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OZET

CAPPARIS OVATA'DAN IZOLE EDILEN BAZI BILESIKLERIN IN-VITRO
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YUKSEK LiSANS TEZI
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PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF.DR. ALAATTIN SEN))

DENIZLI, MART - 2019

Enflamasyon, enfeksiyon ve doku hasarina karsi hiicresel ve humoral
diizeyde olusan giiglii bir fizyolojik cevaptir ve kanser dahil ¢ok c¢esitli
hastaliklarin baslama ve ilerleme sireclerinde kritik rol oynar. Enflamasyon
slirecinde hasarli dokularda tiretilen asir1 nitrik oksit tiretiminden makrofaj kokenli
INOS enzimi sorumludur. RAW 264.7 hicrelerine lipopolisakkarit (LPS)
uygulanmasi, iNOS ekspresyonunda ve nitrik oksit sentezinde artisa neden olur.
Nitrik oksit, iNOS tarafindan asir1 miktarda tiretilir ve karsinogenez, ateroskleroz,
otoimmiin hastaliklar, astim, artirit, multiple skleroz, kolit, noérodejeneratif
hastaliklar, tiimor gelisimi ve septik sok gibi pek ¢ok patolojik siirecte merkezi rol
oynar. iNOS inhibitorlerinin, osteoartirit, deneysel otoimmin miyokardit, multipl
skleroz ve septik sok gibi pek c¢ok hastalifin patolojisinde olumlu rol
oynamaktadir. iNOS enzim aktivitesinin inhibisyonu pek ¢ok hastaligin
tedavisinde onemli yer tutar. Bu calismada, Capparis ovata’dan izole edilen
ursolik asit, beta- sitosterol, olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat ve rutin
bilesiklerinin nitrik oksit sentezi Uzerindeki etki mekanizmasinin, indiklenebilir
nitrik oksit sentaz enzimi (iNOS) ve NFxB yolagi iizerinden arastirilmasi
amaglandi. Bu amagla, RAW 264.7 ve HEK293T hiicre serileri secildi.
Hiicrelerin, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmasi iNOS sentezinde artis ve NFxB
yolaginda aktivasyon sagladi. Bu uyarilmis hiicre sisteminde, ursolik asit, beta-
sitosterol, olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin, NF-xB
yolagr aracilifiyla iNOS sentezi iizerindeki etkileri ortaya kondu. Griess
metoduna gore uyarilmis hiicrelerin hiicre dis1 siipernantlarinda nitrit miktar
Olciimii yapildi ve ursolik asit, olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat ve rutin
bilesiklerinin uygulanmast sonucunda hiicrelerde 6l¢iilen nitrit miktarinin, sadece
LPS ile uyarilmis olan hiicrelerde 6lgiilen nitrit miktarma gore onemli Olciide
azaldig1 gorildii. Aym1 zamanda NFxB plazmidi transfekte edilmis ve LPS ile
uyarilmis olan hiicrelerde NF-kB yolaginda gbzlenen artisin secilen bilesikler ile
inhibe edilebiliyor omasi da bu ilesiklerin iyi bir anti-enflamatuvar etkiye sahip
bilesikler oldugunu destekledi. Sonug olarak, 6zellikle OPC bilesiginin dogal bir
anti-enflamtuvar ajan olarak kullanilabilecegi gosterildi.

ANAHTAR KELIMELER:Capparis ovata, Enflamasyon, NF«B, Nitrik Osksit,
INOS



ABSTRACT

INESTIGATION OF THE IN VITRO ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS
OF SOME COMPOUNDS ISOLATED FROM CAPPARIS OVATA
MSC THESIS
HAJARAT ABILO ALFA
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BiOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. ALAATTIN SEN))
DENIZLi, MARCH 2019

Inflammation is a strong physiological response at the cellular and humoral
level against infection and tissue damage and plays a critical role in the initiation
and progression of a wide variety of diseases, including cancer. In the process of
inflammation, the INOS enzyme of macrophage origin is responsible for the
production of excess nitric oxide produced in the damaged tissues. Application of
lipopolysaccharide (LPS) to RAW 264.7 cells results in an increase in iNOS
expression and nitric oxide synthesis. Nitric oxide is produced in excess by iNOS
and plays a central role in many pathological processes such as carcinogenesis,
atherosclerosis, autoimmune diseases, asthma, arthritis, multiple sclerosis, colitis,
neurodegenerative diseases, tumor development and septic shock. iNOS inhibitors
play a positive role in the pathology of many diseases such as osteoarthritis,
experimental autoimmune myocarditis, multiple sclerosis, and septic shock.
Inhibition of INOS enzyme activity plays an important role in the treatment of
many diseases. The aim of this study is to investigate the effect of ursolic acid,
beta-sitosterol, olean-12-en-28-ol, 3p pentakosanoat e and routine compounds
isolated from Capparis ovata on nitric oxide synthesis by the inducible nitric oxide
synthase enzyme (iNOS) and the NFxB pathway. For this purpose, RAW 264.7
and HEK293T cell lines were selected. The stimulation of macrophage cells by
lipopolysaccharide (LPS) increased the synthesis of iINOS and activation in the
NF«B pathway. In this induced macrophage cell system, the effects of ursolic acid,
beta-sitosterol, olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat e and routine compounds on
INOS synthesis via the NFxB pathway were demonstrated. According to the
Griess method, nitrite levels were measured in extracellular supernatants of
excited cells. As a result of the application of ursolic acid, olean-12-en-28-ol, 3
pentakosanoat e and routine compounds, the amount of nitrite measured in the
cells was significantly reduced compared to the amount of nitrite measured only
in LPS- stimulated cells. It was also concluded that the increase in the NF«xB
pathway in cells with NFxB plasmid transfected and stimulated with LPS was
inhibited by the selected compounds, supporting that the compounds have a good
anti-inflammatory effect. As a result, it has been shown that, in particular, the
OPC compound can be used as a natural anti-inflammatory agent.

KEYWORDS: Capparis ovata, Inflammation, NF«B, Nitric oxide, iNOS
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1. GIRIS

1.1  Enflamasyon

Konake1 i¢in koruyucu bir strateji olan enflamasyon, doku hasar1 gibi hiicresel
homeostazin biitiinliigiinii tehdit eden herhangi bir zararli etkiye karsin hiicrenin
hayatta kalmasin1 saglayan bagisiklik sisteminin dnemli bir yanitidir (Fujihara ve
dig., 2003). Bu yanitin uzun siire kontrolsiiz devamliligi konak¢1 i¢in zararh
sonuclar olusturabilir. Hiicresel fizyolojinin korunmasinda yararli roliiniin aksine,
olumsuz kosullarinin herhangi bir sekilde ortaya c¢ikmasini 6nlemek icin
enflamatuvar yanitin siki kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir (Medzhitov.,
2010). Romatoitartrit, otoimmun hastaliklar ve kanser dahil olmak tiizere ¢ok
cesitli hastaliklarin patogenezinde kontrol edilemeyen enflamasyon 6nemli rol
oynar (Kumar ve dig., 1992). Notrofil ve monositler basta olmak {izere 16kositlerin
birikimi enflamatuvar reaksiyonun en &nemli o6zelligidir. Her ne kadar gesitli
tipteki hicreler (fibroblast, endotel ve epitel hicreleri gibi) enflamatuvar
reaksiyona dahil olsalar da, makrofajlarin pro-enflamatuvar mediyatorlerin

tiretimini diizenlemede merkezi bir rol oynadig: bilinmektedir (Aktan., 2004).



Inflamasyon

Fiziksel, kimyasal bir ajan ya da patojenik bir mikroorganizma sebebiyle
meydana gelen doku yaralanmasi

Klical Kilcal Beyaz kan : Sistemik

genigleme gegirgenliginin  hiicrelerinin cevap
artmasi bolgeye

cekilmesi

Ates, beyaz
kan hiicrele
Kan akisinin salgilar Beyaz kan
artmasi g hiicrelerinin sayisi artisi
yaralanmis

bolgeye gogi

Ates, Agri, Kizariklik, Hassasiyet, Siskinlik

Sekil 1. Inflamasyon olusumu (Mintern ve Villadangos, 2012).

Enflamatuvar uyaranlar, dogal ve adaptif bagisiklik sistemlerinin hiiclerleri
tarafindan “Pattern-recognition receptors (PRR)” ad1 verilen spesifik transmembran
reseptorler vasitasiyla konakgr hiicreler tarafindan tanmirlar. PRR'ler viriis ve
mikroorganizmalarin varhiginin veya herhangi bir hicresel hasarin tespitinden
sorumlu olan reseptorlerdir (Akira ve dig., 2006). PRR’lar enflamatuvar etkenin
patojen olarak taninmasini saglayan “Pathogen associated molecular patterns
(PAMP)” desenlerini taniyarak, etkene karsi uygun cevabr olusturmak ig¢in
uyarilirlar. PAMP’lar bazi durumlarda gram (-) bakterilerde bulunan lipopolisakkarit
(LPS), gram (+) bakterilerdeki peptidoglikan, flagellin olabilirken bazi durumlarda
bakterilere ait nikleik asitler olabilir. PAMP' lar, tespit eden Toll benzeri reseptorler
(TLR), C-tipi lektin reseptorleri (CLR), RIG-1'e benzer reseptorler (RLR) ve NOD
benzeri reseptorler (NLR) olarak tanimlanmistir. Bu reseptorlerin uygun uyaranlarla
etkilesimleri, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel mekanizmalar vasitasiyla
sinyalin ¢ekirdege iletimi ile sonuclanir (Akira ve dig., 2006; Medzhitov., 2007).
Transkripsiyon faktorlerinin - yan1 sira, DNA iizerindeki hedef motiflerin
tanimlanmasi sinyal iletim mekanizmasinin en 6nemli adimlarindan biridir. NK-«kB,
diziye 6zgii DNA motifine baglanmasi ile tanimlanan ilk transkripsiyon faktoridur
(Sen ve Baltimore., 1986). NK- «B' nin yani sira, c-Jun, c-Fos, (Greenberg ve Ziff.,
1984; Bohmann ve dig., 1987), siklik AMP (cAMP) yanit element baglama proteini
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(CREB), bir cAMP kaynakli faktér (Montminy ve Bilezikjian., 1987); adenoviriis ile
enfekte olmus hiicrelerde adenovirlis E1A proteini tarafindan aktive edilen bir
transkripsiyon faktorli olan E2F (Kovesdi ve dig., 1986); gibi diger transkripsyon
faktorleri de enflamatuvar genlerin secici induksiyonunda ¢ok énemli roller oynarlar.
Enflamatuvar uyaranlara yanit olarak bu transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ya
da inhibisyonu, fosforilasyon- defosforilasyonu da igeren bir dizi posttranslasyonel

mekanizmaya baglidir.

Mononiikleer fagositik sistem (MFS)’in bir elemani olan makrofajlar,
Ozellikle kronik iltihapta 6nemli bir bilesenlerdir. Kemik iliginde monoblast,
promonosit halini alir. Promonositler siiratle bolunip ¢ogalir ve periferal kan akimina
monosit olarak girerler. Monositler dokuya gegtiklerinde makrofaj (histiyosit) adini
alir. Bu hiicreler MFS'in elemanlar1 olarak karacigerde kupffer hiicreleri, dalak ve
lenf nodullerinde sinus histiositleri, santral sinir sisteminde mikroglial hiicreler,
akcigerlerde alveolar makrofajlar ve kemik dokusunda osteoklastlar adini alir.
Makrofajlar nispeten cok miktarlarda nitrik oksit Uretme kapasitesine sahiptir. Cesitli
enflamasyon hastaliklarin baslatilmasi, ilerletilmesi ve ilerlemesine, nitrik oksit
(NO), prostaglandin E2 (PGE2), timor nekroz faktorl (TNF-a), interlokin 6 (IL6)
gibi sitokinleri iceren birtakim pro-enflamatuar aracilar aracilik eder (Cho ve
dig.,2014; Jung ve dig., 2007; Koh ve DiPietro., 2011; Ohashi ve dig., 2015).

