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Oz

Bu ¢aligmada 4 grup olusturulmustur. Gruplar: (i) Kontrol grubu; (ii) Domates ekstrakti grubu (DE); (iii) Krom
grubu; (iv) DE + Krom grubu. S. cerevisiae kiilttrleri 1 saat, 3 saat, 5 saat ve 24 saat boyunca 30 °C'de
gelistirildi. Hiicre gelisimi ve lipit peroksidasyonu MDA (malondialdehit) analizleri spektrofotometre ile
belirlendi. Total protein degisiklikleri SDS-PAGE elektroforezi ile tespit edildi ve Bradford metodu ile
hesaplandi. Elde edilen sonuglara gore; krom grubu ile kiyaslandiginda hiicre gelisimi ve total protein sentezi,
DE’ de (1, 3, 5 ve 24 saat) artarken, MDA seviyesinde azalig gostermistir. Sonug olarak DE’nin S. cerevisiae
kiiltirinde oksidatif hasar1 azaltmasinin yani sira, hiicre bilyiimesini ve total protein sentezini tesvik edici bir
role sahip oldugunu soyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, SDS-PAGE, Domates ekstrakti, Krom, protein, oksidatif hasar

The Protective Effect of Tomato Extract Against to Chromium-Induced Damage in
Saccharomyces cerevisiae

Abstract

In this study 4 groups were formed. Groups: (i) Control group; (ii) Tomato extract Group (DE); (iii) Chromium
group; (iv) Tomato extract + Chromium group. S. cerevisiae cultures were developed at 30 ° C for 1 hour, 3
hours, 5 hours and 24 hours. Cell development and lipid peroxidation MDA (malondialdehyde) analyzes were
determined by spectrophotometer. Total protein changes were determined by SDS-PAGE electrophoresis and
calculated by the Bradford method. According to the results, cell development and total protein synthesis
increased in the Tomato extract + Chromium group (1, 3, 5 and 24 hours) and MDA level decreased compared
to the chromium group. As a result, tomato extract has a role in promoting cell growth and total protein synthesis
as well as reducing oxidative damage in S. cerevisiae culture.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, SDS-PAGE, Tomato extract, Chromium, Protein, Oxidative damage

1. Giris
Son yillarda yapilan ¢aligmalarda degisik
meyve ekstraktlarimin farkli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisine katki sagladigi
belirtilmistir (Park vd., 2014). Fenolik
bilesikler, domates ve domates iirlinlerinde
cok fazla bulunmakla birlikte c¢esitli
hastaliklara karsi korunma saglamaktadir.
Domates besin bilesimi  bakimimndan

*Sorumlu Yazar: aaslan@firat.edu.tr

karbohidrat (% 3), protein (% 12), lipit (%
1), mineraller (kalsiyum, magnezyum,
fosfor, potasyum, sodyum, c¢inko) ve
vitamin (A ve C vitaminleri) icermektedir.
Domates ve domates tiirevli {riinlerin
antioksidan, antienflamatuar ve antikanser
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica hiicreler arasi iletisim, metabolik ve
immiin sistemin diizenlenmesinde onemli
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bir role sahiptir. Buna ilave olarak
domatesin  lipit  peroksitlerin  serum
seviyeleri ve diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) oksidasyonu {izerindeki olumlu
etkiye sahip oldugu g¢esitli caligmalarla
belirlenmistir (Salehi vd., 2019). Reaktif
oksijen tiirleri (ROS); niikleik asit, protein,
yag ve karbonhidratlari etkileyebilmektedir.
Oksidatif hasar antioksidan savunma ile
onlenmektedir. Ancak antioksidan savunma
sistemi  yetersiz  kaldiginda, hiicrede
oksidatif hasar olmaktadir (Aslan vd.,
2017). Hiicresel antioksidan savunma
mekanizmalart ROS'u etkili bir sekilde
ortadan kaldiramadiginda oksidatif strese
yol  acmaktadir. Hidrojen  peroksit,
lipidlerin, proteinlerin ve DNA'nin geri
doniisiimsliz hasarma yol agarak hiicre
organellerinin islevsizligine neden
olmaktadir. Kanser, arteriyoskleroz, diyabet
ve norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok
hastaligin  gelismesine neden oldugu
bilinmektedir (Jacewicz vd., 2017). S.
cerevisiae’nin genetik yapis1 bilindiginden
dolay1 bilimsel ¢alismalarda model olarak
kullanilmaktadir (Aslan vd., 2017).

