsiyon katsayisi (0,036 M cm™)

L : Isik yolu ( 1 cm)

3.2.5. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivite Ol¢iimii

GPx, rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii
katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda rediikte glutatyon (GSH) okside forma
dontistirken, hidrojen peroksit ise suya katalizlenir. Olusan okside glutatyonun (GS-
SG) tekrar kullanilabilmesi (baska bir hidrojen peroksit molekiiliiniin suya katalizi)
icin okside glutatyonun rediikte glutatyona doniismesi gerekir. Bu doniisiim, ortamda
redikte NADP (NADPH) ve glutatyon rediiktaz (GR)enzimi varliginda
gerceklestirilir. Bu durumda rediikte NADP okside NADP’ye ¢evrilirken okside

glutatyon rediikte forma doniisiir.

GSH-Px
H,O, + 2GSH GS-SG + 2H,O (13)

GR
GS-SG + NADPH + HY ————> NADP' + 2GSH (14)

Rediikte NADP 340 nm’de maksimal absorbans godsteren bir maddedir.
Glutatyon rediiktaz katalizi devam ettikce, ortamdaki NADPH miktar1 giderek
azalacak ve buna parelel olarak 340 nm’de absorbans azalmasi meydana gelecektir.
Absorbanstaki bu azalma hiz1 ortamdaki glutatyon peroksidaz aktivitesi ile dogru

orantili olacaktir (88).
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Kullanilan Reaktifler:
1. 5mM EDTA igeren 50 mM pH 7’lik fosfat tamponu

2. 150 mM GSH EDTA’l fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen

once hazirlandz).

3. 1 M NaN3; EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢oziildii (kullanimdan hemen 6nce

hazirland1).

4. 3 mM NADPH EDTA’]1 fosfat tamponunda ¢6ziildii (kullanimdan hemen

once hazirlandz).

5. 50 mM H,0, EDTA’l fosfat tamponunda ¢6ziildi (kullanimdan hemen

once hazirlandz).

6. 1 U/10 pul GSH-Rediiktaz olacak sekilde fosfat tamponunda diliie edildi.

Deneyin Yapilisi:

Kor tiipiine 2.680 ml, test tiiplerine 2.670 ml EDTA’11 fosfat tamponu, 0.1 ml
rediikte glutatyon, 0.1 ml NADPH, 0.01 ml glutatyon rediiktaz, 0.01 ml NaNs; ve
0.01 ml 10 kat diliie edilmis numune ilave edildikten sonra 30 dk oda 1sisinda inkiibe
edildi. Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin sonunda
her tipe 100 pl H,O, ilave edilip reaksiyon baslatildi ve hemen kiivetler
spektrofotometreye konarak 3 dk siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Absorbans

azalmasinin bu siire icerisinde tam olarak lineer oldugu gorildii.
Sonuclarin Hesaplanmasi:

1 U GPx Aktivitesi: 1 dakikada okside olan NADPH’mn pumol cinsinden

miktaridir. Spesifik aktivite icin bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

AA/t x Vt x 10°

U/ml (umol/dk/ml) =
ExVsxL
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E = NADPH’n titketim katsayis1 (6.22 10° M cm™)
Vt = Total reaksiyon hacmi

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi

L = Kiivet ¢ap1

AA/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10° = Moliin mikromole ¢evrilmesi

3.2.6. 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG) Miktar Olgiimii

8-OHdG miktar tayini Yiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile
fotodiyod array dedektor (DAD) kullanilarak belirlenmektedir. Bu amagla
dokulardan DNA izolasyonu gergeklestirildikten sonra izole DNA 6rneklerinde 8-
OHdAG miktar tayini yapilmaktadir.