1.1.1 Enflamasyonun Kimyasal Mediatorleri

Enflamasyonun olasi yanitlari, plazma hiicrelerinden enflamatuvar bir uyaran
sayesinde olusturulan kimyasal faktorlerin bir araya gelmesi ya da sirayla etki
gostermeleri ile ortaya c¢ikmaktadir (Mullington ve dig., 2001; Aghabeigi., 1992).
Enflamasyon yanit1 enflamatuvar etkeni ortamdan uzaklastirarak yok etmeye calisir.
Asirt artmis kotrolsiiz devam eden bu yanit konakg¢i i¢in organ fonksiyonlarinda
bozulma, yetersizlik gibi zararli sonuclar olusturabilir. Enflamatuvar yanitin
olusmasini saglayan histamin, ilk olarak kesfedilmis kimyasal mediatorlerdendir.
Plazma kokenli mediatorler (komplemanlar) biyolojik aktivitelerini kazanmak igin
proteolitik degisiklikler gegirirlerken, hiicre kokenli mediatorler belirli bir uyariya
kars1 ihtiya¢ olduklarinda salgilanirlar ve hemen hemen hepsi belirli bir reseptore

baglanarak etkilerini gosterirler, lizozomal proteazlar ve serbest radikaller gibi bazi
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medyatorler ise, direkt enzimatik ve toksik aktiviteyle etki yaparlar (Bienvenu.,
1995).

1.1.1.1 Vazoaktif Aminler

Histamin ve serotonin gibi vazoaktif aminler, vaskuler permeabiliteyi
arttirarak enflamatuvar yanit1 baslatan sinir liflerinden salgilanan kiigiik proteinlerdir.
Histamin, cesitli hiicre tiplerinde farkli olarak eksprese edilen dort G-protein bagh
histamin reseptoriine baglanarak hiicresel olaylarda patofizyolojik bir diizenleyici rol
oynamak tlizere kurulmustur. Histamin, mast hiicrelerinin, bazofillerin, trombositlerin
graniillerinde depolanir. Bu histamin, bu hiicrelerden akut iltihap, histamin serbest
birakict faktorleri uyaran uyaranlarla serbest birakilir ve vazodilatasyonu arttirir

(Paul ve William., 1984).

Serotonin, trombositlerde ve mast hiicrelerinde depolanir. Serotonin,
trombositler ve enflamasyon ile yakindan iligkili oldugunu yapilan g¢alismalar ile
belirlenmistir (Davis ve dig., 1960). Serotonin, monositleri ve lenfositleri uyarir

dolayisiyla sitokinlerin sekresyonunu etkiler (Diirk ve dig., 2005; Iken ve dig., 1995).

1.1.1.2 Plazma Proteazlarn

Kompleman sistemi, total serum proteinlerinin yaklagik %10'unu olusturan
bir grup molekiillerdir. Yapim yeri baslica karacigerdir, aktive makrofajlarda da az
miktarlarda sentezlenebilir. Bu sistemde ¢ok sayida kompleman proteini bulunur.
Kompleman proteinleri pro-enzimdirler ve aktive olmalart i¢in daha Once aktive
olmus enzimlerle proteolitik parcalanmalar1 gereklidir. Aktive olmus bir enzim daha
sonraki basamakta birka¢ molekilu aktive eder ve etkilesim boylece artarak devam
eder. Sistem kontrol edilmezse gittik¢e giiglenerek biyolojik bir hasar olugur. Normal
durumlarda sistemin diizeni, 6zellikle enzimlerin inhibisyonu ile saglanir ve sistem

kontrol altinda tutulur. Kompleman kaskadi baslica ti¢ yol ile aktive olur: Klasik
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yolu, lektin yolu ve alternatif yol (Pickering ve dig., 2013). Her ii¢ yolda da ortak
basamak, kompleman 3'ln (C3) daha kiguk iki fragmana (C3a ve C3b) ayrilmasidir.

C3a fagositleri ve mast hiicrelerini aktive eder.

Klasik Yolak MB- Lektin Yolags _
Antijen:antikor kompleksi Mannoz baglayan lektin patojen : i
(patojen yﬁzeyi) yiizeydeki mannozu baglar. Patojen ylizey
oy < el
N B, o el
C1q, Cir, C1s MBL, MASP-1, MASP-2 c3
(o] c4 B
c2 Cc2 D
L | I 1 J )
<

N
C3 convertase

JSc 2 L

Son kompleman bilegenler

™ C5b

C3a, C5a C3b > C6

U c7

cs

c9

g " = =
inﬂamasyonun peptit Fagositler tzerindeki Membran atak kompleksi,
mediyatérleri, fagositik reseptdriere baglanma patojenlerin ve hiicrelerin
takviye g = lizizi

Patojenin opsonizasyonu

immiin kompleksin
uzaklagtinimasi

Sekil 2. Kompleman sistemi aktive eden yolaklar (Pickering, Agati, Nester, ve dig
.,2013).

1.1.1.3 Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), ilk kez, endotel kaynakli gevseme faktorii olarak
tanimlanmistir. Birgok fizyolojik ve patolojik siiregte rol oynayan énemli bir sinyal
molekiiliidiir. NO vaskiiler ve immunoloik gdrevlerinin yani sira hiicre i¢i ve hiicre
arasi sinirsel iletim ajan olarak gorev goriir (Ignarro ve dig., 2001, Ulbrich ve dig.,
2006). Memeli hiicrelerinde vazodilasyon, trombosit agregasyonunun inhibisyonu ve
immiin regiilasyon gibi pek c¢ok fizyolojik rolii oynar iistlenmesine ragmen,
diizenlenemeyen nitrik oksit dretimi sitotoksik etkiler sergileyerek, DNA ve doku
hasarina neden olur ve septik sok, romatoid artirit hipertansiyon, hipertkolesterolemi,

diyabet ve kalp hastaliklarin gibi ¢esitli hastaliklarin patogenezine katkida bulunur
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(Knowels ve Moncada, 1994; Sessa, 1994; Drexler., 1999; Alexandrova ve dig.,
2001). Nitrik oksitin yapisal olarak kiigik (30 kDa) ve lipofilik bir molekiil
olmasindan dolay1, membranlar1 rahatlikla gecebilir. DNA, protein, tiyoller gibi pek
¢ok farkli molekiil ile reaksiyona girebilen reaktif bir serbest radikaldir (Moncada ve
Higgs., 1993; Culotta ve Koshland., 1992; Bredt ve dig., 1991).

1.1.1.3.1 Nitrik Oksit Sentezi

NO, omurgalilarda sitokrom P450 rediiktaz homologu olan nitrik oksit sentaz
(NOS) tarafindan L- arjininden iki ardisik monooksijenaz reaksiyonu sonucunda
sentezlenir. NO sentezinde, mdlekuler oksijen ile kofaktér olarak, nikotinamid
adenin dinukleotide (NADPH), flavin adenin dintkleotid (FAD), flavin
monondleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH3) gerekmektedir. NO sentezi iki

basamakta gergeklesir.

Birinci basamak; L-arjininin N®-hidroksi-L-arjinine hidroksilasyonudur.
Ikinci basamak ise, N®-hidroksi-L-arjinin, L-sitriillin ve NO'e oksidasyonudur.

Reaksiyonda toplam 1,5 molekiil NADPY ve iki molekiil su yardimer iiriinler olarak
meydana gelir (Aktan, 2004; Stuehr ve dig., 1991).

H,N  NH,* H,N  N-OH HZN\(O
NH NADPH NH 1/2 NADPH NH
—_— = + N=—=O0
0, 0O,
H;*N  COO H;*N COO- H,*N  COO

Sekil 3. Nitrik Oksit sentezi ( Aktan, 2004).

Nitrik oksit sentaz enzimi iki terminal domaine sahiptir; amino terminal ve
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karboksi terminal igerir. Amino terminalini, BH4 ve L-arjinin icin baglama bolgeleri
iceren oksijenaz domaindir. Karboksi terminal ise FAD, FMN ve NADPH baglanma
domainlerini icerir (Alderton ve dig., 2001). NOS sentezlendikten sonra, FMN, CaM
ve FAD'e baglanir ve “hem” icermeyen monomeri olusur. Memelilerde NOS dimerik
formda fonksiyonel hale gelir ve NOS “hem” molekiillere baglanarak islevini
gerceklestirir. “Hem”in oksijenaz domaine katilimi ile L-arjinin ve BH4 igin
baglanma bolgesi olusturulur ve ancak bu sayede iki monomer gevsek dimer
olusabilir. BH4 ve L-arjinin baglanmasi gevsek formundan siki ve aktif NOS dimerine
doniismesini saglar (Chen ve ark., 2002; Aktan, 2004).

HOOC

Oksijenaz domain

Sekil 4. NOS Homodimerik Yapist ( Aktan, 2004; Chen ve ark., 2002).

Asetikolin, histamin, trombin, serotonin, ADP, bradikinin, nerepinefrin ve
izoproterenol gibi g¢esitli angonistler endotelden NOS sentez ve salimimin
arttirabilmektedir (Cannon, 1998; Carr ve Frei, 2000; Sessa, 2005). NOS sentezini
inhibe eden molekuler de vardir, bu inhibitorler biyolojik sistemlerde NO'in rollerini
arastirmada ¢ok yaralidirla. NOS biyosentezinde L-arjinin NO'ye doniistiirmektedir.
Buna karsilik cesitli L-arjinin analoglar1 L-arjinin yerine gercek NO yapimini
kompetitif bir yolla inhibe edebilirler (Moncada ve dig., 1991; Nathan, 1992;



O'Donnell ve Liew, 1994). Nitro- arjinin (NNA) kovalent bag olusturarak NOS
proteinini yapisini degistirmeden geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder (Stefanovic-

Racic ve dig., 1993).

1.1.1.3.2 Nitrik Oksit Sentaz izoformlar:

Nitrik oksit sentaz enziminin, néronal nitrik oksit sentaz (nNOS veya NOS1),
endotelyal nitrik oksit sentaz (NOS I11 veya eNOS) ve indlklenebilen (iNOS ve NOS
I1) nitrik oksit sentaz olarak ii¢ izoformu vardir. Bu ii¢ izoform fizikokimyasal ve
kinetik ozelliklerine gore yapisal ya da indiiklenebilen, aktivitelerine gore kalsiyum
bagimli veya bagimsiz ve doku dagilimina gore ayrilirlar (Moncada ve dig., 1997).
NNOS ve eNOS, pek ¢ok hiicrede bulunan yapisal enzimlerdir (Sessa, 1994; Norman
ve Cameron, 1996; Lapointe ve ark., 2006). NOS enzimin izoformlar1 birbirleri ile
%50-%60 sekans homolojisi gosterirken, amino terminal bdlgelerinde belirli
farkliklar goriinmektedir. eNOS'un amino terminal bdolgesi digerlerinden daha
kisadir, ve konsensus N- miristilasyon bolgesi bulunmaktadir. Miristatin baglanarak
membran bagimli olmasina neden olur. nNOS ise amino terminalinde spesifik
regiilasyon islevi yapan olan 300 aminositik bir bdlgeye sahiptir (Knowels ve
Moncada, 1994).

Pre sinaprik

noéron Glial hiicre

NO Noronal dendrit

Y, i

Arg
Sitokinler

Vaskiiler
liimen
Endotel |

__ Duz kas
hiicre

hiicresi




Sekil 5. Uc Nitrik oksit sentaz izozimleri tarafindan NO sentezi (Knowel ve
Moncada., 1994).

PK+AP ciM F;AN FAD NADPH
nNOS H,N I 1 I | I —l H H COOH
0 5{)0 1(;00 1433
Myrist
eNOS HN—]| I ' l l I l B\ COOH
0 500 1000 1203
iNOS H,N—] —I l I | I L H H COOH
|

0 500 1000 1183

Sekil 6. NOS enzimlerin pimer yapisi (Knowels ve Moncada, 1994).

