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ONSOz

Multipl Skleroz (MS), hala etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber genetik ve gevresel
faktorler tarafindan tetiklenen, immun bozuklugunun neden oldudu, merkezi sinir sisteminin
kronik, enflamatuar ve demiyelizan bir hastaligidir. MS dinyanin en yaygin noérolojik
bozukluklarindan biridir. Pek ¢ok Ulkede geng erigkinlerde, trafik kazalar disinda meydana
gelen norolojik 6zarlulagun birinci nedenidir. 2008 yilinda 2,1 milyon olan MS'li hasta sayisi,

tahmini 400 bin kisi artarak bu rakam ginimuzde 2,5 milyona yukselmistir.

Gunumuzde MS tedavisi igin kullanilan mevcut olan ilaglarin kullanimlari ile karsilagilan sikinti
ve yan etkilerden dolayi, MS i¢in alternatif tedavi ajanlarinin saptanmasi ve ilag gelistiriimesi
calismalari devam etmektedir. Bu kapsamda, projede multipl skleroz deneysel hayvan
modelinde Capparis ovata bitkisinden elde edilen ekstre (MScov) ve alt fraksiyonlar ile DAE
olusturulmus CL57BL/6 farelerde, Capparis ovata bitkisinden izole edilen saf bilesiklerle de in
vitro modellerde molekuler gen ifade degiskenlikleri, toksikolojik etki belirleme, histolojik ve
immunohistokimyasal inceleme ve takipleri, tim genom transkriptom analizleri, izolasyon ve

yapi tayin deneyleri gerceklestirildi. Bu calismalar neticesinde ¢ok énemli ¢iktilar elde edildi.

Proje yurGticusu olarak emegi gegen arastirmaci ve danisman hocalarimiza, bursiyelere,
arastirmaci veya bursiyer olmadiklari halde bir sekilde katki sadlayan ekip arkadaslarimizdan
Gurbet C. TURGUT a, Veteriner Yrd. Dog. Dr. Barbaros SAHIN’e, bitkileri saglayan Asci Murat
Kapari Tatl Dondurma Tursu iml.ve ihr. Sti'ne, proje dnerimizi degerlendiren ve raporlarimizi
okuyan raportér hocalarimiza, TUBITAK’ ta projemizin degerlendirme siirecine katilan SBAG

galisanlarina ¢ok tesekkur ederim.

Tium bu galisma 112S187 numaral TUBITAK projesi kapsaminda gergeklestirilmistir.
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OZET

Multipl Skleroz (MS), hala etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber genetik ve ¢evresel
faktorler tarafindan tetiklenen, immun bozuklugunun neden oldugu, merkezi sinir sisteminin
kronik, enflamatuar ve demiyelizan bir hastaliidir. Ginimizde MS tedauvisi icin kullanilan
mevcut olan ilaglarin kullanimlari ile karsilasilan sikinti, tam tedavi etmeni olmamalari ve yan
etkilerden dolayl, MS icin alternatif tedavi ajanlarinin saptanmasi ve ila¢ gelistiriimesi
calismalari devam etmektedir. Bu kapsamda, projede 6ncelikle Capparis ovata bitkisinden
elde edilen ekstre (MScov) veya Capparis ovata bitkisinden dogrudan elde edilen ekstreler
cesitli ekstraksiyon ve kromatografi teknikleri uygulanarak alt fraksiyonlar ve saf bilegikler elde
edildi. Hem ana ekstre MSCov ile ve hem de alt fraksiyonlar ile multipl skleroz deneysel hayvan
modeli olan DAE olusturdugumuz CL57BL/6 farelerde, klinik skorlama, molekiler gen ifade
degiskenlikleri, toksikolojik etki belirleme, histolojik ve immunohistokimyasal inceleme ve
takipleri, tim genom transkriptom analizleri gergeklestirildi. Ozellikle ana ekstre MSCov ile
tedavi edilen DAE hayvanlarin hem klinik skorlar ve hem de molekiler gen ifade dizeyleri
hastaligin kontrol hayvanlara benzer sekilde geri donusturuldugina teyit etti. Ayrica histolojik
ve immunuhistokimyasal verilerimiz, DAE hayvanlarda tespit edilen miyelin tabakasindaki
deformasyonlarin ve immunolojik tanilarin, MSCov uygulamasi ile buyuk oranda iyilestirildigi
ve immunreaktivitelerin kontrol skorlara yaklastigini gosterdi. Bu ekstrenin olasi yan etkilerini
tanimlamak igin yapilan toksikolojik gen profilleme ¢aligmalarimiz MSCov’'un 500 mg/kg/gun
dozda guvenilir oldugunu, 6énemli bir yan etki olusturmadigini destekledi. Bu verilerimiz Tum
genom transkriptom analizleri ile de teyit edildi. DAE hayvanlarda bagisiklik yaniti ile ilgili
yolaklarda ifade duzeyleri artan transkriptlerin MSCov uygulamalari ile tekrar baskilandigini
gosterildi. Ancak elde edilen alt ekstrelerin hic¢ birisi ile ana ekstreye benzer sonuclar elde
edilemedi. Bu nedenle, MSCov ile go6zlenen bu iyilestirici etkilerin icerdigi c¢ok farkli
bileskenlerin pleiotropik etkileri oldugu; fraksiyonlama da birlikte pozitif etki olusturan
bileskenlerin bir birinden ayrilmasi yada kompleks yapilarinin bozulmasi nedeni ile etkilerinin

kayboldugu dnerilmektedir.