Kullanilan Reaktifler:
1. % 1 SDS ve 1 mM EDTA iceren homojenizasyon ¢ozeltisi
2. Proteinaz K (500 pg/mL)
3. 1 M Tris-HCI, pH 7.4
. Kloroform : izoamil alkol (24:1, v:v) iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi
. Absolii etanol
. % 70’lik etanol
. 1.5 mM NaCl, 150 uM Na-Sitrat ve ]| mM EDTA igeren ¢ozelti
. RNaz T, (50 U/mL)
. RNaz A (100 pg/mL)
10. 5 M NaCl
11. 20 mM CH3;COONa, pH 4.8
12. Niikleaz P,
13. Alkalen fosfataz
14. Asetonitril (HPLC saflikta)
15. Asetik asit (HPLC saflikta)

o 0 9 SN U A
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DNA izolasyonu:

Deney tiipiine alinan 1 g karaciger dokusu 10 mL % 1 SDS ve 1 mM EDTA
iceren c¢ozelti ile Ultra-Turrax T25 (IKA Werke GmbH, Staufen, Almanya)
homojenizatoriinde 6000 dev/dak hizla 5 dakika siireyle homojenize edildi.
Homojenatlar 37 °C” de 30 dak. Proteinaz K ile inkiibe edildi. 0.5 mL pH 7.4 1 M
Tris-HCI eklendikten sonra 1 hacim Kloroform:izoamil alkol (24:1, v:v) ile
ekstraksiyon yapildi. Fazlar santrifiij ile ayrildiktan sonra akiiéz fazlar toplandi.
DNA 0.1 hacim -20 °C’ de bekletilen absolii etanol ile presipite edildi. Santrifiij
sonrast % 70’ lik etanol ile yikanan DNA 2 ml 1.5 mM NaCl, 150 uM Na-Sitrat ve 1
mM EDTA igeren ¢ozelti ile ¢oziiniir hale getirildi. Cozelti 37 °C” de 30 dak. RNaz
T: ve RNaz A ile inkiibe edildi. DNA ¢ozeltisi tekrar Kloroform:izoamil alkol
cozeltisi ile ekstrakte edilip SM NacCl ile presipite edildi (89).

Presipite edilen DNA pelletleri 0.5 mL 20 mM CH3;COONa ile ¢oziindiikten
sonra 37 °C’ de 30 dak. 63 mg Niikleaz P, ile inkiibe edilip 50 pL 1M Tris-HCI
eklenerek 37 °C’ de 60 dak. 6.3 U Alkalen fosfataz ile inkiibe edildi (90).

HPLC Analizi:

HPLC analizleri manuel enjeksiyonlu Agilent 1100 (Agilent Technologies,
Inc. Headquarters, Santa Clara, United States) cihazi ile yapildi. izole edilen DNA
orneklerinin 20 uL’ lik kisimlar1 3 pm partikiil biiyiikliigiine sahip 4.6 mm i¢ capli,
75 mm uzunlugundaki C18 HPLC kolonuna (ACE, Aberdeen, Scotland) yiiklendi.
Analiz, %3 (v:v) Asetonitril iceren % 0.01 (v:v) Asetik asit mobil fazi ile 2 mL/dak
akis hiz1 ile izokratik olarak yapilip, UV 297 nm’ de ger¢eklestirildi (91).

8-OHdG standardi ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin ayni
kromatografik kosullar altinda yapilan analizleri sonucu elde edilen pik alanlarina
karsilik gelen konsantrasyonla grafige geg¢irildi. Olusturulan grafigin dogru
denkleminden yararlanilarak numunelere ait 8-OHdG icerikleri belirlenip, nmol/mg

DNA olarak ifade edildi.
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Sekil 3.3. 8-OHdG standart grafigi

3.3. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak analiz edildi. Tek yonli
varyans analizi ile gruplar arasmnda fark bulunup bulunmadigi incelendi. Fark
olanlarda LSD testi ile farkin hangi ikili karsilastirmalardan kaynaklandig: belirlendi.
Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edildi.