1.1.1.3.3 Iindiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Hiicre dis1 uyaricilar tarafindan farkli sinyal yolaklar1 aktiflestirilerek iNOS
ekspresonu uyarilmis olur. Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), hipoksi, oksidatif stres
ve enflamatuvar sitokinler (IL-1B, TNFa, IFNy) fazla iNOS ekspresyonuna neden
olan molekiillerdir (Yang ve dig., 2009). Bu molekiillerden en ¢ok LPS, TNFa ve
IFNy calisilmistir. IFNy, JAK-STAT sinyal yolu ile iNOS'u induklerken, LPS ve
TNFa ise NK-kB aktivasyonu uyararak iNOS transkripsiyonuna neden olur.
Bagirsak epitelyal hiicreler ve makrofaj hucreleri dahil, STAT1 ve NK-«B en ¢ok
bilinen iNOS transkripsiyon faktorlerdir (Aktan, 2004).

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakteriyel dis membran komponeti ve
makrofajlarin  aktivatoriidiir. LPS  tarafindan  makrofajlarin  aktivasyonu
indiklendikten sonra, iNOS ekspresyonu aktivasyonu ile NO konsantrasyonunda artis
meydana gelir. Organizmada makrofajlar tarafindan asir1 iNOS aktivasyonu ve NO
artis1 enflamasyon, septik sok ve kronik enflamatuvar hastaliklarin patolojisinden

sorumludur (Kim ve Ha, 2009).



LPS O-oligosakkarit zinciri, merkez oligosakkarit ve bir lipid komponenti
olan lipid A yapisina sahiptir. O-oligosakkarit zinciri LPS' nin ylzeyinde bulunur.
Tek basina enflamatuvar bir yanit olusturamaz. Makrofajlarda, LPS CD14 hiicresel
reseptOrii lizerinden etki gosterir. Bu reseptor intraseliiler domaine sahip olmadgi
icin, LPS'nin enflamatuvar cevaplar1 indiikleyen ve sinyali baslatan, intraselliiler
domaini bulunan Toll bezeri reseptor 4 (TLR4) gerekmektedir. TLR4 hiicre dist
domainlerinde tekrarlayan I6since zengin motifler tasir ve stoplazmik domaini,
homolog olan interliikin-1 (IL-1) reseptor sinyal domainine IL-1 reseptor assosiye
kinaz (IRAK)'a bagimlidir. NFxB gibi transkripsiyon faktorlerini akive eden IRAK,
otofosforilasyon ile reseptor kompleksinden ayrilir ve TNF reseptor assosiye faktor 6
(TRAF®6) ile inhibitér kappar B kinazi (IKK) aktive ederek NFkB sinyal yolagini
aktive eder ve iNOS'un ekspresyonunun indiklenmesine neden olur (Ulevitch ve
Tobias, 1995; Akira, 2000). Sekil 7°de LPS' nin yapis1 ve Sekil 8’de LPS sinyal
yolag1 gosterilmektedir.
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Sekil 7. Gram negatif bakteri dis membramn yapisi (Raetz ve Whitfield., 2002).
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Sekil 8. LPS sinyal iletim yolag:.

1.1.1.3.4 iINOS Ekspresyon Regtlasyonu

iINOS tarafindan Uretilen NO fiziyolojik ve patofizyoloik bakimdan 6nemli rol
oynayken, organizmada ihtiya¢ duydugundan daha fazla miktarinin iiretirmesi ¢esitli
hastaliklara yol agar. Organizma i¢in iINOS tarafindan iretilen NO’nun kontrol

edilmesi ¢cok 6nemlidir (Galea ve Feinstein., 1999).

INOS sentezi genelde transkripsiyonel seviyesinde regule edilir. iNOS,
aktivator protein-1 (AP-1), interferon regulator faktor-1 (IRF-1), NFkB, CREB,
sinyal transduksiyon transkripsiyon aktivator-1 alfa (STAT-1a) vb. transkripsiyon
faktorli baglama bolgelerine sahiptir ve bu faktorlerin akivasyonu veya inhibisyonu
ile iNOS ekspresyonu regiile edilir (Pautz ve dig., 2010; Mautz ve Rao, 2000).
Posttranslasyonel regulasyon ise iNOS proteinin stabilizasyonunu, fosforilasyonunu

ve kofator baglanmasini igerir (Aktan., 2004).

Nikleer faktor-KB, insan bagisiklik yanitinda gérev yapan ve interlokin-1,
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interlokin-2 ve timoOr nekroz faktori-o gibi ¢esitli enflamatuvar sitokinlerin
transkripsiyonunu dizenleyen bir transkripsiyon faktortdir (Baeuerle ve Henkel,
1994). NK-kB, RAW

264.7 makrofaj ve diger hucrelerde INOS ekspresyonun regilasyonunda
gorevli temel transkripsiyon faktorudar. Hucre proliferasyonunu, enflamatuvar
cevaplari, hicre adezyonunun kontrollinde yer alan genlerin ekspresyonunu regule
eder. NK-«B, INOS ekspresyonunun inhibitorleri ve aktivatorleri icin merkezi bir
hedeftir. LPS, TLR, ILR, TNFa ve oksidatif stres, iNOS ekspresyonunu farkli hiicre
tiplerinde NK-«xB’yi aktive ederek indiikler (Ghosh ve dig., 1998; Oeckinghaus ve
Ghosh, 2009; Perkins ve Gilmore, 2006). Yapilan ¢alismalarda resveratrol, kersetin,
hesperidin gibi bitki flavanoidlerinin INOS ekspresyonunu NK-«B {izerinden inhibe
ederek anti enflamatuvar etki gosterdikleri ortaya ¢ikartilmistir (Tsai ve dig., 1999;
Karunaweera ve dig., 2015; Parhiz ve dig., 2015). NK-kB klasik ve alternatif yolak
olmak iizere iki sekilde ative olur (Bonizzi ve Karin, 2004). Klasik yolakta NK-kB
aktivasyonunu, mikrobiyal Grunler ve TNF alpha ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar
sitokinler, Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler), timor nekrozis faktor reseptorleri
(TNFR), antijen reseptorleri ve Interlokin-1 reseptorleri (IL-1R) gibi uyaricilar
tetikleyebilir (Oeckinghaus ve Ghosh, 2009; Perkins ve Gilmore, 2006). Bu kanonik
(klasik) yolak genellikle anti-apoptotiktir, timor tesvik eder ve ayrica romatoid artrit,
enflamatuvar bagirsak hastalik ve astim gibi kronik enflamatuvar hastalikla
patogenezinde rol oynamustir (Coward ve dig., 2004). Alternatif NK-kB aktivasyon
yolu ise kanonik olmayan veya atipik yoldur; IKK2 ve NEMO aktivitesinden
bagimsiz ve bazen tiimor baskilanmasi ve apoptozun kolaylastirilmasi gibi farkh

fonksiyonlar1 gergeklestirebilir (Bentes, 2001).
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Sekil 9. NF«B sinyalinin klasik ve alternatif yolagi (Nichols, 2004).

1.2 Capparis ovata

Halk arasinda gebere, gebre otu, karga kavunu, deve dikeni, gevil,
bubusebellah gibi isimlerle bilinen kapari (Capparis ovata Defs.) Ege ve Akdeniz
bolgelerinde yaygin olarak yetisen, ok yillik ¢alimsi yapida, yatik veya yari yatik
yapida bilyuyen bir bitkidir (Akgul, 1996; Anonim 1995 ve 1998; Inocencio ve dig.,
2006; Olmez, 2011). Gebre otu kumlu ve Killi topraklarda metrelerce derine inebilen
kok sistem ve topragi simsiki sarmasinda dolay erozyon kontroliinde T.C. Orman
Bakanliginca dikimi tesvik edilen ¢ok 6nemli bir bitkidir (Kan ve Arslan, 2002). Ege
ve Akdeniz bolgelerinde yaygin olarak yetisen, ¢ok yillik ¢calimsi yapida, yatik veya
yar1 yatik yapida buyuyen bir bitkidir (Akgdl, 1996; Anonim 1995 ve 1998; Inocencio
ve dig., 2006; Olmez, 2011). Kaparinin ¢igek, tomurcuk ve kok kabuklar1 yillardir
kan dolasim ve sindirim hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir (Baytop., 1894).
Protein, mineral ve vitamin a¢isindan zengindir (Tansi ve dig., 1997; Tansi, 1966).
Capparis ovata, Capparidaceae familyasina dahil olup, diinya iizerinde 350 tiir ile

temsil edilmektedir. Tirkiye’de Capparis ovata ve Capparis spinosa turleri
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bulunmaktadir. Arkeolog Kriigerin aragtirmasina gore, 7800 yildan beri bilinen
Capparis ovata, analjezik, diuretik, yara iyilestirici ve hicre yenileyici olarak
kullanilmakla beraber; tomurcuk ve yapraklar1 da ilag ve kozmetik sanayide
kullanilmaktadir (Bagc1 ve Simsek, 1998). Ayrica bu bitkinin anti-néroenflamatuvar
etkinligi yapilan caligmalarla kanitlanmistir (Ozgun-Acar ve dig., 2016). Kapari
tomurcuklarinda lipid, alkaloid, baz1 glukozinolatlar ve antioksidan 6zelligi bulunan
flavonoid ve diger polifenoller bulunur. Rutin ise en sik rastlanan flavonoiddir.
Metanolik ekstrelerinin de antioksidan 6zellikleri gosterilmistir (Tesoriere ve dig.
2007). Kapari ile yapilan calismalarda yan etki olarak epikondilit nedeni ile cilt
Uzerine Capparis spinosa soliisyonundan 1slak kompres yapan bir kadinda alerjik
kontakt dermatit olustugunu bildiren bir olgu sunumunun haricinde herhangi bir yan
etki veya toksisiteye rastlanmamistir (Ghule ve dig. 2006; Angelini ve dig., 1991).
Kapari ekstrelerinin hidrojen donorii olarak gorev yaptigi, lipid radikallerle reaksiyon

vererek antioksidan 6zellik gosterdigi kanitlanmistir (Germano ve dig., 2002).
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1.3 Calismanin Amaci

Bu ¢alismada, Capparis ovata’dan izole edilen ursolik asit, beta-Sitosterol,
5,6-epoksi kolestan 3-beta-ol, Olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat (OPC) ve rutin
bilesiklerinin nitrik oksit sentezi tizerindeki etki mekanizmasinin, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz enzimi (iNOS) ve NFxB yolagi {izerinden arastirilmasi
amaglanmaktadir. RAW 264.7 hiicrelerine LPS uygulanmasinin, iNOS
ekspresyonunda ve nitrik oksit sentezinde artisa neden oldugu bilindiginden bu
hlcreler belirlenen miktarda lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilarak iNOS sentezinde
artis ve NFxB yolaginda aktivasyon saglanacaktir. Uyarilmis RAW 264.7
hlcrelerinde, ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3- beta-ol, Olean-12-en-
28-ol, 3B pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin, NFkB yolagi araciligiyla iNOS
sentezi (izerindeki etkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Capparis ovata’dan izole
edilen ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-beta-ol, Olean- 12-en-28-ol,
3B pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin INOS inhibitdrii olma potansiyelleri

aydinlatilacaktir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Materyal

2.11 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu calismada, sogutmali ve sogutmasiz santriflj (Sigma 1-14), Nuare
Biological Safety Cabinets. Class Il Laminar Flow, Nauire DHD Auotoflow CO2 Air
Jacketed inkiibator, Nexcellom Hiicre Sayici, Nuaire -85 °C Ultralow Freezer,
Human Power Scholar -UV saf su sistem, otoklav (Nuve OT 4060; Hiclave HVE-
50), Vortex (DragonLab MX-F), Klasik ve hassas T erazi ( Precisa XB 220A ), (
Metteler Toledo AB 265-S; Metteler Toledo PB 602-L), Mikrodalga Firin ( SHOV
M7017-P), Olympus ters mikroskop, Olympus CX31 mikroskop, Metteler Toledo
MP 220 pH metre, Nlve ST 420 su banyosu, NanoDrop, Labnet vorteks Karistirici,
Biotek Synergy cok modlu Luminametrik okuyucu, Labconco Freze Dryer (
Liyofilizatér), Hirayama Hiclave HVE- 50 otoklav, Precisa hassas tarti,