Bu c¢alismada S. cerevisiae Kkiiltliriine
hidrojen  peroksit uygulanarak  hasar
olusturulmus ve bu canlidaki domatesin
hiicre bliyiimesine kars1 etkileri
incelenmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Arastirma Gruplan

Bu calismada 4 grup olusturulmustur.
Gruplar: (i) Kontrol Grubu; (ii) Domates
ekstrakti Grubu (DE): Domates (% 10)
verilen grup; (iii) Krom Grubu: Krom (10
milimolar) verilen grup; (iv) DE + Krom
Grubu: DE (% 10) + Krom(10 milimolar)
verilen grup. Sterilizasyondan hemen sonra,
DE (% 10) ve Krom (10 milimolar),

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)
kiiltiirlerine eklenmis ve kiltiirler, 1 saat, 3
saat, 5 saat ve 24 saat boyunca (gece
boyunca) 30° C'de gelistirildi. S.
cerevisiae'min gelisim ortami: Mayalarin
gelistirilmesi ve c¢ogaltilmasi i¢in, YEPD
(50 mL i¢in; 1.5 g maya 6ziiti, 1.5 g tripton,
1.5 g glukoz) ilave olarak S. cerevisiae'nin
biliylimesi ve ¢ogaltilmasi i¢in DE eklendi
ve gelistirildi.  Sterilizasyondan sonra
numune Ornekleri 1 saat, 3 saat, 5 saat ve 24
saat boyunca (gece boyunca) 30° C'de
gelistirildi (Aslan vd., 2017).

2.2. Kiiltiire domates ekstrakti ve krom
kimyasali uygulanmasi

Domates (% 10) ve Krom (10 milimolar) S.
cerevisiae ortamina eklendi ve 30° C'de
gelistirildi. Krom; Krom grubu (10
milimolar) ve domates (% 10) + Krom (10
milimolar) grubuna eklendi.

2.3. Hiicre Gelisimi Olciimleri

Kiiltlr 6rnekleri 1 saat, 3 saat, 5 saat ve 24
saat boyunca (gece boyunca) 30° C'de
gelistirildi ve 600 nm dalga boyunda
spektrofotometre kullanilarak  Glgitimleri
yapildu.

2.4. SDS- PAGE (Sodyum Dodesil
Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez)
Analizi

S. cerevisiae kiltiirlerinin 6rnekleri, SDS-
PAGE i¢in hazirlandi. Sonra protein
ornekleri SDS PAGE ile analiz edildi. Jel
goriintiileri  alimarak gruplar arasindaki
protein bantlart incelendi (Laemmli, 1970).

2.5. MDA (Malondialdehit) Analizi

MDA tayininde, gruplardan 200 pl 6rnek
almarak % 8,1 SDS’ten 200 pl ilave
edilmistir. % 20’lik asetik asit’ten (pH: 3,5)
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1,5 ml ve % 0,8’lik (pH: 3,5) TBA’dan 1,5
ml eklenerek son hacim 4 ml olacak sekilde
distile su eklenmistir. Daha sonra 95°C
sicaklikta kaynar su banyosunda 1 saat
beklenecek ve ardindan sogutularak 1 ml
distile su 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-
butanol-piridin ~ karistmindan  eklenip
vortekslenmistir. 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildikten sonra {istteki organik
tabaka alinip 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik  olarak  Olglilmiistiir.
Sonuglar nmol/ml olarak kaydedilmistir
(Ohkawa vd., 1979; Aslan vd., 2018).