3.3.1. MDA’ ya ait istatistiksel veriler

Tablo 3.1. MDA’ ya ait grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri

Ornek Aritmetik

sayisl Ort. Std. Sapma
Kontrol 10 15,4747 1,50327
DMBA 9 19,0502 3,57558
DMBA+Taze S. 9 17,9871 3,70816
DMBA+BeKl. S. 9 15,1738 3,44663
DMBA+Tablet 10 13,9438 3,67426
Toplam 47 16,2571 3,66091




Tablo 3.2. MDA’ ya ait ANOVA verileri
Kareler | Serbestlik | Ortalama F Si
toplam derecesi kare &
Gruplar aras1 | 167,348 4 41,837 3,912 | ,009
Gruplar igci 449,156 42 10,694
Toplam 616,504 46
Tablo 3.3. MDA’ ya ait ikili karsilastirmalar
Kontrol | DMBA | DMBA+ | DMDA+ | DMBA+
Taze S. | Bekl. S. Tablet
Kontrol Rlolalol 0,022 AD AD AD
DMBA otk AD 0,016 0,001
DMBA+Taze S. Rlalalolo AD 0,010
DMBA+BeKl S. kil AD
DMBA+Tablet koK
3.3.2. CAT’ a ait istatistiksel veriler
Tablo 3.4. CAT a ait grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri
Ornek | Aritmetik Std.
sayisl1 Ortalama Sapma
Kontrol 10 4324,1621 | 754,28497
DMBA 9 3556,4844 | 433,76658
DMBA + Taze S. 9 3592,2422 | 641,03189
DMBA +BekKl. S. 9 4191,2411 | 681,56843
DMBA +Tablet 10 3406,0760 | 702,72938
Total 47 3816,2147 | 732,18722
Tablo 3.5. CAT’ a ait ANOVA verileri
Kareler Serbestlik | Ortalama F Si
toplam derecesi kare &
Gruplar aras1 | 6586657,713 4 1646664,428 | 3,827 | ,010
Grup ici 18073856,370 42 430329,914
Toplam 24660514,084 46
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Tablo 3.6. CAT’ a ait ikili karsilagtirmalar

34

Kontrol | DMBA | DMBA+ | DMBA+ | DMBA +
Taze S. Bekl. S Tablet
Kontrol otk 0.015 0.020 AD 0.003
DMBA oAk AD 0.046 AD
DMBA + Taze S. ok AD AD
DMBA +BekKl. S. otkek 0.013
DMBA +Tablet otodekck
3.3.3. SOD’ a ait istatistiksel veriler
Tablo 3.7. SOD’ a ait grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri
Ornek Ortalama Std.
sayisl Sapma
Kontrol 10 2,7024 ,50854
DMBA 9 2,1031 ,25296
DMBA + Taze S. 9 2,4190 ,48529
DMBA +BekKl. S. 9 1,8737 ,54451
DMBA +Tablet 10 1,4655 ,41222
Total 47 2,1115 ,61944
Tablo 3.8. SOD’ a ait ANOVA verileri
Kareler | Serbestlik | Ortalama F Si
toplam derecesi kare &
Gruplar aras1 | 9,026 4 2,256 10,988 | ,000
Grup ici 8,625 42 ,205
Toplam 17,650 46
Tablo 3.9. SOD’ a ait ikili karsilagtirmalar
Kontrol | DMBA | DMBA + | DMBA + | DMBA +
Taze S. Bekl. S. Tablet
Kontrol ootk 0.006 AD 0.000 0.000
DMBA kool AD AD AD
DMBA + Taze S. koK 0.014 0.000
DMBA +BekKl. S. kool AD
DMBA +Tablet tokekok




3.3.4. GPx’ e ait istatistiksel veriler

Tablo 3.10. GPx’ e ait grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri
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Ornek Ortalama Std.
sayisl Sapma

Kontrol 10 1,1177 ,19425
DMBA 9 ,8397 ,15889

DMBA + Taze S. 9 1,0552 , 15828

DMBA +BekKl. S. 9 ,9837 ,19922

DMBA +Tablet 10 ,9374 ,12340

Total 47 ,9885 ,18820

Tablo 3.11. GPx’e ait ANOVA verileri
Kareler | Serbestlik | Ortalama F Si
toplami | derecesi kare &

Gruplar arasi ,433 4 ,108 3,797 ,010
Grup ici 1,197 42 ,028

Toplam 1,629 46

Tablo 3.12. GPx’ e ait ikili karsilagtirmalar
Kontrol | DMBA | DMBA + | DMBA + | DMBA +
Taze S. Bekl. S. Tablet