Gerhardtekrasyon cihazi kullanilmistir.
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Bu calismalarda, Sulfanilamid , Naftiletilen diamine, PBS, Thiazol blue
tetrazolium bromide, Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, T4049), Dulbeco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, 12-741F), L- ; Glutamin ( Sigma- G8540); Fetal Dana
Serumu (Sigma-Aldrich, F9665), Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, T4049), Penisilin-
Streptomisin  (Sigma-Aldrich, P4333), Ethanol (Riedel, 071029) (%70
konsantrasyonunda etanol kullanilmistir) EDTA (Sigma, 03620), Dimetilsiilfoksit
(DMSO) (Sigma, D4550), Kristal Viyole (Fluka,61135), FuGene HD transfeksiyon
reaktifi (Promega-0000139198), Dual-Glo liuciferaz Assay Kiti (Promega-
0000220660), Pureyield plasmid miniprep izolasyon kiti (Promega-0000129329),
10X-Flexi-enzim karigimi1 (Promega), PGL4.26 [luc2/minp/hygro] vektor (Promega)
, PGL4.73 [hrluc/sv40] vektor kullanilmasgtir.
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22 METOD

2.2.1 Kapari (Capparis ovata) Sulu Ekstresinin Hazirlanmasi

Bu c¢alismalarda kullanilan Capparis ovata meyve, tomurcuk ve cicek
materyali As¢1 Murat Kapari Tatli Dondurma Tursu Iml. ve Ltd. tarafindan saglandi.
Kapari sulu ekstresi Gerhardt ektrasyon cihazi kullanilrak 130 °C'de gergeklestirildi.
Ekstraksiyon isleminden sonra ekstre dogrudan Labconco Freze dryer (Liyofilizator)
kullanilarak liyofilize ediildi ve Capparis ovata sulu eksresi (COWE) elde edildi
(Ozgun Acar vd., 2016).

2.2.2 Kapari Eksresi Fraksiyonlama, Etken Madde Ayristirma ve

Tammmlama Calismalan

COWE ekresinini fraksiyonlamasi islemi su sekilde gerceklesirildi: Hekzan
(apolar bir ¢oziicii) ile muamele edildi ve bir ayirma hunisinde hekzana gecen
kisimlar toplandi. Hekzanda ¢ozlinen maddeleri kapsayan fraksiyondan silikalgel bir
adsorbanla doldurulmus kolon iizerinde fraksiyonlandirma ile saf madde elde
edilmesine ¢alisildi. Geri kalan sulu kisim bu kez biraz daha polar bir ¢dziicii olan
diklorometan ile tiiketildi1 ve bu tiiketme islemi akabinde geriye kalan sulu ekstreden
sirastyla etilasetat ve son olarak ta butanole gecen maddeleri kapsayan fraksiyonlar
elde edilerek re- ekstraksiyon iglemi tamamlandi. Elde edilen fraksiyonlar, kolon
kromatografisi (ki bu bazen vakum likit kromatografisi veya flag kromatografisi de
olabilir) tizerinde yapilan ilk fraksiyonlandirmalar1 takiben; saf madde eldesi igin
farkli adsorban maddeleri iceren kiiciik kolon kromatografileri (Silikajelin yan1 sira
Polyclar veya Al203 vb.), preparatif kolon kromatografileri ya da Sephadex LH-20
kolonlar iizerinde fraksiyonlandirma ve saflastirma islemlerine tabi tutuldu. Ayrica,
orta polarite veya apolar bilesikleri tasima potansiyeline sahip ekstrelerin
fraksiyonlandirilmasi ve de bu fraksiyonlardan saf madde eldesi i¢in ad1 gecen kolon
dolgu maddelerinin kullanildigi Chromatotron ve MPLC (mediumpressure kolon
kromatografisi) ve/veya 0Ozellikle polar saf maddelerin eldesinde HPLC (high

pressure kolon kromatografisi) cihazlar1 kullanildi.
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Saf bilesiklerin yapilar1 ise IR (infrared), UV (ultraviyole), NMR (niikleer
manyetik rezonans) ve mass (ktle) spektroskopisi teknikleriyle ve hatta gerekirse X-
ray analizleriyle incelenerek belirlendi. Bu ¢alismalar Bezmidlem Vakif Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmakognasi ABD’nda Prof. Dr. Giilactt TOPCU ve Dr. Isil
GAZIOGLU yonetiminde gerceklestirildi ve saf bilesikler laboratuvarimiza
gonderildi.
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2.2.3 Hucre Kiltird Cahismasi

2.2.3.1 Besiyeri hazirlanmasi ve Hiicre Buyutmesi

Bu Calimada RAW 264.7 ve HEK 293T hiicre hatlar1 kullandi. HEK 293T
hiicre hatt1 igin igin %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 peniciline/streptomisin
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri, RAW 264.7 hiicre
hatt1 i¢in ise %10 FBS ve %1 peniciline/streptomisin iceren Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) besiyeri kullanildi. Hiicreleri 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem

iceren ortamda inkiibe edilerek biiyiimeleri saglandi. -80°C°de %10 Dimetil sulfoksit
(DMSO) igerisinde olan hiicreler, 37 C’de eriyene kadar bekletildi. Eridkten sonra
petrilere hicre ekildi ve tlizerine 5 ml uygun besi ortaminda 24 saat inkiibe edildi. 24
saat inkiibasiyonu sonunda, ortamdaki DMSO'dan kurtamak i¢in besiyeri degistirildi.
Hicrelerin besiyeri giinde bir degistirildi ve canliliklari, ¢ogalma hizlar takip edildi.

Yeterli hiicre yogunluguna sahip petrilerin besiyeri g¢ekilerek bosaltildi. Besiyeri

uzaklastirildiktan sonra hiicreler Ca™t ve Mg™™ tuzlar icermeyen steril PBS (Fosfat

tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikandi.

2.2.3.2 Hucrelerin Pasaji

Hiicrelerin cogaltildig: kiiltiir kaplarinda, hiicreler tek tabaka olduklarinda
pasajlar1 yapildi. Pasaj islemi i¢in Oncelikle kiiltiir besiyeri uzaklastirildiktan sonra
hucreler 2 ml %0,25°lik tripsin ile yaklasik 5 dakika muamele edilecek ve hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalar1 saglandi. Siispansiyon haline getirilen hiicreler steril santrifiij
tiipiine alindiktan sonra tripsinin inaktif hale gelmesi i¢in iizerine 2 ml uygun besi
ortami eklendi ve hiicreler 200 xg hizda 5 dakika de santrifii eldildikten sonra
supernatant uzaklastirildi. Pelet ilizerine 1 ml besi ortami eklenerek, ependorfta
hazirlanan trapan mavisi (1:1000) ve hiicre karisimi (1:1) thoma laminda sayilacak

ve hucreler deney planina gore ekim igin hazir hale getirildi.
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2.2.3.3 Sitotoksisite Cahismalari

B Calismamizda kullanilan hiicrelerinin biliylime ve gelismesi saglandi.
Capparis ovata’dan izole edilen ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-
beta-ol, Olean- 12-en-28-ol, 3B pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin LPS ile
indiiklenmis RAW 264.7 hiicrelerinde canliliga olan etkilerinin belirlenebilmesi i¢in
sitotoksisite testi yapildi. Ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-beta-ol,
Olean-12-en-28-0l, 3p pentakosanoat ve rutin bilesikleri sitotoksisite deneyi igin
uygun coziculerle ¢ozildikten sonra steril etmek icin 0,2 mikronluk filtrelerden
gecirildi. 96’lik plakaya ekilecek olan hiicrelerin sayisi hesaplandi. Bunun igin

bayatulen hicreler 96 kuyulu plakalara ekmek igin tripsin ile kaldirildi. 15 ml’lik

steril Falcon tiiplere besiyeri icinde olan hiicreler alinip, 1500 rpm de 24 9C de 5
dakika santriflj edildi. Supernatant atilip, dibe ¢éken hicreler 1 ml besiyeri iginde

¢ozildi. Ependorfta hazirlanan tripan blue ve hiicre karisimi (1:1) thoma laminda

sayildi. Hiicre sayisi hesaplandiktan sonra her kuyucukta 8 x 104 hiicre olacak
sekilde 96 kuyulu plakalara ekilmis ve plakalarin iizeri toplamda 100 pl olacak
sekilde besiyeri ile tamamlandi1 ve 24 saat hiicrelerin plakaya yapismasi i¢in %5 lik
CO2 inkiibatoriinde, %95 nem ortaminda bekletildi.

96’11k plakaya (8X104 hiicre/kuyucuk) 24 saat 6nce ekilmis olan hiicrelerin 24
saatin sonunda eski besiyerleri cekilip hicreler tzerine yerine FBS ve antibiyotik
icermeyen uygun besiyeri ve 10pg/ml LPS ile eklendi. Hiicrelerin LPS ile yeterince
indiiklenmesini saglamak icin hiicreler 24 saat %5 lik CO2 inkibatorinde, %95 nem

ortaminda inkiibe edildi.

24 saatin sonunda belirlenen konsantrasyonlarda ursolik asit, beta-sitosterol,
5,6- epoksi kolestan 3-beta-ol, Olean-12-en-28-0l, 3 pentakosanoat ve rutin
bilesikleri hiicrelere ayri1 ayr1 uygulandi. 24 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki
besiyeri uzaklastirildi. Her kuyucuk 100 pl kristal viyole ile boyanip 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Plaka ¢esme altinda tutularak boya uzaklastirdi. Her kuyucuga
100 pl 0,1 M%50 etanol icindeki Na-Sitrat eklendi ve 15 dakika 100 rpm de
calkalandi. Olusan renk 630nm de plaka okuyucuda 6l¢uldu.

Belirlenen konsantrasyonlardaki ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi
kolestan 3- beta-ol, Olean-12-en-28-0l, 3 pentakosanoat, rutin bilesikleri ve
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uygulanan LPS ile muamele edilen gruplar kontrol grubu ile karsilagtirarak,

uygulanan bilesiklerin hiicre canliligina olan etkileri saptanda.

2.2.4 Capparis ovata’dan izole Edilen Bilesiklerinin NF-kB Aktivitesi

Uzerine Olan Etkisi

2.2.4.1 Gecici Transfeksiyon ve Lusiferaz Deneyi

Transfeksiyon, DNA gibi yabanci1 bir molekilin 6karyotik hiicre icerisine
aktarilmasidir. Katyonik lipozomal transfeksiyon, kullanim kolayligi ve
transfeksiyon etkinliginden dolay1 transfeksiyon amaciyla en yaygin kullanilan
yontemdir. Calismamizda lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen NF-xB aktivasyonu
Uzerinde Capparis'dan izol edilen ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-
beta-ol, olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat (OPC) ve rutin bilesiklerin ve
Bortezomib ila¢ etkisinin belirlenmesi amaciyla NF-kB plazmidi (pNF-kB luc)
kullandi. Transfeksiyon, promega firmasindan temin edilen "Fugene HD transfection
reagent" kullanilarak gerceklestirdi.

Memelilerde aktif olan NF-kB proteini, humoral bagisiklikta gorev alan pek
cok genin ekspresyonunu kontrol eden kappa (k) enhancer elemente baglanir. pNF-
kB luc. plazmidi, NFkB sinyal transdiiksiyon yolaginin aktivasyonunun
goriintiilenmesi i¢in dizayn edilen ates bocegi lusiferaz raportdr geni ve k enhancer
elementinin dort tandem kopyasini igerir. Uygun hiicreye aktarilip, ortama LPS gibi
NF-kB sinyal transdiiksiyon yolagini aktive eden ajanlarin eklenmesi, vektorde
raportor genin upstreaminde lokalize olan endojen NF-xB'nin, kappa enhancer

elemente baglanmasimna neden olur. NF-kB“nin baglanmasi, raportér gen olan

lusiferaz geninin transkripsiyonuna neden olur. Ates bocegi lusiferazi, kosubstrat

olarak ATP ve Mg'*'2 kullanarak, lusiferin substratinin oksidasyonunu katalizler,
iriin olarak oksilusiferin olusur ve 1s1k ortaya c¢ikar. Lusiferaz aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla, Promega'dan temin edilen lusiferin substrati kullanilarak
aciga ¢ikan luminesans lumino metrede 6l¢ildi. Boylece kontrol Bortezomib ve test

bilesiklerinin LPS ile induklenen NF-kB tizerindeki etkileri test edildi.

