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Sizma Zeytinyag Fenoliklerinin insan Periferik Kan Mononiikleer
Hiicrelerinde Oksidatif Mitokondriyal ve Niikleer DNA Hasarima Karsi
Etkisi
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Makale Tarihgesi Oz — Son yillarda, zeytinyagimin faydah etkilerinin sadece yiiksek oleik asit igerigiyle iliskili degil, ayn1 zamanda

Génderim:  03.02.2020 igerdigi fenolik bilesenlerin antioksidan aktivitesiyle de iliskili oldugu kanitlanmstir. Bu galigmada, sizma zeytinyagi
fenolik ekstraktinin (ZFE), insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinin (PKMH) niikleer ve mitokondriyal DNA'sin-

Kabul: 19.08.2020 daki bazal DNA hasari ve oksidatif stres kaynakli DNA hasar tizerindeki etkisi incelendi. Hiicreler, 35 yasindaki
Yayim: 29.12.2020 saglikli iki erkek ve iki kadin goniilliiniin kan 8rneklerinden izole edildi. Hiicrelere diyetle alinabilecek ve sitotoksik

etkisi olmayan ZFE konsantrasyonlari ile 6n-uygulama yapildi. Hiicreler tizerinde oksidatif stres olugturmak igin 30
Aragtirma Makalesi dakika hidrojen peroksit (H,O,, 200 uM) ile uygulama yapildi. DNA hasarlar1 gene-6zgiit QPCR ydntemi ile 6lgiildii.

Hiicrelere ZFE ile 6n uygulama yapilmasi her iki genomdaki bazal DNA hasar seviyesi tizerinde olumsuz bir etkiye
neden olmadi. H,O; ile olusturulan oksidatif stres, nDNA (niikleer DNA) (1.43 hasar/10kb) ile kargilagtirildiginda
mtDNA'da (mitokondriyal DNA) (2.76 hasar/10kb) iki kat daha fazla hasara neden oldu. Bununla birlikte, oksidatif
stres 6ncesi ZFE ile 6n-uygulama yapilmasi hem mtDNA hem de nDNA iizerinde koruyucu etki géstermedi. Sonugta,
sizma zeytinyagi tiiketimi sonras1 doku ve vaskiiler sistemde bulunabilecek iki farkli fenolik ekstrakt konsantrasyo-
nunun, insan PKMH’lerde oksidatif DNA hasarlarin1 dnleyici bir etkiye sahip olmadig belirlendi. Bu sonuglar, zey-
tinyaginin sindirim sistemi {izerinde daha fazla sahip oldugu bilinen faydal1 etkisinin tiiketiminden hemen sonraki
daha yiiksek konsantrasyonlarindan kaynaklanabilecegini isaret etmektedir.
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Article History Abstract — In recent years, evidence has accumulated that the beneficial effects of olive oil are related to not only its
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(H202, 200 uM) for 30 minutes. The DNA damages were measured by gene-specific QPCR method. Pretreatment
with VOPE did not change the level of basal DNA damage in both mitochondrial DNA (mtDNA) and nuclear DNA
(nDNA). H,O-induced oxidative stress caused two-fold higher DNA damage in mtDNA (2.76 lesions/10kb) than
nDNA (1.43 lesions/10kb). However, VOPE treatment before oxidative stress did not show any protective effects on
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1. Giris