Kontrol otk 0.001 AD AD 0.021
DMBA ook 0.010 AD AD
DMBA + Taze S. otk AD AD
DMBA +BekKl. S. Rlakaloko AD
DMBA +Tablet kK




3.3.5. SOHdG’ e ait istatistiksel veriler

Tablo 3.13. 8SOHdG’ e ait grup ortalamalar1 ve standart sapma verileri

Ornek Ortalama Std.
sayisl Sapma
Kontrol 10 28,1545 3,11928
DMBA 9 40,0869 | 10,41823
DMBA + Taze S. 9 30,7567 3,39235
DMBA +BekKl. S. 9 20,1097 8,79716
DMBA +Tablet 10 15,7844 6,07500
Toplam 47 26,7653 10,79811
Tablo 3.14. 8SOHdG’ e ait ANOVA verileri
Kareler | Serbestlik | Ortalama F Si
toplami | derecesi kare &
Gruplar aras1 | 3364,339 4 841,085 17,670 | ,000
Grup ici 1999,220 42 47,600
Toplam 5363,559 46
Tablo 3.15. 8SOHdG’ e ait ikili karsilagtirmalar
Kontrol | DMBA | DMBA + | DMBA + | DMBA +

Taze S. Bekl. S. Tablet
Kontrol ootk 0.001 AD 0.015 0.000
DMBA otk 0.006 0.000 0.000
DMBA + Taze S. kK 0.002 0.000
DMBA +BekKl. S. kool AD
DMBA +Tablet otokekok
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4. BULGULAR

4.1. Malondialdehit Miktar
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Sekil 4.2. Gruplar arasindaki SOD aktivite dagilimi




4.3. Katalaz Aktivitesi
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Sekil 4.4. Gruplar arasindaki GPx aktivite dagilim1




4.5. 8-hidroksi deoksiguanozin Miktar
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Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait 8-OHdG kromatogrami
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DAD1 A, Sig=297,4 Ref=360,100 (TEST\12111021.D)
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Sekil 4.7. DMBA grubuna ait 8-OHdG kromatogrami

DAD1 A, Sig=297,4 Ref=360,100 (TEST\11111026.D)
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Sekil 4.8. DMBA+Taze Sarimsak ekstrakt1 grubuna ait 8-OHdG kromatogrami

DAD1 A, Sig=297,4 Ref=360,100 (TEST\11111033.D)
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Sekil 4.9. DMBA+Bekletilmis Sarimsak ekstrakti grubuna ait 8OHdG kromatogrami
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DAD1 A, Sig=297 4 Ref=360,100 (TEST\11111042.D)
mAU e

Sekil 4.10. DMBA+Sarimsak tablet ekstrakt1 grubuna ait 8-OHdG kromatogrami
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda 8OHdG standartlarinin ¢akisma kromatogrami
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5. TARTISMA

Kanser hastaligi tiim diinyada biitiin 6liim nedenleri arasinda koroner arter
hastaliklarinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir. Bu nedenle saglik bilimleri
alaninda gergeklestirilen bilimsel calismalar arasinda, kanser uzun yillardir ilk
siralardaki yerini korumaktadir. Yapilan arastrmalar sonucunda, tiim kanserlerin
olusum siirecinde g¢evresel etkenler, genetik ve diyetin 6nemli rol oynadig1 ortaya
koyulmustur. Bu faktorler arasinda ¢evresel etkenler c¢ogunlukla doz olarak
smirlayamadigimiz ve genellikle maruziyet siiresinin uzun olmasi sebebiyle en