Bu ¢alismamizda, hiicrelerinin NF-kB plazmidi (pNF-kB luc) ile transfekte

edilmesi ve bortezomib, ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-beta-ol,
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olean-12-en-28- ol, 3 pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin lipopolisakkarit (LPS) ile
indiklenen NF-xkB aktivasyonu Uzerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla asagida

belirtilen islemi yapildu:

1. Gin: 1 x10% hiicre, antibiyotik ve FBS icermeyen, DMEM besiyeri iceren 96’11
plakaya ekildi.

2. Giin: Her kuyu i¢in 0,15 pg NFxB plazmit DNA ve 0,6ul Fugene transfection
reaktifi yavasca karistirildir ve 15 dk oda sicakliginda inkibe edildikten sonra her
kuyu icin son hacim 10 pl olacak sekilde DMEM besiyeri eklendi. Bu islemin
ardindan her kuyuya 90 pl besiyeri eklendi hazirlanan karigim her kuyuya 10’ar pl
dagitildi.

3. Gun: Besiyeri dokilup hicrelere Lipopolisakkarit (LPS) ve segilen bilesikler
uygulandi

4. Gin: Lusiferaz aktivitesi 6l¢uldi.

2.2.5 Nitrit Ol¢iimii

Hiicre dis1 siipernatanlarinda nitrit diizeyleri Griess metoduna gore 550nm’ de
Olctim yapilarak belirlendi (Schmidt ve Kelm., 1996). Griess reaktifi, 5% fosfat asit

icinde hazirlanmis %1 siilfanilamid ve 0.1% naftiletilendiaminin esit hacimlerde

karistirtlmasi ile hazirlandi. 96°lik plakaya (8x104 hiicre/kuyucuk) 24 saat 6nce
ekilmis olan hiicrelerin eski besiyerleri ¢ekilip hicreler Uzerine yerine FBS ve
antibiyotik icermeyen uygun besiyeri ve 10ug/ml LPS ile eklendi. Hicrelerin LPS ile
yeterince indliklenmesini saglamak i¢in hicreler 24 saat %5 lik CO2 inkubatorunde,
%95 nem ortaminda inkube edildi. 24 saatin sonunda belirlenen konsantrasyonlarda
ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-beta-ol, Olean-12-en-28-ol, 3f
pentakosanoat ve rutin bilesikleri hiicrelere ayri ayri uygulandi. 24 saatin sonunda
uygulama yapilan RAW 264.7 hiicrelerinin supernatantlart esit hacimde Griess
reaktifi ile karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon

ardindan olusan rengin 550 nm'de verdigi absorbans mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii.
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(Schmidt ve Kelm., 1996). Siipernatanlardaki nitrit konsantrasyonular1 sodyum nitrit

standart egrisi ile karsilastirilarak belirlendi.

2.2.6 Istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuclar Elde edilen sonuclar her biri veri icin Ortalama +
Standart Sapma olarak ifade edildi. Farkli gruplar i¢inde ve arasinda kayda deger bir

fark olup olmadigini analize etmek igin Student’s t-test kullanildi
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3. BULGULAR

3.1  Nitrit Olguimi

Griess metoduna gore hiicre dis1 slipernatanda nitrit diizeyleri Sekil 10°da

cizilen sodyum nitrit standart egrisi ile karsilastirilarak belirlendi.

0,35
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0.2

Absorbans

0,15
0,1

0,05

0 20 40 60 80 100 120

Nitrit konsantrasyonu (LM)

Sekil 10 . Nitrit standart egri grafigi. Veriler 3 farkli 6l¢limiin ortalama degerleridir.

3.2  Lipopolisakkaritin (LPS) Nitrik Oksit Diizeyi ve Hiicre Canlihg:

Uzerine Olan Etkisi

RAW 264.7 makrofaj hicrelerinde LPS ile induklenen nitrik oksit sentezi
Uzerine ursolik asit, beta-sitosterol, 5,6-epoksi kolestan 3-beta-ol, Olean-12-en-28-ol,
3B pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin etkisinin degerlendirilmesi amaciyla,

indiiksiyon i¢in gerekli olan en etkin LPS dozu belirlendi. Bu ama¢ dogrultusunda

oncelikle 96 kuyucuklu plaklara 8x104 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekildi.
Hicrelerin plakaya yapismasinin saglanmasi amaciyla 24 saat %10 FBS ve %l

antibiyotik iceren besiyeri icinde %5’ lik CO2 inkiibatdriinde, %95 nem ortaminda
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inkibe edildi. Sonrasinda sirasiyla 2, 5, 10 ve 20 ug/ml LPS ile 24 saat FBS ve
antibiyotik icermeyen besiyeri iginde inkubasyona birakildi. LPS uygulanmayan
hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Inkiibasyon stirelerinin sonunda Griess
metodu ile hiicre dis1 supernatandan nitrit tayini bununla birlikte uygulanan LPS
dozlarinin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi amaciyla sitotoksisite testi yapildi.
Sekil 11°de goriildigii gibi, 24 saatin sonunda 10pg/ml LPS uygulanan hicrelerde
nitrit Uretimi kontrol grubuna goére anlamli olarak artmaktadir. Bu veriler
dogrultusunda, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde 10pg/ml LPS uygulamasinin,

nitrit konsantrasyonlarini anlamli olarak artirdig1 sonucuna varildi.

33
120 o
100
s
2 80
=
-
Z 60 #
E *
£
=
£ 40
20
° g/ g/mi ug/mi g/ml
2 m 5 m 10 m 20 m
kontrol LPS LPS LPS LPS
mNitrit Miktan (uM) | 32,544 49,618 49,682 108,277 131,776

Sekil 11. LPS’nin doza bagimli bagimli olarak nitrit konsantrasyonu Utzerindeki
etkisi. (*p<0,05, **p<0,01; kontrol grubuna gore anlamlilik) (Veriler 3
farkli 6l¢limiin ortalama degerleridir).

24 saat ve dort farkli doz LPS ile inkiibe edilen hiicreler ve kontrol grubu nitrit
diizeyleri arasinda 2 pg/ml LPS uygulamasinda 1,52 kat; 5 pg/ml LPS
uygulamasinda 1,52 kat; 10 pg/ml LPS uygulamasinda 3,32 kat ve en son olarak da
20 pg/ml LPS uygulamasinda 4,04 kat fark oldugu gorildi. LPS uygulanan hiicreler
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hiicre dis1 siipernatant nitrit diizeylerinde en

anlaml artisin 10pg/ml LPS uygulamasinda oldugu belirlendi ve uygulanacak doz
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olarak 10pg/ml LPS belirlendi.
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Sekil 12. LPS’nin doza bagimli bagimli olarak hiicre canliligindaki degisimi

tizerine etkisi. Veriler 3 farkli 6l¢iimiin ortalama degerleridir.

Sitotoksisite testi sonunda, 24 saat boyunca 2, 5, 10 ve 20 pg/ml LPS ile
inkibe edilen hiicrelerde, uygulanan LPS dozlarinin hiicre canliligini anlamli

derecede azaltmadig1 sonucuna varildi.

Edinilen tiim sonuclar analiz edildiginde RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin
LPS farkli dozlariyla inkiibasyonun hiicre dis1 siipernatantindaki nitrit diizeylerinde
artisa sebep oldugu bununla birlikte inkiibasyon slresince ve sonunda hiicre canliligini

etkilemedigi bulundu.

3.3  Capparis ovata’dan izole Edilen Bilesiklerinin Hiicre Canhhg
Uzerine Olan Etkileri ve Nitrik Oksit Duizeyi

RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda LPS ile indiiklenen nitrik oksit sentezi
tzerine ursolik asit, beta-sitosterol, Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat ve rutin
bilesiklerinin etkisinin degerlendirilmesi amaciyla yaptigimiz calismada oncelikle
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uygulanacak bilesiklerin hiicreler i¢in toksik olmayan doz araligi belirlendi. Bu amag

dogrultusunda oncelikle 96 kuyucuklu plaklara 8x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde
hicreler ekildi. Hiicrelerin plakaya yapismasinin saglanmasi amaciyla 24 saat %10
FBS ve %1 antibiyotik iceren besiyeri i¢inde inkiibe edildi. Sonrasinda bilesik
uygulamasi yapilabilmesi amaciyla eski besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve %20
DMSO’da ¢oziilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirilmis degisik konsantrasyondaki
bilesikler hiicrelere uygulanarak, hiicrelerin FBS ve antibiyotik i¢germeyen besiyeri
icinde inkiibasyonu saglandi. Bilesik uygulanmayan hiicreler kontrol grubu olarak
kullanildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda Griess metodu ile hiicre disi
slipernatandan nitrit tayini ve bununla birlikte uygulanan bilesik dozlarinin hiicre

canliligina etkisinin belirlenmesi amaciyla sitotoksisite testi yapildi.

Olean-12-en-28-ol, 3p-pentakosanoat

v =-31,85In(x) + 185.57
R* =0,0382

1 0y

80

60 o

Hiicre Canhhgi (%)

40 4

] 2Il] 4:!] 6I0 SIO ll;l] l;l] 1-;.0
OPC Konsantrasyonu (uM)

Sekil 13. Capparis ovata’dan izole edilen Olean-12-en-28-ol, 3 pentacosanoat
(OPC) hiicre canliligindaki degisim iizerine etkisi.
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Rutin v =-13,87In(x) + 134,43
120 R:=0,9126
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Sekil 14. Rutin bilesiginin hiicre canliligindaki degisim iizerine etkisi.

Tr<oli : ¥ =-28.1In(x) + 163,44
120 - Ursolik Asit = 0.8999
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Sekil 15. Capparis ovata’dan izole edilen Ursolik Asit (UA) bilesiginin hiicre
canliligindaki degisim tizerine etkisi.

29



p-sitosterol ¥=-22,69In(x) + 162,2
R*=0,0549
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Sekil 16. Capparis ovata’dan izole edilen beta-sitosterol (SIT) bilesiginin hiicre
canliligindaki degisim tizerine etkisi.

Sitotoksisite testi sonunda y=ax+b denkleminden yola ¢ikarak yaklasik EC10
ve EC25 degerleri hesaplandi. Bu sitotoksisite sonuglarina gore bundan sonraki
caligmalarda Olean-12-en-28-ol, 3P pentakosanoat (OPC) bilesigi i¢in sirastyla 20
UM ve 30 puM konsantrasyonlarinin; rutin bilesigi icin sirasiyla 25 pM ve 73 pM
konsantrasyonlarinin; ursolik asit bilesigi i¢in swrasiyla 13 pM ve 22 puM
konsantrasyonlarinin son olarak da beta-sitosterol bilesigi i¢in sirasiyla 22 uM ve 44

uM konsantrasyonlarinin kullanilmasina karar verildi.