Zeytinyagi, degerli bir dogal fenolik bilesik kaynagi ve ayrica Akdeniz diyetinin en 6nemli bilesenidir.
Zeytinyagiin antioksidan kapasitesi, yagin fenolik bilesiklerinin miktar1 ve igerigi ile yakindan iliskilidir
(Gorzynik-Debicka vd., 2018). Bazi g¢alismalar, zeytinyaginin oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin
oncelikle dogrudan antioksidan etki yoluyla ve ayn1 zamanda dolayli olarak bazi genlerin anlatiminin ve bazi
antioksidan enzimlerin aktivitesinin dilizenlenmesini igeren mekanizmalar yoluyla ortaya ¢iktigim
gostermektedir (Konstantinidou, Covas, Sola, ve Fitd, 2013). Fakat zeytinyaginin insan sagligi tizerindeki
faydalar ile ilgili deneysel ¢alisma sonuglarina ragmen, zeytinyagi tiiketiminin yararlarina dair biyolojik
mekanizmalar halen tartigmalidir (Fitdo vd., 2007). Fenolik bilesiklerin hiicreleri oksidatif stresin yikici
etkilerine karsi korudugu; ayrica anti-kanserojen, antihipertansif, antitrombotik, antioksidan ve
antienflamatuvar aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (Buckland ve Gonzalez, 2015).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) viicudumuzda gesitli endojen siireglerle ve farkli fizikokimyasal kosullara
veya patofizyolojik durumlara maruz kalmanin bir sonucu olarak iiretilen, kimyasal olarak reaktif
molekiillerdir (Devasagayam vd., 2004). ROT lipidlerde, proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasara yol agar.
Memeli hiicresindeki biri ¢ekirdekte ve digeri mitokondride bulunan DNA molekiilleri, yasamin siirekliligi
icin gereklidir. ROT, DNA'da bazsiz bolgeler, oksitlenmis bazlar, tek/cift zincir kiriklar1 gibi birgok DNA
hasar1 tiirtine neden olur (Kryston, Georgiev, Pissis, ve Georgakilas, 2011). Niikleer ve mitokondriyal
genomlarda oksidatif hasar birikiminin yaglanma siirecinde ve yasa bagl hastaliklarin gelisiminde 6énemli bir
rol oynadig1 bilinmektedir (Jang ve van Remmen, 2009). Ayrica, DNA hasarlar1 bazi kanserlerin geligimi ile
de yakindan iligkilidir (Bishop vd., 2015).

Zeytinyagimin fenolik bilesiklerinin yaglanma, dejeneratif hastaliklar ve kansere karst korunmada katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bulgularin ¢ogu zeytinyagi tiiketiminin meme kanseri ve sindirim sistemi
kanserleri riskini azaltabilecegini ortaya koymustur (Buckland ve Gonzalez, 2015). Ancak olasi mekanizmalar
tam olarak anlagilamamistir. Zeytinyaginin koruyucu etkilerinin kanserlesme siirecinin farkli asamalari ile
iliskili olabilecegi kabul edilmektedir (Romani vd., 2019). Onceki galismalarda, bazi fenoliklerin ve zeytinyagi
ekstraktinin niikkleer DNA'y1 hasara kars1 koruyabilecegi ileri siiriilmiistiir (Weinbrenner vd., 2004; Salvini vd.,
2006; Fabiani vd., 2008). Ancak bu galismalarin ¢cogunda, tek hiicreli alkalin jel elektroforezi (COMET analizi)
yontemi kullanilarak sadece niikleer DNA'daki zincir kiriklar1 ve bazt DNA onarim iiriinleri 6l¢iilmiistiir.

Zeytinyagi fenolikleri tarafindan oksidatif DNA hasarinin azaltilmasi/6nlenmesi, zeytinyaginin olasi kanser
Onleyici etkisinin altinda yatan bir mekanizma olabilir. Bu nedenle, ¢aligmamizda zeytinyagi fenolik
bilesiklerinin normal insan hiicrelerinin hem niikleer DNA (nDNA)’s1 hem mitokondriyal DNA (mtDNA)’s1
tizerindeki potansiyel koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Sizma Zeytinyagindan Toplam Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Sizma zeytinyagi, Canakkale'de yerel bir marketten satin alindi. Toplam fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu,
Nousis ve digerleri (2005) tarafindan tarif edilen yonteme gore gergeklestirildi. Elde edilen sizma zeytinyagi
fenolik ekstrakti (ZFE), DMSO igerisinde ¢oziindiiriildii ve -20 °C'da saklandi. Ekstraktin toplam fenolik ige-
rigi Ragazzi ve Veronese (1973) tarafindan tarif edilen yontem kullanilarak 6l¢iildii ve fenolik miktart; kg
zeytinyag1 basina mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edildi.