biiytik riski olusturmaktadir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), potent karsinojen bilesiklerdir. Bu
grubun bir iiyesi olan 7,12-DMBA gii¢lii bir karsinojen ajan olup, metabolik
aktivasyon sonrasi mutajenik metabolitleri araciligiyla ve immunotoksik etkileri ile
kanser gelisiminde Ozellikle promotor etki gostermektedir. Hayvan modellerinde
spesifik olarak meme, cilt ve kolon kanseri olusturulmast amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Ote yandan, insanlarin normal yasam siireclerinde bu karsinojenler
ile siklikla temasi ve maruziyeti s6z konusudur. Literatiirde, PAH’larin, egzost
dumanlari, zift materyalleri, sigara dumani, komiir gazlari, tiitsiilenmis ya da direkt
ateste 1zgaralanmig yiyecekler ile uzun siireli maruziyet sonrasi karsinojenik etki
gosterebilecek diizeylerde bulundugu rapor edilmistir. Bu noktada, Ozellikle
sanayilesmis sehirlerde yasayan insanlarin giinlilk yasamlar1 siwrasinda PAH’ lara

maruz kalmasi kagmilmazdir.

Kanser gelisiminde rol oynayan faktorlerden bir tanesi de beslenme
aliskanliklaridir. Bazi kanser tiirlerinin bazi bolgelerde yasayan insanlarda yiliksek ya
da distk insidansa sahip olmasi g¢evresel etkenlerin ve/veya beslenme
aliskanliklarmm sonucudur. Ornegin evlerin dis yiizeyinin kaplamasinda asbest
icerikli kaplama malzemeleri kullanilan bdlgelerde akciger kanseri siklikla
goriiliirken, Cin’ de tiitsiilenmis et tiiketiminin yogun olmasi nedeniyle mide ve
gastrointestinal sistemle iligkili kanser tiirleri daha sik goriilmektedir. Buna karsin
diyetlerinde sebze agirlikli besinlere dnem veren, antioksidan igerikli gidalar1 daha

yogun tliketen bolgelerde kanser ve oksidatif stres ile iligkili hastaliklar daha nadir
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goriilmekle birlikte bu bolgelerde ortalama yasam stireleri de daha uzundur.

Ulkemizde Ege Bélgesi bu yaklasima uygun bir drnektir.

Sarmmsak, yiizyillardan beri tibbi bitkiler arasindaki yerini ve Onemini
koruyan, pek ¢ok toplumda koruyucu ve tedavi edici etkileri nedeniyle yaygin bir
sekilde tiiketilen, antioksidan igerigi zengin bir besin maddesidir. Igeriginde pek cok
hidrofilik ve hidrofobik karakterli antioksidan bilesen barindirmaktadir. Bu
bilesenlerin radikal siipiiriicii etkilerinin yan1 swra immiin sistemi destekleyici ve
stimiile edici etkilerini rapor eden pek c¢ok calisma bulunmaktadir (55,60). Ancak,
medikal amagl kullanilan bitkisel iirtinlerin kullanima hazirlanis1 ve kullanim sekli
hedeflenen etkinligin elde edilebilmesi agisindan son derece 6nemlidir. Bu nedenle,
biz bu calismada sarimsagin ii¢ farkli formunun 7,12-DMBA’ nin hepatotoksik
etkilerine kars1 koruyuculugunu arastirdik. Bu formlar, taze sarimsak ekstresi, alt1 ay
bekletilmis sarmmsak ekstresi ve eczanelerde satisa sunulmus olan sarimsak
tabletleridir. Sarimsagm en etkin bilesenlerinden biri olan allisin, yine sarimsakta
bulunan kokusuz, kikirtlii amino asit tiirevi olan alliinden alliinaz enziminin etkisi
ile agiga ¢cikmaktadir. Sarimsak ekstrelerini alt1 ay bekletmemizdeki temel amacimiz
miimkiin oldugu kadar ¢ok alliin’in allisin’e doniisiimiinii saglayabilmekti. Ancak
calisma bulgularimizdan da anlasilacagi iizere bekletilmis sarimsak ekstrelerinde
gozlenen etkiye paralel bir etki taze hazirlanmis sarimsak ekstrelerinde de
gozlenmistir. Bu bize, homojenize edilen sarimsak 6rneklerinde mekanik par¢calanma
sonucu aciga cikan alliinaz enziminin alliin iizerine ¢ok hizli katalitik etki
gosterdigini ve kisa siirede ekstre igerigindeki alliin’in biiyiik boliimiiniin alliisin’e
dontstiigiinii diisiindiirmektedir. Ancak, 6zellikle peroksidatif hasardan sorumlu
hidrojen peroksit’in detoksifikasyonundan rol oynayan CAT aktivitesindeki kaybin
onlenmesinde en dramatik etkiyi bekletilmis sarimsak ekstreleri gostermistir