2.6. istatistiksel Analizler

Biitiin veriler SPSS 22 paket programinda
varyans analizi ile degerlendirilmistir.
Gruplar i¢i farkliliklar1 belirlemek i¢in One
Way Anova Post Hoc Tukey ve LSD testleri
uygulanmistir.  Yapilan  istatistiklerin
giivenirliligi acisindan Ol¢limler en az 3

tekrar olacak sekilde yapilmstir.
3. Tartisma ve Sonug¢

Bu calismadan elde edilen sonuclarin
mevcut literatiire onemli katkilar sunacagini
diistintiyoruz. Sekil 1’e gore farkli gelisim

zamanlar1 olan gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugu gozlenmektedir (p< 0,05).
Kiiltir ~ ortamma  aktarilan  domates
ekstraktinin  (DE),
etkisine karst hiicre gelisimini arttirdigt

kromun olumsuz

gorilmiistiir.
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Sekil 1. S. cerevisiae’ nin domateste farkli
saatlerdeki hiicre gelisimi

Tablo 1, Tablo 2, Sekil 2, Sekil 3 ve 4’de
verilen total protein sonuglari
incelendiginde, DE’nin, S. cerevisiae’de
protein sentezini tesvik ettigini
soyleyebiliriz. Ozellikle krom grubu ile
kiyaslandiginda DE (% 10) + Krom (10
milimolar) grubunda yiiksek oranda arttigi
goriilmektedir.

Tablo 1. Bradford Pelet Total Protein Yogunluklar

GRUPLAR (Pelet)

Total Protein Yogunlugu (png/ml)

Kontrol
DE
Krom

DE + Krom

120,33 + 4,042
113,37 £2,07°
37,19 + 3,06°

87,26 +3,01°
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Tablo 2. Bradford Siipernatant Total Protein Yogunluklari

GRUPLAR (Siipernatant) Total Protein Yogunlugu ( pg/ml)
Kontrol 29,02 £2,002
DE 29,03 +2,012
Krom 22,02 £2,00°
DE + Krom 26,35 +2,08°

0,02
0,018
0,016
0,014
0012

0,01
0,008
0,006
0,004
0,002

y=0,0017x + 0,010
RIz07768 ¢

Absorbans (ODzgz)
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Protein Yogunlugu (ug/ml) BSA
0 - T I
. S K <
Sekil 2. Bradford BSA (bovine serum e «° eﬁ-‘o
: . S
albumin) Standart Grafigi Gruplar

Bradford siipernatant total protein yogunluklan (pg/ml)
N
(=]
|

=
% Sekil 4. Gruplar arasi siipernatant total
% 150 protein yogunluklari
€ oo = N Tablo 3, Sekil 5 ve Sekil 6°da verilen MDA
'S seviyelerini inceledigimizde; krom
o
- o grubunda MDA  seviyesinin en yiiksek
s oldugu, DE (% 10) + Krom (10 milimolar)
z o grubunda ise anlamli bir sekilde azaldigi
o I T
= &@\ g Q_‘o“\ @o@ gozlemlenmistir.
g &
@ Gruplar Tablo 3. MDA diizeyleri
. . GRUPLAR MDA diizeyleri
Sekil 3. Gruplar arasi pelet total protein (nmol/ml)
sunlukl
yoguiRan Kontrol 1,11 +£0,02°¢
DE 0,09 + 0,05°
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Krom 2,89 + 0,032
DE + Krom 2,25+0,01°

a-c: Sttunlarda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark
onemlidir (p < 0,05). One- Way ANOVA Post Hoc
LSD Testi

06
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Sekil 6. Gruplar arast MDA diizeyleri

Sekil 7'deki SDS-PAGE jel gorintiisii
incelendiginde; protein  yogunlugunun,
krom grubuna kiyasla DE (% 10) + Krom
(10 milimolar) grubunda yiiksek oranda
arttig1 gdzlenmektedir.