2.2. Katihmcilar

Bu ¢aligma Helsinki Bildirgesine uygun olarak yapilmistir. Calismaya; Akdeniz'e 6zgii diyet ile beslenen,
sigara igmeyen, ylksek kolesterol, hipertansiyon oykisii, diyabet, kanser veya diger énemli kronik hastali
durumlari olmayan, antioksidan, vitamin veya baska bir ilag kullanmayan saglikli 2 erkek ve 2 kadin goniilli
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birey katilimci olarak dahil edildi. Calisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Etik Kurulu tarafindan onay-
lanmigtir.

2.3. Insan Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinin (PKMH) izolasyonu

PKMH'ler goniillii bireylerden alinan taze, heparinize edilmis tam kanlardan ficol-hypaque gradiyent sant-
rifij yontemi ile elde edildi ve ti¢ kez fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, pH 7.4) ile yikandi (Gill, 2019). Yeni
izole edilmis PKMH'ler, antibiyotik/antimikotik karigimi [streptomisin (100 pg / ml), penisilin (100 U/ml),
amfoterisin B (0.25 pg/ml)] ve %10 (h/h) fetal sigir serumu (FBS) ile zenginlestirilmis besi ortaminda (RPMI
1640) siispanse edildi. Hiicreler %5 CO2, %95 hava atmosferi icinde 37 °C'da 1.5 saat adapte olmalar1 i¢in
inkiibe edildi. Hiicrelerin canlilig1 tripan mavisi teknigi ile (>%95 olarak) belirlendi. Hiicreler tripan mavisi
¢ozeltisi (%0.4) ile 1:1 (h:h) oraninda seyreltildi ve hemositometre ile sayildi. Hiicre yogunlugu, 2x10°
hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi ve bu hiicre siispansiyonu deneyler i¢in kullanildi.

2.4. PKMH'lere ZFE ve H,0; Uygulamasi

PKMH siispansiyonu, %10 FBS ile zenginlestirilmis besi ortaminda ZFE’nin 2 farkli konsantrasyonu (15
ug/ml, 25 pg/ml) ve DMSO (%0.5) ile 37 °C'da 3 saat uygulamaya tabi tutuldu. Hiicrelere uygulanan ZFE
konsantrasyonu, zeytinyagi tiiketimi sonrast doku ve vaskiiler sistemde bulunabilecek konsantrasyon araligi
referans alinarak segildi (Rubio vd., 2012). Uygulanan ZFE konsantrasyonlarinin hiicre canliligi izerindeki
etkisi tripan mavisi teknigi ile 6l¢iildii. Herhangi sitotoksik bir etki géstermedigi belirlendikten sonra diger
analizler i¢in bu konsantrasyonlar kullanildi. Hiicreler santrifiij (3000 g) ile toplandi ve PBS ile yikandi. Hiic-
reler lizerinde oksidatif stres olusturmak i¢in standart inkiibasyon kosullarinda 30 dakika boyunca 200 uM
H>0; ile uygulama yapildi. H.O-, PBS ile seyreltildigi igin kontrol olarak PBS kullanildi (Aebi, 1974). Uygu-
lama siiresinin sonunda, hiicreler santrifiij ile topland1 ve PBS ile yikandi. Elde edilen hiicre peleti genomik
DNA izolasyonunda kullanildi.

2.5. DNA izolasyonu

Toplam genomik DNA, iireticinin protokoliine gére PureLinkTM Genomik DNA izolasyon Kiti (Invitro-
gen, ABD) ile izole edildi. izole edilen yiiksek molekiiler agirlikli hiicresel DNA’larin konsantrasyonlar: Qu-
ant-iT™ dsDNA Yiiksek Hassasiyetli Test Kiti ve Qubit™ florimetre (Invitrogen, ABD) kullanilarak 6l¢iildii.