(p<0.05).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin konsantrasyonlarinda ve hiicresel
bilesenlerde olusturdugu hasarlardaki artis ile karakterize bir durumdur. Son yillarda
gelistirilen birtakim Ol¢tim teknikleriye serbest radikal diizeyleri in vitro olarak

dogrudan Oolgiilebilse bile bu Olglimlerin in vivo gerceklestirilebilmesi oldukca
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glictlir. Bu nedenle, oksidatif stresin organizmada olusturdugu hasarin
degerlendirilmesi amaciyla genellikle SOD, CAT, GPx, GST gibi antioksidan enzim
diizeyleri ile MDA, NOx, Okside niikleobaz gibi serbest radikallerin etkilesim
iirlinlerinin diizeyleri 6l¢iilmektedir. Bu baglamda, bu calismada kanserojen bir ajan
olan 7,12-DMBA ile indiiklenen oksidatif karaciger hasarinin ve farkli sarimsak
preparatlarinin  koruyucu etkilerini degerlendirebilmek amaciyla karaciger doku

homojenatlarindan SOD, CAT, GPx, MDA ve 8-OHdG diizeyleri 6l¢iildii.

Sonuglarimiz, genel bir degerlendirme ile ele alindiginda beklendigi iizere
7,12-DMBA enjekte edilen grupta kontrole kiyasla tiim parametreler istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde (p<0.05) degisime ugramistir. Antioksidan sistem
parametrelerinin karsinojen bilesiklerin enjeksiyonlari sonrasi degisime ugramasi
literatiir bulgulariyla 6rtiismektedir (92,93). 7,12- DMBA grubunda kontrole kiyasla
MDA ve 8-OHdG diizeyleri anlamli bir sekilde artmis antioksidan enzimler olan

SOD, CAT ve GPx ise anlaml bir sekilde azalmistir (p<0.05).

Lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir
biyomarkor olan MDA, 7,12-DMBA grubunda kontrole kiyasla onemli diizeyde
artarken, 7,12-DMBA ile birlikte bekletilmis sarimsak ve tablet verilen gruplarda bu
artis anlamli bir sekilde inhibe edilmistir. Frenkel ve arkadaslar1 (74,75), 7,12-
DMBA’nin karacigerde serbest oksijen radikallerinin yani swra Onemli Olciide
hidrojen peroksit olusumuna neden oldugunu rapor etmislerdir. Artan reaktif oksijen
tiirleri MDA’daki artis1 agiklarken, bekletilmis sarimsak ekstrelerinin ve sarimsak
tabletinin lipid peroksidasyonunun oOnlenmesinde etkili oldugu goriilmektedir.
Bekletilmis sarimsak ekstrelerinde zamanla bir miktar alliisin’in, S-allilsistein ve S-
allilmerkaptosistein’e doniistiigli ve bu bilesenlerin lipid peroksidasyonuna karsi son

derece koruyucu oldugu rapor edilmistir (94,95).

Antioksidan sistemin enzimatik bilesenlerinin oksidatif strese karsi yaniti
degisiklik gostermektedir. Literatiirde, birbiriyle ¢elisen bulgular goze ¢arpmaktadir.
Ancak, genel olarak olusturulan oksidatif stres kisa siireli ve ¢ok siddetli degil ise