LPS ile induklenen nitrik oksit sentezi Uzerine izerine Capparis ovata’dan

izole edilen bilesiklerinin etkisinin degerlendirilmesi amaciyla 6ncelikle 96 kuyucuklu

plaklara 8x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekildi. Hiicrelerin kuyucuklara
etkin bir sekilde yapismasini saglamak igin hiicreler %10 FBS ve %1 antibiyotik
iceren besiyeri icinde %5’ lik CO2 inkibatoriinde, %95 nem ortaminda inkube edildi.
Inkiibasyonun ardindan eski besiyeri urtamdan uzaklastird1 ve en etkin doz olarak

belirlenen 10pg/ml LPS ile hiicrelerin indiiklenmesini saglamak icin FBS ve
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antibiyotik icermeyen besiyeri igcinde 24 saat inklbe edildi. Hducrelerin
indlklendiklerinden emin olmak amaci ile inkibasyon sonunda hiicre dist
siipernatantdan Griess metodu ile nitrit dl¢limii yapildi. LPS uygulanan hiicrelerin
hiicre dis1 slipernatant nitrit konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gére anlamli olarak
arttig1 tespit edildi. Hucrelerin LPS ile indiklendiklerinden emin olunduktan sonra
hiicrelerin besiyerleri yeni FBS ve antibiyotik igermeyen besiyeri ile degistirildi.
Ardindan ursolik asit, beta-sitosterol, olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat ve rutin
bilesiklerinin belirlenen dozlar1 hiicrelere uygulandi ve hicrelerin 24 saat
inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyon sonrasinda biitiin kuyucuklardaki hiicrelerin hiicre
dist siipernatantindan Griess metoduna gore nitrit Olgiimii yapildi. Elde edilen
sonuglar Sekil 17°de verilmektedir. Es zamanli olarak hiicrelere uygulanan LPS ve
bilesiklerin hiicre canliligina olan etkileri sitotoksisite testi ile belirlendi. Sonuclar
Sekil 18’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 17. 10pg/ml LPS ile indiikklenmis nitrit konsantrasyonlari tizerine Capparis
ovata’dan izole edilen bilesiklerin etkisi. (*p<0,05 LPS grubuna gore
anlamlilik). (Veriler 3 farkli 6l¢iimiin ortalama degerleridir.)
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Sekil 18. Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerin hiicre canliligindaki degisim
tizerine etkisi (Veriler 3 farkl 6l¢iimiin ortalama degerleridir).

Elde edilen tiim bu sonuglara kapsaminda 10pg/ml LPS ile indiiklenmis olan
RAW 264,7 makrofaj hiicrelerine Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerinin
belirlenen dozlarinin uygulanmasi sonucunda Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat
(OPC) bilesiginin sirastyla 20 pM ve 30 UM konsantrasyonlart; rutin bilesiginin
sirastyla 25 uM ve 73 uM konsantrasyonlari; ursolik asit bilesiginin sirasiyla 13 uM
ve 22 uM konsantrasyonlari LPS kontrol grubuna gore hiicre dis1 siipernatant nitrit
diizeylerini anlamli olarak azaltmis oldugu belirlendi ancak beta-sitosterol bilesiginin

uygulanan dozlarinda herhangi bir anlamlilik bulunamadi.

3.4  Capparis ovata’dan izole Edilen Bilesiklerinin NK-kB Aktivitesi
Uzerine Olan Etkileri

NK-«B, makrofaj ve diger hiicrelerde iNOS ekspresyonun regilasyonunda
gorevli temel transkripsiyon faktoriidiir. LPS’nin iNOS ekspresyonunu NK-KB’yi
aktive ederek indiiklemesi sebebiyle c¢alismamizda HEK293 hiicrelerine
lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen NFxB aktivasyonu (zerinde Capparis
ovata’dan izole edilen bilesiklerinin ve kontrol ilag olarak bortezomibin (BTZ)

etkisinin belirlenmesi amaciyla NFkB plazmitinin transfeksiyonu yapildi.

Transfeksiyon islemi bir giin 6nceden 96 kuyucuklu plakalara 1x10%
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hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen HEK293 hiicreleri ile yapildi. Transfeksiyon
islemi sonrasinda hiicrelerin eski besiyerleri ortamdan uzaklastirilarak hiicrelerin
indiiklendigi en etkin LPS dozun bulunabilmesi icin hiicrelere yeni besiyeri eklenerek
sirasiyla 2pug/ml ve 10pg/ml LPS uygulamasi yapildi. Sekil 19’da uygulanan LPS

miktarlarinin liisiferaz aktivitesi lizerine etkisi gosterilmektedir.
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Sekil 19. Farkli dozlardaki LPS konsantrasyonunun lusiferaz aktivite tizerine etkisi.

Bu sonuglar goz 6niine alindiginda HEK293 hicrelerinin induklenebilmesi
icin 10pug/ml LPS konsantrasyonunun optimum olduguna karar verildive bundan
sonraki caligmalarda bu konsantrasyon kullanildi. LPS uygulamasi ile NF-xB
indiiklenmesi sonrasinda calismamizin kontrol ilaci olan bortezomibin belirlenen
dozlarinin ortama eklenmesinin NF-kB aktivasyonu iizerine olan etkisi lisiferaz
deneyi ile belirlendi. Sekil 20’de LPS ile indiiklenmis olan hiicrelerin kontrol ilac1 olan

bortezomibin belirlenen dozlarinin liisiferaz aktivitesi tizerine etkisi gosterilmektedir.
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Sekil 20. Lipopolisakkarit (LPS) ile indiklenen NFkB aktivasyonu uzerinde
Bortezomibin etkisi (BTZ: Bortezomib).Sonuclar l¢ set deneyin
ortalama + Standart Sapma degerleri olarak verilmistir.

LPS ile indiiklenen NF-«B aktivasyonu iizerinde ursolik asit, olean-12-en-28-
ol, 3B pentakosanoat bilesiklerinin etkisinin belirlenmesi caligmamizda hiicreler
transfeksiyon isleminin ardindan 10pg/ml LPS ile indiiklendi. Eski besiyerin
ortamdan uzaklastirildi ve bilesiklerin belirlenen dozlari uygulandi. Sekil 21°de
Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerin belirlenen miktarlarinin liisiferaz
aktivitesi Uzerine etkisi gosterilmektedir. Griess metodu ile nitrit 6lglimu yontemi
sonuglar1 dahilinde beta-sitosterol bilesiginin etkinliginin anlamli bulunmamasi

sebebiyle transfeksiyon iglemi sirasinda kullanimi tercih edilmedi.
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Sekil 21. Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerinin belirlenen miktarlarinin
lUsiferaz aktivitesi tizerine etkisi.
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4. TARTISMA

Konak¢1 i¢in koruyucu bir strateji olan enflamasyon, doku hasar1 gibi
hiicresel homeostazin biitiinliiglinii tehdit eden herhangi bir zararh etkiye karsin
hiicrenin hayatta kalmasini saglayan bagisiklik sisteminin Oonemli bir yanitidir
(Fujihara ve dig., 2003).Bagisiklik sistem innate ve adaptif yol 1la  gerekli
transkripsiyon faktorler active eder. Bu enflamasyonla iliskili olan transtripsiyon
faktorlerini ektif ederek, pro-enflamatuar mediatorler sentezlenir ve hiicre
alimimida ve aktivasyonunda 6énemli gorev yapan yizel molekilerin ekspresyonunu
indiklenmektedir. (Kawai T. ve Akira S., 2006). Bu yanitin enflamasyonun 6nemine
ragmen, uzun siire kontrolsiiz devamliligi olursa konakg1 i¢in romatoid artrit ve
sepsis gibi enflamasyon rahatsizlig1 iireterek zararli sonuglar olusturabilir. Hiicresel
fizyolojinin korunmasinda yararl roliiniin aksine, olumsuz kosullarinin herhangi bir
sekilde ortaya c¢ikmasini Onlemek i¢in enflamatuvar yanitin siki kontrol altinda
tutulmasi gerekmektedir (Medzhitov, R., 2010 ; Akira S., 2006). Sonug olarak , anti-
enflamatuar tedavi i¢in yeni terapdtik ajanlar gelistirmek , enflamatuar hastaligin
terapotik kontroll icin gereklidir (Dinarello CA., 2010). Bir¢ok calismada, bitki
kaynakli fenolikler ve flavonoidlerin, IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, NF-kB, NO, iNOS
LOX, COX-1 ve COX-2 dahil olmak iizere ¢esitli enflamatuar sitokinler veya
mediatorlerin seviyelerini duzenleyerek mikemmel bir anti-enflamatuar aktivite
gosterdigi bildirildi (Wu ve digerleri, 2011). Biz de bu calismamizd, Kapari
ovata'dan izol edilen bilesikleri hi¢ bir kimyasal madde kullanmadan dogal yolu ila
NF-kB yollagin inhibe ederek, iNOS ekspresyonu azaltarak, enflamyon etkisi

azaldigill sunulmustu.

LPS Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakteriyede bulunan dis membran
komponentidir. LPS tiim bakteriye hiicre duvar1 bilesenleri arasinda en etkili
immuno-stimulanttir (Masuura S., 2014). LPS ile indiiklenmis hiicreler makrofajlarin
uyarilarak, TLR-4 komplekslerini aktive ederek g¢esitli enfamatuar sinyal
kaskadlarini indiiklenmesin neden olur. Bu etkilesim ile miyeloid farkliglama primer
yanit geni ve interlkin -1-reseptor iliskili kinazlar ve niiklear faktér (NK-kB) ve AP-1

aktive eden tiimor nekroz faktrii reseptrler iligkili faktor-6 ( TNFR6) uyarir (Kawai
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T. ve Akira S., 2006). LPS, makrofajlar1 aktive edebilir 6zelliginden dolay1
enflamasyon modeli olusturulmasi amaciyla siklikla kullanilir. LPS ile aktive edilen
makrofaj hicreleri; sitokinler, kemokinler, prostaglandinler, koloni stimule edici
faktorler, lizozimler, proteazlar, biyume faktorleri, eikazonoidler ve nitrik oksit
(NO) ureterek enflamatuvar cevapta merkezi rol oynarlar (Qi ve Shelhamer, 2005;
Rhee ve Hwang, 2000). LPS, oksidatif stres ve enflamatuvar sitokinler (IL-1p,
TNFa, IFNy, 1L-12p40 ) fazla miktarda iNOS ekspresyonu neden olan molekullerdir
(Schimmer ve Parker, 2001; An et al., 2006; Yang ve dig., 2009). Organizmada
makrofajlar tarafindan fazla miktarda iiretilen NO artis1 ¢ogunlukla enflamatuvar

hastaliklarin patolojisinden sorumludur (Kim ve Ha, 2009).

iNOS TNFa, COX, gibi bir enflamasyon makardir ( Arora et al., 2016) ve
¢ogu calismalarda LPS indiiksiyonu ile organizmada iNOS miktar1 atirdigin
goriilmektedir. Canliginlarda iNOS ekpreayonu faydali olursa ragmen fazla ise
zararlidir ve regiilasyonu i¢in bilim insanlar baya calismay1 devam etmektedir. Bizde
bu ¢alisgmamizda iNOS ekpresyonu azaltmak hedef ile cogu geni transtripsiyon
faktor olan NK-kB'yi yolagi inhibe ederek denetirmistik. Caligmamizda iNOS'un en
cok bilinen indukleyic olan LPS farkli dozlarda eklerek 24-48 saat arasinda RAW
264.7 hiicreye maruz biraktilmistik. iNOS'un ekpresyonuda LPS etkisi belirlenmek
icin ¢alismamiz hem kontrol ve deneyi grup (LPS uygulanmis grup) olarak iki
ayrilmigtik. 24-48 saat sonunda kontrol ve deneyi grup arasinda *p<0,05 anaml

bulunmustu.