2.6. DNA Hasarmin Belirlenmesi

DNA hasarinin belirlenmesinde Erol, Arda ve Erdem (2012) tarafindan tarif edilen yontem kullanildu.
nDNA’da yer alan APEX1 genine ait 2082 bg’lik fragmandaki (aktif olarak transkribe edilir) ve mtDNA’nin
2232 be’lik fragmanindaki DNA hasarlar1 gene-6zgii QPCR yodntemi ile belirlendi. Internal kontrol olarak
nDNA igin 180 b¢’lik APEX gen bolgesi, mtDNA igin 160 bg bir bolge kullanildi. Aynt DNA 6rneginden
3tekrarli olarak PCR gergeklestirildi. PCR iiriinleri tris-asetat-EDTA tamponu (pH 8.0) iginde %2 (a/h) yatay
agaroz jel iizerinde 45 dakika boyunca elektroforeze tabi tutularak kontrol edildi. PCR iiriinlerinin miktar1
florometrik olarak 6l¢iildii (Quant-iT™ dsDNA Yiiksek Hassasiyetli Test Kiti®, Invitrogen). Daha sonra hasar
frenkansini belirlemek istedigimiz dizilerin PCR {iriinlerinin miktarlari internal kontrollere ait PCR iiriinlerinin
miktarlarma gore normalize edildi. Oncelikle elde edilen PCR iiriinlerinin bagil miktari belirlendi ve daha
sonra fragman basina ortalama hasar frekansi Poisson denklemi kullanilarak hesaplandi (Furda, Santos, Meyer,
ve van Houten, 2014).

2.7. istatistiksel Analizler

Her deney, 4 dondrden 3 kez (n=3) elde edilen PKMH o6rnekleri kullanilarak tekrarlandi. Deney gruplari
arasinda (GraphPad Prism, San Diego, CA) oénemli farkliliklar olup olmadigini belirlemek i¢in tek yonlii var-
yans analizi (ANOVA) ve ardisik olarak Tukey testi kullanildi.
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3. Bulgular ve Tartisma

Sizma zeytinyagi, hidroksitirosol, oleosanthal ve oleuropein gibi antioksidan fenolik bilesikler bakimindan
zengindir (Gorzynik-Debicka vd., 2018). Bu ¢alismada Folin-Ciocalteu testinden elde edilen sonuglara gore,
kullanilan sizma zeytinyagindaki toplam fenolik bilesiklerin miktar1, zeytinyaginin kg basina 104 mg GAE idi.
Montedoro ve digerleri (1992) zeytinyaglarini toplam fenolik igerigine gore li¢ gruba ayirmistir [1. grup
(50+£200 mg/kg), 2. grup (200500 mg/kg) ve 3. grup (500+1000 mg/kg)]. Bu ¢alismada kullanilmig olan
sizma zeytinyaginin fenolik igerik bakimindan birinci gruba dahil oldugu goriilmektedir.

Zeytinyag: tiikketiminin saglig1 gelistirici etkisinin, tiim bilesenlerinin sinerjistik etkisinin bir sonucu oldugu
konusunda genel bir diisiince vardir. Bu nedenle, ¢alismamizda zeytinyaginin toplam fenolik ekstraktinin
fraksiyonlamasi yapilmadan dogrudan etkinligi arastirildi. Uygulanan ZFE konsantrasyonlarinin (15 pg/ml ve
25 pg/ml) hiicre canlilig1 {izerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 belirlendi.

H>0; hiicresel metabolizma sonucunda firetilir ve metabolizmada 6nemli roller oynar (Bienert, Schjoerring,
Jahn, 2006). Fakat bunun yaninda oksidatif strese neden olabilir ve sonugta DNA da dahil olmak iizere hiicresel
makromolekiillere zarar vermektedir. Bu nedenle mevcut ¢alismada oksidatif stres ajani1 olarak H,O; tercih
edildi. Hasarli DNA driinleri, genellikle besin maddelerinin koruyucu etkisini veya ksenobiyotiklerin
genotoksisitesini incelemek icin biyobelirte¢ olarak kullanilir. Hasar frekansi, oksidatif stresin tiiriine,
seviyesine ve diger bazi faktorlere bagh olarak degisir (Kryston vd., 2011).