organizma yanit olarak antioksidan enzim sentezini upregiilasyon ile arttirmakta ve
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yiiksek enzimatik aktivite degerleri elde edilmektedir. Ote yandan, uzun siireli ve
siddetli stres altinda 06zellikle antioksidan enzimlerin aktif merkezinde reaktif
radikaller nedeniyle olusan oksidatif hasarlar hem enzimin konformasyonel
yapisinda degisime neden olmakta hem de katalitik aktivitesini azaltmaktadir. Artmis
oksidatif hasar nedeniyle turnover’i azalan enzimler, diisiik enzimatik antioksidan
kapasite olarak rapor edilmektedir. Calisma bulgularimiz, 7,12-DMBA
enjeksiyonuna bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinde azalma oldugunu
gostermektedir. CAT ve GPx, hidrojen peroksit ve organik peroksitler kaynakli
peroksidatif hasarin dnlenmesinde rol oynayan iki temel enzimdir ve 7,12-DMBA
grubunda kontrole kiyasla anlamli diizeyde inhibe olmuslardir (p<0.05). CAT
aktivitesindeki diisiis, bekletilmis sarimsak ekstresi uygulanmasi ile anlamli sekilde
onlenmistir. Bu durum, bekletilmis sarimsak ekstrelerinin lipid peroksidasyonunu da
inhibe etmesiyle uyumluluk gostermektedir. GPx’deki aktivite kaybi ise taze
sarimsak ekstrelerinin uygulandigi grupta anlamh diizeyde onlenmistir. Bu noktada,
taze sarimsak ekstrelerindeki alliin ve allisin’in hidrojen peroksid’in yani sira
organik peroksitler iizerine olduk¢a etkili oldugunu, bekletimis sarimsak
ekstrelerindeki sistein tiirevi yapilarin ise biliyilkk oranda hidrojen peroksit ve

hidroksil radikallerini detoksifiye ettigini sdyleyebiliriz.

Stiperoksit radikalleri tek basma toksik etkiler gdstermesinin yanisira nitrik
oksit varliginda son derece toksik bir radikal olan peroksinitrit ve hidrojen peroksit
varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu iizerinden hidroksil radikali olusumuna neden
olmaktadir. Siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumlu olan SOD enzimi
aktivitesi 7,12-DMBA enjeksiyonu sonrasi azalma gostermistir. Bu aktivite kaybi
farkli sarimsak preparatlar1 verilen gruplarm hicbirinde geri dondiiriilememistir.
Sarimmsak ekstrelerinin peroksidatif ajanlara kars1 géstermis oldugu detoksifiye edici
etki stiperoksit radikallerine karsi elde edilememistir. Benerjee ve arkadaslari
(Benerjee, 2002) yapmis olduklar1 ¢calismada diizenli sarimsak kullaniminin endojen
antioksidan molekiillerin ve antioksidan enzimlerin sentezini gen diizeyinde
uyardigmi rapor etmislerdir. Calisma bulgularimiz CAT ve GPx agisindan sozii
edilen caligmayla paralellik gosterirken SOD enzim sonuglarimiz uyumlu

gorinmemektedir. Borek ve arkadaglar1 (1997) sarimsak ekstrelerinin kalp, bobrek
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ve karacigerde SOD, CAT, GPx aktivitelerini ve rediikte glutatyon diizeylerini

artirdigini rapor etmislerdir.

Oksidatif stres ile kanser gelisimi arasindaki en kritik baglanti serbest
radikallerin DNA biinyesindeki niikleobazlar iizerinde olusturdugu modifikasyonlar
ve bu modifikasyonlarin yarattigi mutajenik etkiler {lizerinden kurulmaktadir.
Niikleobazlar iizerinde en sik meydana gelen ve en fazla mutajenik etki gdsteren
oksidatif doniigiimlerden bir tanesi deoksiguanin’in  8-OH-deoksiguanin’e
dontistimiidiir (Dizdaroglu M 1998). Bu modifiye bazin olusumu hidroksil
radikalinin guanin tlizerinde C-8 pozisyonundaki karbon atomuna saldirmasi ile
olusur. 8-OH-dG, DNA replikasyonu sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden
olarak mutasyon egilimini artirir (McDorman ve ark.2005). Calismamizda 7,12-
DMBA rat karaciger dokusunda 8-OH-dG miktarin1 anlamli sekilde artirmis ve
koruyucu amagcli kullandigimiz sarimsak preparatlarindan her ii¢ti de bu artis1 6nemli
Olciide inhibe etmistir (p<0.05). Lee-Yan Sheen (96) ve arkadaslar1 aflatoxin B1 ile
rat karacigerinde olusturulan DNA hasarina karsi sarimsagin koruyucu etkisini rapor

etmislerdir.