Sekil 7. SDS- PAGE Pelet Protein
Bantlar1. Bantlar 1: Marker; 2: Kontrol; 3:
DE; 4: Krom; 5: DE + Krom

Bu calisma sonucunda, domatesin kromun
olumsuz etkilerine ragmen S. cerevisiae’nin
gelisimini arttirdig1 sonucuna varilmstir.
Aslan vd. (2014a), S. cerevisiae’de farkli
seker kaynaklarinin bazi vitaminlerin ve
yag asitlerinin sentezinde degisikliklere
neden oldugunu belirtmislerdir. Aslan ve
Can (2015a), tizim ekstraktinin  S.
cerevisiae kiiltiiriinde oksidatif hasari
azaltarak hiicre Dbiiylimesini arttirdig1
sonucuna  varmiglardir. Karatay  vd.
(2014a), bademin yag asidi ve protein
icerigi bakimindan insan saglig1 i¢in faydali
oldugu sonucuna varmislardir. Aslan ve
Can (2015b), portakal suyunun S.
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cerevisiae’de oksidatif hasar1 azaltmasinin
yani sira hiicre biiylimesini ve protein
sentezini arttirmada koruyucu bir role sahip
oldugunu belirtmiglerdir. Soquetta vd.
(2016), kivi
mikroorganizmalarin proliferasyonu
azalttigini tespit etmislerdir. Aslan (2015),
farkli  meyve sular1 ve  bunlarin
kombinasyonlarinin, S.  cerevisiae’de
oksidatif hasar1 azaltma ve hiicre
biliylimesini arttirmada koruyucu bir rolii
oldugunu vurgulamigtir. Park vd. (2014),
kivi  ekstraktinin  farkli  hastaliklarin

meyvesinin bazi

inhibisyonunda ve tedavisinde etkili oldugu
sonucuna varmislardir. Aslan vd. (2017),
Kivi  ekstraktinin  antioksidan  6zelligi
sayesinde S. cerevisiae’de oksidatif hasar1
azaltarak, hiicre biiylimesini arttirdigini
belirtmislerdir. Wang, vd. (2017), kivi
meyvesinin antioksidan ozellige sahip
oldugunu ve insan sagligi agisindan
koruyucu oldugunu ortaya koymuslardir.
Aslan vd. (2014b), nar suyunun S.
cerevisiae biiyiimesi tizerinde koruyucu bir
role sahip oldugunu belirtmislerdir. Gok
(2017), CCly ile karaciger hasar1 olusturulan
siganlarda Ellagik asit’in (EA) koruyucu
etkisini aragtirmistir. Karaciger dokusunda,
EA verilen gruplarda MDA seviyesinin
distiigiini ve CCls gruplarinda MDA
seviyesinin en yiiksek diizeye ulagtigini
ortaya koymuslardir. Pan vd. (2018),
endojen likopenin asetik asitin neden
oldugu hiicre i¢i ROS seviyesini azalttig1 ve
hiicre  biiylimesini  arttirdigin1  tespit
etmislerdir. Alugoju vd. (2018), quersetinin
S. cerevisiae’yi apoptotik hiicre 6liimiinden
korudugu ve hiicre canliligini arttirdigin;
Vazquez vd. (2017), melatonin, S.
cerevisiae' de hidrojen peroksitin
neden oldugu oksidatif stres hasarini azaltti
g1 Dbelirtmiglerdir. Aslan (2018), dut
ekstraktinin S. cerevisiae’de H2O> hasarina

kars1 onemli derecede koruma saglayarak
hiicre biiytimesini arttirdigini belirtmistir.

Bu sonuglar degerlendirildiginde; domates
ekstraktinin ~ S.  cerevisiae'de  kromun
olusturdugu oksidatif hasara karst etkili
oldugunu, total protein sentezini tesvik
ettigi, hiicre gelisimini arttirdigini, hiicreyi
oksidatif = hasara  karsi
sOyleyebiliriz. Bu bulgularin, hayvanlar ve

korudugunu

insanlar lizerinde de yapilacak olan
calismalar1 destekleyecegini ve benzer
sonuclar alinacagini umuyoruz.
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