Niikleer ve mitokondriyal genomlar iizerindeki hasarlarin tespiti i¢in gene-6zgii QPCR yo6ntemi kullanildi. Bu
yontem, birgok DNA hasarmin Taq DNA polimerazin ilerlemesini yavaslatabilecegini veya
engelleyebilecegini temel alir (Furda vd., 2014).

Bu calismanin ilk amaci, ZFE'nin PKMH niiklear ve mitokondriyal genomundaki bazal DNA hasari tizerindeki
etkisini degerlendirmekti (Hunter, Jung, Di Giulio, ve Meyer, 2010). Bu kapsamda elde edilen veriler ZFE'nin
her iki uygulama konsantrasyonunun hiicrelerin bazal nDNA (bkz. Sekil 1) ve mtDNA (bkz. Sekil 2) hasar
frekansini etkilemedigini ortaya koydu.
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Sekil 1. ZFE ve H202'in PKMH nDNA’sindaki hasar frekansi tizerine etkileri (* Kontrol grubuna kiyasla
p<0.01) (Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir)

Caligmanin ikinci amaci ise, oksidatif stres altinda her iki genomda meydana gelen DNA hasarlarin
belirlemektir. Hidrojen peroksit tarafindan olusturulan oksidatif DNA hasarlari, QPCR analizi kullanilarak
rutin olarak tespit edilmektedir. H2O> (200 uM) uygulamasinin hiicrelerde oksidatif DNA hasar frekansini
onemli Olgiide artirdigi belirlendi (bkz. Sekil 1 ve Sekil 2). Sonuglarimiz, mitokondriyal genomun (1.43
hasar/10 kb) niikleer genoma (2.76 hasar/10kb) gore oksidatif strese belirgin sekilde daha duyarli oldugunu
dogrulamigtir (Erol vd., 2012). mtDNA, oksidatif hasara daha duyarlidir ¢iinkii mtDNA intron bolgeleri
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icermez ve yiiksek transkripsiyon seviyesine sahiptir (Cline, 2012). Hiicrelerin enerji kaynagi olan mitokondri,
homeostaz i¢in ¢ok 6nemlidir ve apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica mtDNA'daki hasarlar
hiicrede enerjinin tiikenmesine, gen ekspresyonunda degisiklige ve sonugta mitokondriyal fonksiyon kaybina
yol agar (Cline, 2012). Bu nedenle, yaslanma ve kronik dejeneratif hastaliklarda nDNA hasarlarindan ¢ok
mtDNA hasarlarinin birikimi daha énemli bir rol oynar. Calismamizda ZFE ile 6n uygulamanin, oksidatif
stresin neden oldugu nDNA hasar diizeyini azaltmaya yonelik bir egilim olusturdugu fakat bu etkinin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (bkz. Sekil 1). mtDNA iizerinde ise ZFE 6n uygulamasinin
herhangi koruyucu bir etkiye sahip olmadig1 ve hatta ¢ok kiigiik miktarda artisa neden oldugu ama bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildi (bkz. Sekil 2).
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Sekil 2. ZFE ve H,O,'in PKMH mtDNA’sindaki hasar frekansi tizerine etkileri (* Kontrol grubuna kiyasla
p<0.01) (Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir)