Sonug olarak, calisma bulgularimizin tiimii g6z 6niine alindiginda giiglii bir
karsinojen ajan olan 7,12-DMBA enjeksiyonu rat karacigerinde 6nemli Olgiide
oksidatif strese neden olmaktadir. Bu durum, antioksidan sistemle dogrudan iliski
parametrelere istatistiksel olarak anlamli degisimler seklinde yansimistir. Koruyucu
amacl kullanmis oldugumuz sarimsak preparatlar1 arasinda bekletilmis sarimsak
ekstresi formu en gii¢lii etkiyi gostermistir. Ote yandan dzellikle peroksidatif hasara
kars1 taze sarimsak ekstresinin bekletilmis ekstrelerle paralel etki gostermesi alliin-
allisin doniistimiiniin ¢ok hizli gergeklestigini diisiindiirmektedir. Preparatlarin tiimii
siiperoksit radikaline karsi, diger reaktif oksijen tiirlerine oranla etkisiz kalmistir. Bu
durum bekledigimiz bir sonug¢ degildir. Ancak 6zellikle 8-OH-dG olusumu {iizerine
tiim sarimsak preparatlarinin inhibe edici etkisi kanserden korunmak amaciyla besin
secimi  konusunda sarmmsagin 6zel bir yere sahip olmasi gerektigini

diistindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser hastaligi tiim diinyada biitiin 6liim nedenleri arasinda koroner arter
hastaliklarinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda,
tim kanserlerin olusum siirecinde ¢evresel etkenler, genetik ve diyetin 6nemli rol
oynadig1 ortaya koNmustur. Ozellikle sanayilesmis sehirlerde yasayan insanlarin
giinliik yasamlar1 sirasinda farkinda olmadan giiclii kimyasal etkilere sahip kimyasal
maddelere maruziyeti s6z konusudur. Sigara, asfalt buhari, eksoz dumani, ¢ok kere
kullanilmis kizartma yaglar1 icerisinde tespit edilen 7,12-DMBA, PAH gurubu
karsinojen ajanlardan bir tanesidir ve pek cok insan giinliik yasamlar1 sirasinda bu

kimyasala maruz kalmaktadir.

Kanserden korunmada en etkili faktorlerden bir tanesi beslenme
aliskanliklaridir. Diyetlerinde sebze agirlikli besinlere 6nem veren, antioksidan
icerikli gidalar1 daha yogun tiiketen bolgelerde yasayan insanlar kanser ve oksidatif
stres ile iligkili hastaliklara daha az yakalanmakta ve bu bélgelerde insanlar1
ortalama yasam siireleri de daha uzun olmaktadir. Sarimsak, ylizyillardan beri tibbi
bitkiler arasindaki yerini ve dnemini koruyan, pek ¢ok toplumda koruyucu ve tedavi
edici etkileri nedeniyle yaygin bir sekilde tiiketilen, antioksidan icerigi zengin bir
besin maddesidir. Antioksidan sistemi destekledigi pek cok bilimsel ¢alisma ile

ortaya konmustur.

Calisma bulgularimizin tiimiiyle gz oniine alindiginda gii¢lii bir karsinojen
ajan olan 7,12-DMBA enjeksiyonu rat karacigerinde 6nemli dlciide oksidatif strese
neden olmaktadir. Koruyucu amacl kullanmis oldugumuz sarimsak preparatlarinin
timii olusan oksidatif hasar1 onleyici etki gostermistir ancak bekletilmis sarimsak
ekstresi baz1 parametreler agisindan en gii¢lii antioksidan koruyuculuga sahiptir. Bu
baglamda kanserden korunmak amaciyla sarimsak igerikli besin maddelerinin
diizenli olarak tiiketilmesi hem antioksidan enzim sistemini destekleyerek hem de

DNA biinyesinde olusan oksidatif baz hasarlarini1 6nleyerek etkili olacaktir.
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