NK-kB, yalnizca uygun bir uyarici tarafindan indiiklenen ve 6zgiil bir sekans
ile DNA'ya baglanma aktivitesi sahip ilk tanimlanan transkripsiyon faktoriidiir ( Sen
ve Baltimore, 1986). Farkli gen kiimeleri ifadesinde ve secici aktivasyonunda
sofistike mekanizma diizenlemsi hakinda da biiyiik bir i¢cgorii saglayan en c¢ok
inceleyen transkripsiyon faktorlerden biridir. NF-xB hem enflamatuvar hem de anti-
enflamatuvar sitokinleri tretilmesi diizeleyen bir transkripsiyon faktordur (Caoet al.,
2006). NF-xB, RAW 264.7 makrofaj ve diger hicrelerde iNOS ekspresyonun
regulasyonunda gorevli temel transkripsiyon faktoradir. NF-«B, LPS ile
indiiklenmis miirin hiicrelerin tarafindan indiiklenebilen NOS ve TNFa gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerin ekpresiyonunda 6nemli bir gorev yapar ve bu
transkripsiyon faktorlerin aktivasyonunda engeleyen molekdleri ise anti-enflamasyon

ozellikleri sahip oldugunu belirlenmektedir (Ban ve arkadaglari, 2004). Hucre
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proliferasyonunu, enflamatuvar cevaplari, hiicre adezyonunun kontroliinde yer alan
genlerin ekspresyonunu regile eder. NK-kB, iNOS ekspresyonunun inhibitorleri ve
aktivatorleri i¢in merkezi bir hedeftir. LPS, TLR, ILR, TNFa ve oksidatif stres,
iNOS ekspresyonunu farkli hiicre tiplerinde NK-xB’yi aktive ederek indikler (Ghosh
ve dig., 1998; Oeckinghaus Ghosh., 2009; Perkins ve Gilmore, 2006).

NF-kB, DNA’ya dogrudan baglanarak gen ekspresyonu kontroliinde rol
oynayan normal fizyolojik siire¢ i¢cin Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica
NF-kB hormonlar gibi ¢esitli uyarici molekiiller tarafindan aktive olan ve ¢ok sayida
genin transkripsiyonunu diizenleyen sinyal yolagi molekiilii olarak gorev yapar. B ve
T lenfositleri, monositler, makrofajlar, tarafindan eksprese edilen NF-«kB; sitokinler
kemokinler, sitokin reseptorleri, buylme faktorleri, immiin duzenleyiciler gibi
bagisiklikta rol oynayan ¢ok sayida genin indiiklebilir diizenleyicisidir. Bu 6zellikleri

NF-xB’nin bagisiklik yanitina, enflamasyona etkin olarak katilimini saglar.

NF-kB’nin istenmeyen asir1  aktivasyonu metabolik, enflamatuvar,
norodejeneratif ve kanser gibi pek ¢ok hastaligin patofizyolojik siireclerinde rol
oynar. NF-kB’nin alt birimlerinin etkinli§i proteozom araciligiyla diizenlenir.
Uyarilmayan hiicrelerde hiicre sitoplazmasinda NF-xB, IkB (NF-«B inhibitorii) ile
kompleks olusturarak inaktif halde bulunur. Hiicre uyar1 alinca IkB ubikiitinlenerek
fosforlanir. Bunun sonucunda sitoplazmada protein degredasyonundan sorumlu
proteozom kompleksleri (26S proteozom kompleksi) aktiflesmis IkB’yi pargalayarak
NF- kB’den ayirir. NF-kB serbest kalinca aktif bir transkripsiyon faktorii olarak
hiicre niikleusuna ge¢ip DNA’ya baglanarak, DNA’da canliligi, proliferasyonu,
enflamasyon ve antiapoptotik iligkili bircok genin ekspresyonunu uyarir. 26S
proteozom kompleksi NF- kB’nin fonksiyonunun diizenlenmesinde ve bununla iliskili
temel hiicre ici ve hiicre dis1 olaylarda 6nemli bir rol oynar. Proteozom aktivitesi, NF-
kB fonksiyonunda aktivite artisina ve buna bagli olarak da hiicrede birgok
patofizyolojik siirecin baglamasina sebep olur. Proteozom inhibitérleri NF-xB’nin
potent inhibitorleridir. Proteozom inhibitdrleri 26S proteozom inhibisyonuna baglh
olarak IKB’nin parcalanmasini engelleyerek, IKB’nin birikimine sebep olur ve NF-
kB inhibisyonu gerceklesirler. NF- kB’nin inhibe edilmesi (izerine bitkisel icerikli ek
tibbi tedavi ajani gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda resveratrol, kersetin,
hesperidin gibi bitki flavanoidlerinin INOS ekspresyonunu NK-«B {izerinden inhibe

ederek anti enflamatuvar etki gosterdikleri ortaya ¢ikartilmigtir (Tsai ve dig., 1999;
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Karunaweera ve dig., 215; Parhiz ve dig., 2015). Bu calismamaizda hi¢ bir kimyasal
madde kullanmadan , dogal yolu i1la NK-kB yolagin inhibe ederek ,iINOS
ekpresiyonu azaltarak enflamasyonu etkisi azaltmak icin kapari ovatadan izol edilen
bilesikleri (Ozgun Acar ve dig., 2016) kullanilmistir ve sonuglarimiz gore kapari
ovantan izol edilen bilesiklerimiz ekledigimiz hiicrelerin NO miktar1 azaltilmig
goziilmektedir ve bu bilesikleri NK-xB yolagin inhibe ederek INOS enzim

ekpresiyonu azaltarak anti-enflamatuar 6zellik kazandirmaktadir.

Halk arasinda gebere, gebre otu, karga kavunu, deve dikeni, gevil,
bubusebellah gibi isimlerle bilinen kapari (Capparis ovata Defs.) Ege ve Akdeniz
bolgelerinde yaygin olarak yetisen, ¢ok yillik ¢alimsi yapida, yatik veya yari yatik
yapida blyuyen bir bitkidir (Akgiil, 1996; Anonim 1995 ve 1998; Inocencio ve dig.,
2006; Olmez, 2011). Kapari, Capparidaceae familyasinmn en genis iki cinsinden biri
olup, dunya Gzerinde 350 tir ile temsil edilmektedir. Tiirkiye’de Capparis ovata ve
Capparis spinosa tiirleri bulunmaktadir. Arkeolog Kriigerin arastirmasina gore, 7800
yildan beri bu bitki bilinmektedir. Aristo ve Hipokrat zamanlarinda da (M.O. 384-
322, M.O. 400), bu bitkiden s6z edilmektedir. Halk arasinda analjezik, diiiretik, yara
tyilestirici ve hiicre yenileyici olarak kullanilan kapari bitkisinin tomurcuk ve
yapraklar1 da ilag ve kozmetik sanayide kullanilmaktadir (Bagc1 ve Simsek, 1998).
Ayrica bu bitkinin anti- noroenflamatuvar etkinligi yapilan ¢alismalarla

kanitlanmistir (Ozgun-Acar ve dig., 2016).

Transfeksiyon, DNA gibi yabanci bir molekiiliin 6karyot hiicre igerisine
aktarilmasidir. Katyonik lipozomal transfeksiyon, kullanim kolayligi ve
transfeksiyon etkinliginden dolay1 transfeksiyon amaciyla en yaygin kullanilan

yontemdir.

RAW 264.7 hiicre RAW 264.7 makrofaj hicreler LPS stimulasyonun, iNOS
transkripsiyonunu ve protein sentezini indiillendigi, NO sentezi, [kB proteolizini ve
NF-kB'nin sitoplazmadan niikleer ggecmesini artirdigi gosterilmistir ( Xie ve ark.,
1994; Henkel ve ark., 1993; Hwang ve ark., 2011). Calismamizda kapari ovatan izol
edilmis  bilesikleri anti-enflamtuar etkisi sahip olup olmadigin projemizde |,
literatiirlerde LPS ile uyarilabildigini gdsteren epey ¢alismalarda vardi (Liu ve ark.,

2011; Tao ve ark., 2008; Kanno ve ark., 2007; Luo ve ark., 2009; Quang ve ark.,
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2006) ve o caligmalarda iNOS ve NO iiretiminde karst potansiyeli inhibitorlerin
degerlendirilmesinde RAW 264.7 en uygun hucre gorilmektedir ((Yang ve
ark.,2009). Arastirmamizda elde ettigimiz sonuclarin, literatiir verileri ile uyumlu
oldugu ve kullandigimiz hiicre modelinin ve sistemimizin kimyasal maddelerin

antioksidan etkilerinin degerlendirilmesi agisindan uygun oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, Capparis ovata’dan izole edilen ursolik asit, beta-sitosterol,
olean-12- en-28-ol, 3 pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin lipopolisakkarit (LPS) ile
indiiklenen nitrik oksit sentezi tizerindeki etki mekanizmasinin, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz enzimi (iNOS) ve NFkB yolagi iizerinden arastirilmasi amaci ile RAW
264.7 hiicreleri fakli miktarlarda lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilarak iNOS
sentezinde artts ve NFkB yolaginda aktivasyon saglandi. 10pg/ml LPS
uygulamasinin nitrit oksit diizeyinde en anlamli artisa neden oldugu belirlendi ve
uygulanan dozlarin inkiibasyon siiresince hiicre yasamini olumsuz etkileyecek bir

etkilerinin olmadig1 saptandi.

Uyarilmis RAW 264.7 hiicrelerinde, ursolik asit, beta-sitosterol, olean-12-en-
28-o0l, 3B pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin, nitrit oksit sentezi tiizerindeki
etkisinin ortaya konmasi amaciyla hiicrelere nitrik oksit diizeyini en etkin arttiran
10pg/ml LPS dozu uygulandi. Hiicrelerinin 10pg/ml LPS ile 24 saat nkiibasyonu
neticesinde hiicre dis1 slipernatantindan uygulanan LPS dozunun hicreleri
indiiklediginden emin olabilmek i¢in Slgiilen nitrik oksit konsantrasyonunun kontrol
grubu’na gore 3,32 kat arttif1 belirlendi. Bunun yaninda LPS dozunun inkiibasyon
siiresi boyunca hiicre yasamini anlamli bir sekilde ve olumsuz olarak etkilemedigi
bulundu. Hiicrelerin indiiklendiginden emin olunduktan sonra sitotoksisite
calismalar1 neticesinde hiicreler i¢in toksik olmayan bilesik dozlar1 hiicrelere
uygulandi. Bu dozlar ursolik asit bilesigi i¢in EC10 dozu 13 uM, EC25 dozu 22
MM; beta-sitosterol bilesigi icin EC10 dozu 22uM, EC25 dozu 44 uM; olean-12-en-
28-ol, 3B pentakosanoat (OPC) bilesigi icin EC10 dozu 20 uM, EC25 dozu 30 uM ve
son olarak rutin bilesigi i¢cin EC10 dozu 25 uM, EC25 dozu 75 pM olarak belirlendi.
Bilesiklerin hiicrelere uygulanmasi ve 24 inkiibasyonu sonunda yine tiim hiicrelerin
hiicre dis1 siipernatantindan nitrit 6lgtimii yapildi. Elde edilen sonuglar analiz
edildiginde hucrelerin LPS ile inkibasyonunun ardindan 6lg¢iilen nitrit miktarinin
126,08uM oldugu tespit edildi. Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerin

uygulanmasinin ardindan gergeklestirilen hiicre dis1 siipernatant nitrit Slglimi
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neticesinde saptanan nitrik miktarlart ise; ursolik asit bilesiginin EC10 dozu igin 42,1
uM, EC25 dozu i¢in 40,1 uM olarak saptandi. Olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat
(OPC) bilesiginin EC10 dozu i¢in 36,6 uM, EC25 dozu i¢in 45,1 uM olarak; rutin
bilesiginin EC10 dozu ic¢in 43,9 uM, EC25 dozu icin 44,2 uM olarak belirlendi.
Bilesik uygulamalarinin ardindan hiicre dis1 stpernatantlarda belirlenen nitrit
miktarlarinda goriilen bu anlamli azalma ursolik asit, OPC ve rutin bilesiklerinin
uygulanan dozlarinin anti-enflamatuvar 06zellik gostermekte olduklarina isaret
eder.Diger c¢alismalar1 gore Capparis ovata  Diyabet calismalarda ve MS
hastarliklarda anti- enflamatuar o6zellikleri sahip oldugu gosterilmisti ( Okur ve
arkadaslari, 2018; Ozgiin Acar ve dig., 2017). Aym1 zamanda bu bilesiklerin
uygulanan dozlarinin inkiibasyon siiresince hiicre yasamini olumsuz bir sekilde
etkilemiyor olmasi da kullanilan ve anlamli etkinlik goriilen bu bilesiklere anti-

enflamatuvar ajan olarak oldukca avantajl birer karakter kazandirir.