Zeytinyagi fenolik bilesiklerinin DNA hasarina kars1 koruyucu etkisine iligkin, in vivo ve in vitro ¢alismalar
celiskili sonuglar ortaya koymustur. Saglikli yetiskinlerde diyet, yasam tarz1 ve i¢sel kaynakl oksidatif DNA
hasar1 arasindaki iliskiyi degerlendiren bir ¢alismada, oksidatif DNA hasar1 ile sizma zeytinyagi tiiketimi
arasinda bir iligki bulunmadig1 saptanmistir (Giovannelli vd., 2002). Fakat sik sik taze meyve ve sebze
tiiketiminin ve yliksek oranda antioksidan alim1 (zeytinyagi tiiketimi) ile periferik kan hiicrelerinin DNA hasar
orani arasinda negatif korelasyon oldugu belirlenmistir (Palli vd., 2000). Diger bir ¢alismada ise COMET testi
ile saglikli postmenopozal kadinlarda yiiksek kaliteli sizma zeytinyagi (592 mg toplam fenolik/kg) aliniminin
toplam genomik DNA hasarini azalttigi belirlenmistir (Salvini vd., 2006). Ayrica, saglikli erkeklerde kisa
stireli zeytinyag tiiketimi ile DNA onarim {riinii olan 8-0kso-dG miktarinin idrardaki diizeyinin azaldig
belirlenmistir (Weinbrenner vd., 2004).

Fabiani ve digerleri (2008), sizma zeytinyag: fenolik ekstraktinin, 40 uM H»O; (30 dak.) uygulamasina
karst PKMH DNA’sin1 hasardan korudugunu 6ne siirmektedir. Bu ¢alismada kullanilan fenolik ekstrakt
konsantrasyonlarinin (~2, ~6, ~10 ve ~20 pg/ml) bizim uyguladigimiz konsantrasyonlar ile (15 pg/ ml ve 25
ug/ ml) benzer oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, fenolik ekstraktin besiyeri ortamina ilave edilmesinden
hemen sonra, hiicreler 40 uM H>O; ile muamele edilmistir. Bu nedenle, zeytinyaginin fenolik bilesikleri,
hiicrelerin i¢ine girmeden, ortamda dogrudan antioksidan aktivitesi yoluyla H.O.’e kars1 koruyucu bir etki
sergilemis olabilir. Ek olarak, bu ¢alismada kullanilan H>O; konsantrasyonu 40 uM iken, ¢alismamizda
uygulanan konsantrasyon 200 uM olup, ZFE uygulamasi bu yiiksek konsantrasyona kars1 koruyucu bir etki
gosterememis olabilir.
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4. Sonuclar

Gergeklestirilen bu caligmada, zeytinyagr toplam fenolik ekstraktinin  uygulanan  diisiik
konsantrasyonlarinin insan hiicrelerinin hem nDNA hem de mtDNA’sinda oksidatif hasara kars1 koruyucu bir
etkiye sahip olmadigi in vitro olarak ilk kez ortaya konulmustur. Calismamiz kapsaminda uygulanan (doku ve
vaskiiler sistem i¢in olas1 olan) konsantrasyonlarin koruyucu bir etki gostermek icin diisiik olabilecegi ve
DNA'y1 koruyabilecek konsantrasyonlari ancak zeytinyagi tiiketimi sonrasi bagirsaklarda bulunabilecek daha
yiiksek konsantrasyonlar olabilecegi diisiiniilmektedir (Rubié vd., 2012). Akdeniz diyeti ve zeytinyaginin
insan saglig1 tizerindeki faydalarini oksidatif stresi azaltmak yaninda; oksidatif stres ve kronik dejeneratif
hastaliklarla iligkili genlerin ekspresyonu iizerinde etki gdstererek de saglayabilecegini ortaya koyan kanitlar
mevcuttur (Konstantinidou vd., 2013; Martin-Pelaez, Covas, Fit6, KuSar, ve Pravst, 2013). Bu bakimdan
zeytinyagimin etkilerinin molekiiler mekanizmasinin anlasilabilmesi igin; farkli hiicre tiirlerinde fenolik
bilesiklerin gen ekspresyonu ve diizenlemesi {izerindeki etkileri arastiriimalidir.

Yazar Katkilari

Yazar Ozlem EROL TINAZTEPE: Calismanin tiim asamalarim gerceklestirmis ve makaleyi yazmustir.
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