Rutin si¢an tizerinde calismalarda 6demi ve nitrofil kemotaksisi ve degradasyonuda
etkilerek kendisi anti-enflamatuar 6zellikle kazandirilmisti ( Selloum ve dig., 2003). Rutin,
beyin iskemisi iizerinde noéron korucu etkiyi  gostermistir (Khan ve ark.,
2009).Hipoksik, glutamat ve oksidatif stresten faydlali oldugu bulmustur (Pu ve ark.,
2009). Diger calismalarda, rutin uygulanarak Alzeimer tipinde sporadik demans
(Javed ve digerleri, 2012) sigan modelinde noéron enflamasyon azalmasi ve x
deksametazyon ile tedavi edilen farelerde rop noroprotektif ektileri
g6zlenmektedir(Tongjaroenbuangam ve digerleri, 2011). Calismamizda rutin
uygulanmis olan hiicreleri nitrik miktari azaldigi gosterilmitir ve bunu onu ati-

enflamtaur etkisi sahip oldugunu tekrar gézlemektedir.

Ursolik asit, (UA; 3b-hidroksi-12-urs-12-en-28-oic asit), dogalda bulunan bir
pentasiklik triterpenoid karboksilik asittir. Kappari ovata ( Ozgun-Acar vb., 2016),
elma, feslegen, yaban mersini, kizilcik, nane biberiye, kekik  gibi ¢ok ¢esitli
bitkilerde bulunur (Liu J., 1995). Anti-inflamatuar, antioksidan, anti-proliferatif, anti-
kanser, anti-mutajenik, anti-aterosklerotik, anti-hipertansif, anti-losemik ve antiviral
ozellikler gibi UA'nin ¢esitli biyokimyasal ve farmakolojik etkileri bir dizi deney
sisteminde bildirilmistir (Ikeda Y, Murakami A. ve Ohigashi H., 2008; Tsai SJ. ve
Yin MC., 2008). UA, induklenebilir nitrik oksit sentaz ve siklooksijenaz-2
ekspresyonunu hafifleterek RAW264.7 hiicrelerinde (Fare monosit makrofaj hticre

hatt1) antiinflamatuar etkiler gostermistir ( Suh N., Honda T.ve dig., 1998; Ryu SY.
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ve dig., 2000). Triterpenoidlerin karsinogenezin bastiriimasint NFKB ve STAT3 gibi
pro-enflamatuvar mediyatorlerin inhibisyonuyla iliskilendirilmesi bu bilesiklerin
otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde ve oOnlenmesinde potansiyel
rolini sorgulamaya itmistir (Liby ve dig. 2006; Choi ve dig. 2014).Diger
calismalarda, Anti-proliferatif, anti-tumoér ve anti-losemik 6zelliklerin, NF-KB
aktivasyonunun bastirilmasi ve lipoksijenaz, COX-2, MMP-9 ve iNOS gibi NF-xB
diizenlenmis genlerin ekspresyonunu inhibe ederek aracilik ettigi gosterilmistir
(Shishodia S ve dig., 2003; Ringbom T, Segura ve dig., 1998; Cha HJ, Bae SK. ve
dig.1996; Najid A, Simon A. ve dig., 1992). Calismamizda gucli anti-enfamatuar
ajan olan1 (Rahul C., Santosh K.ve digerleri, 2012) ve atrit hastalik tedaveside
kullanilan ((Jong Yeong L. ve arkadaslari, 2017) UA eklemis olan hiicreleri nitrik
miktar1 azaldig1 goriilmektedir ve diger ¢alismalara gore anti-enflamatuar etkisi bir

madde oldugunu tekrar kanitlanmistir .

Olean-12-en-28-o0l, Zeytinde, findikta , kapari ovatada gibi bitklerde bulunan bir
bilesiktir (Bayram ve ark.,2012 ; Ozgun Acar vb., 2017). Toplam LDL kolesterol ve
trigliserit miktarin1 azaltilan (LOpez ve ark., 2008), OA kolon, akciger, gogiis ve
prostat kanseri olusum riskini azaltir (Yamaki ve dig., 2002). Diger gorevleri is
insulin hassasiyetini azaltimas1 ve plazma glikoz ve insiilin miktarin1 azaltilir (
Barberger-Gateau ve ark., 2007; Paniagua ve ark., 2007; Solfrizzi ve ark., 2006). Ek
olarak, anti-enflamatuar aktiviteler denenmis ve izole edilmis metabolitler igin
degerlendirilmistir. Metabolitlerin cogu, RAW 264.7 hiicrelerinde
lipopolisakaritlerin neden oldugu NO iiretimi tizerinde 6nemli inhibe edici aktiviteler
gosterdi (Sensen Yan ve ark., 2018). Bilesik uygulamalarmin ardindan hiicre dis1

slipernatantlarda belirlenen nitrit miktarlarinda goérillen bu anlamli azalma OA bilesik

uygulanan dozlarinin anti-enflamatuvar 6zellik gostermekte olduklarina isaret eder.

Beta-sitosterol, kapar1 bitki dahil piring, bugday, msir, fistik, yer fistig
bulunur ve iltithaplanma, viral hasar, {lser, kanser gelisimi ve bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesinde 6nemli bir ajandir (Heitzman ve ark., 2005; Ling ve Jones, 1995).
Ayrica, BS'min inflamatuar sitokinlerin {iretimini kontrol ederek bagisiklik

fonksiyonunu, inflamasyonu ve agr1 diizeylerini modiile etmesi Onerilmektedir
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(Awad ve Fink, 2000). 2017'de Paniagua-Pérez ve arkadaslari, BS'y1 spesifik ve
spesifik olmayan guclu bir anti-inflamatuar kapasitesi sahip oldugunu belirlendi. LPS
uyarilmis RAW 264.7 hiicreyi beta-sitosterol ekledikten sonra diger ¢alismalar1 gore
nitrit miktar1 azalmasi beklenirken , hi¢ bir degisik olmadigini gézlemelenmektedir.
Beta-sitosterol bilesiginde gézlemlenen olumsuz degisim bilesigin hucreler tizerinde
oksidatif strese sebep olarak artisa neden oldugu ileri siirtilebilir yada ¢iiziilclimiiz
icinde ¢ozelmedigi belirlenmektedir. Tabi ki bu hipotezi test etmek ve dogrulamak

icin daha ilave deneyler yapmak gereklidir.

Calismamizda lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen NFxB aktivasyonu
lizerine proteozom inhibitérii olarak gorev alan ve kontrol ilact olarak kullandigimiz
bortezomibin ve Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerin etkisinin belirlenmesi
amaciyla NF-xB plazmidi (pNK-kB luc) kullanildi. Memelilerde aktive olan NF-kB
proteini, humoral bagisiklikta gérev alan pek ¢ok genin ekspresyonunu kontrol eden
kappa (x) enhancer elemente baglanir. pNFkB luc plazmidi, NF-kB sinyal
transdiiksiyon yolaginin aktivasyonunun gorintilenmesi igin dizayn edilen ates
bocegi lusiferaz raportdr geni ve k enhancer elementinin dort tandem kopyasini
igerir. Calismamizda kullanildig: tizere LPS gibi NFkB sinyal transdiiksiyon yolagini
aktive eden ajanlarin eklenmesi, vektorde raportdr genin upstreaminde lokalize olan
endojen NFkB’nin, kappa enhancer elemente baglanmasina neden olur. NF-kB’nin

baglanmasi, raportdr gen olan lusiferaz geninin transkripsiyonuna neden olur. Ates

bocegi lusiferazi, kosubstrat olarak ATP ve Mg+2 kullanarak, lusiferin substratinin

oksidasyonunu katalizler, iirlin olarak oksilusiferin olusur ve 151k ortaya ¢ikar.

Lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, lusiferin substrati kullanilarak
aciga c¢ikan luminesansin luminometrede Olgiilmesi ile bortezomib ve uygulanan
bilesiklerin LPS ile indiiklenen NF-kB {izerindeki etkisi test edildi. Bunun igin
oncelikle etkin LPS dozu belirlendi. Griess metoduna gore hiicre dis1 siipernatanttan
nitrit 6lgim0 sonucunda elde ettigimiz degerler referans alinarak 96 kuyucuklu
plakalara dnceden ekilip NF«xB plazmidi transfekte edilmis olan HEK293 hiicrelerine
iki degisik LPS dozu uygulandi (2pg/ml ve 10 pg/ml). Elde edilen sonuglar
uygulanan 10 pg/ml LPS konsantrasyonunun daha etkili bir indiikleme sagladigini
ortaya koydu. Uygulanacak LPS konsantrasyonunun belirlenmesi sonrasinda
bortezomib ve Capparis ovata’dan izole edilen bilesiklerin LPS ile indiklenen

HEK?293 hiicrelerinde NF-xB iizerindeki etkisi test edildi. Calismamiz sonucunda
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elde ettigimiz veriler LPS ile indiiklenen NF- kB aktivasyonunu bir proteozom
inhibitorii olarak gorev alan bortezomibin uygulanan 0,1nM, 0,5nM, 1nM’lik
dozlarinin NFkB inhibitérii olan IxkB’nin ubikiitinlenerek proteozom kompleksi
tarafindan degrede edilmesini engelleyerek NFxB’nin etkisinin inhibisyonunu
saglayabilecegini gosterdi. Ayni zamanda elde edilen yine Griess metoduna gore
olgiilen nitrit miktar1 sonuglari referans alinarak uygulanan bilesiklerden olan ursolik
asit ve OPC bilesiklerinin NF-kB aktivasyonunu inhibe ediyor oldugunu gosterdi.
Nitrit 6l¢limii sonuglarina paralel olarak uygulanan ursolik asit ve OPC bilesiklerinin
NF-kB aktivasyonunu inhibe ediyor olmasi bilesiklerin anti- enflamatuvar etki
gosteriyor oldugunu destekledi. Hiicrede bir¢ok patofizyolojik stirecte rol alan NF-xB
aktivasyonunun inhibe edilmesi anti-enflamatuvar etki, apoptotik etki basta olmak

Uzere bircok etki gosterir.
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5. SONUC

Calismamizin sonucunda elde edilen veriler bize Capparis ovata’dan izole
edilen ursolik asit, olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat ve rutin bilesiklerinin LPS
tarafindan indiiklenen RAW 264. 7 hiicrelerinde iNOS ekspresyonu aktivasyonu ile
NO konsantrasyonu artigini inhibe ettiklerini gosterdi. Beta-sitosterol bilesiginde ise
diger bilesiklerden elde edilen sonuglarin aksi sonuglarin elde edilmis olmasi beta-

sitosterol bilesiginin hiicrede oksitadif strese neden olabilecegini gosterdi.

NF-kB plazmidi transfekte edilmis olan HEK293 hiicrelerine, nitrit 6lglim
sonuclar1 referans alinarak segilen ursolik asit ve OPC bilesiklerinin yani sira bir
proteozom inhibitdrii olarak goérev alan ve c¢alismamizda kontrol ila¢ olarak
kullandigimiz bortezomibin uygulanmasi neticesinde elde edilen sonuglar; uygulanan
bu bilesiklerin kontrol ila¢ olan bortezomibin gosterdigi etki paralelinde NF-xB
aktivasyonunu inhibe ediyor oldugunu gosterdi. Griess metoduna gore hiicre disi
slipernatantdan 6l¢imda ile yapilan nitrit miktar tayini ve NF-kB plazmidi transfekte
edilmis olan hiicrelerden elde ettigimiz sonuglarin birbirleriyle tutarli olmasi
Capparis ovata’dan izole edilen ursolik asit, olean-12-en-28-ol, 3p pentakosanoat ve
rutin bilesiklerinin anti-enflamatuvar etki gosteriyor oldugunu destekledi. Tiim bu
sonuglar kapsaminda tibbi bitkilerin terapdtik agidan Onemli olabilecek aktif
bilesiklerinin tibbi ve farmakolojik yararlari bir kez daha ortaya konuldu ve Capparis
ovata’dan izole edilen aktif bilesiklerin yeni ve potansiyel anti-enflamatuvar birer

ajan olabilecegini gosterdi.
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