Capparis ovata bitkisinden yada ana MSCov ekstresinden proje kapsaminda 8 bilesik
[glukokapparin, B -sitosterol, 5B,6B- epoksikolestan, 3f-ol, 5a,6a- epoksikolestan, 3B-ol,
stigmast-5,22-dien-3p-ol, miristat, olean-12-en-28-ol, 3B-pentakosanoat (yeni), Bis -(3-
metiloktil) fitalat (yeni), 1H-indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit (yeni)] saflastiriimis ve
karakterize edilmigtir. Bu bilegiklerin miktarlari yeterli olmadigi icin hayvan deneyleri yerine in

vitro hicre kiltirinde etkileri arastiriimistir. Bu modellerde yapilan deneyler olean-12-en-28-
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ol, 3B-pentakosanoat bilesiginin, hem immun baskilayici ve hem de miyelin olusumunu
tetikleyici etkiler gostermesi nedeniyle; MSCov ile gozlenen etkilerden sorumlu olabilecek,
onemli bir terapotik ajan potansiyeli tasidigi tespit edildi. Diger bilesiklerin MS icin etkin olma

Ozellikleri olusturmadigi saptandi.

Sonug olarak, proje ile onerilen hedefler basar ile gergeklestirildi ve patent dahil yeni

arastirmalara temel olusturacak ¢iktilar Gretildi.

Anahtar Kelimeler: Kapari, Capparis ovata, Multipl Skleroz (MS), MSCov, olean-12-en-28-ol,
3B-pentakosanoat (OPC), Patofizyoloji, izolasyon, Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit, Terapotik

ajan, Alternatif ve Tamamlayici Tedavi
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ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS), though its etiology is still unclear but is known to be triggered by
genetic and environmental factors, is an immune disorder with inflammation and demyelination
of central nervous system. Today, due to the incomplete cure and side effects of current drugs
used for the treatment of MS, studies for the development of new and alternative therapeutic
agents for MS is in progress. In this context, first the plant extracts obtained from Capparis
ovata together with the C. ovata water extract (MSCov; the main extract) were further
fractionated to isolate pure compounds by applying various extraction and chromatography

techniques.

Both the main extract MSCov and sub-fractions were tested in experimental animal model of
multiple sclerosis, ie., EAE on CL57BL/6 mice, by studying clinical scoring, differential gene
expression at molecular level, toxicological effects, histological and immunohistochemical
staining and whole genome transcriptomes. In particular, EAE animals treated with the main
extract MSCov, the disease was ameliorated and returned to almost normal status which was
confirmed with both clinical scoring and molecular gene expression analysis. This healing
effect of MSCov was further supported strongly by histological and immunohistochemical
studies showing that deformations in the myelin layer seen in DAE were largely improved by
the application of MSCov. Also the immunological staining o brain sections showed that the
immunoreactivity scores recorded with of DAE animas were returned to the control scores
almost. Toxicological gene profiling studies to identify the possible side effects of MSCov have
stated that the 500 mg/kg/day dose is likely reliable without significant side effects. Those
effect of MSCov was further confirmed with the data obtained using whole genome
transcriptome analysis. It has shown that MSCov application was increased the levels of the
transcript which had been suppressed in DAE back to approximately normal levels and these
transcripts are found to be mainly involved in immune responses. However, none of the sub-
fractions obtained either from plant parts or from main MSCov extract showed similar results
with the MSCov treatment. Therefore, the therapeutic effect observed with MSCov is
pleiotropic and might be due the interactions of many different compounds and complexes
contained in this extract, which were either separated from each other or deteriorated during
fractionation procedures may have caused the loss of healing effect seen with the parent
extract. In this study, eight compounds [glucucappain, {3 -sitosterol, 583, 6B3- epoxycholestane,
3B-ol, 5a, 6a- from epoxycholestane, 33-ol, sigmast-5,22-dien-33-ol, myristate, olean-12-en-
28-ol, 3B-pentacosanoate (new), bis-(3-methyloctyl) phthalate (new), 1H-indole, 2-hydroxy, 3-
carboxylic acid (new)] were purified either from MSCov or Capparis ovata plant parts and

structurally elucidated. These compounds have been investigated using in vitro cell culture
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methods due to of sufficient amounts for animal experiments. In these models, the analysis
with  olean-12-en-28-ol, 3B-pentacosanocate (OPC) have exhibited both the
immunosuppressive affects and trigger of myelin regeneration. It may be the agent responsible
for those effects observed with MSCov treatment in DEA animals. Thus, it is suggested that
OPC were identified as being potentially important therapeutic agent for MS treatment. On the
other hand, other compounds were found to be non-effective for MS treatment.

As a result, the project was successfully accomplished with the proposed targets and

outcomes will form the basis for new research, including patented products.

Keywords: Caper, Capparis ovata, Multiple Sclerosis (MS), MSCov, Olean-12-en-28-ol, 33-
pentacosanoate (OPC), Pathophysiology, Isolation, Experimental Allergic Encephalomyelitis,

Therapeutic Agents, Alternative and Complementary Therapies

- XXXi -



1 GIRiS

ilk olarak Carswell tarafindan tanimlanmis olan Multipl Skleroz (MS), hala etiyolojisi tam olarak
netlesmemis merkezi sinir sisteminin (MSS) kronik, enflamatuar ve demiyelizan bir hastal§idir
(Compston ve Cole, 2002; Hicke, 1999; Szczucinski ve Losy, 2007). Ozellikle geng erigkinleri
etkileyen MS; MSS bozukluklari, gérme bozukluklari ve motor bozukluklar ile karakterizedir
(Mathew vd., 2013). Klinik belirtiler enflamatuar lezyonlarin olusturdugu anatomik bolgeye ve
akut demiyelinizasyon ve néroaksonal yaralanma miktarina bagh olarak heterojenlik gésterir
(Polman vd., 2011). MS ile ilgili ilk bilgiler, Charles Prosper Ollivierd’Angers’in 1824 yilinda
yaptigi bildiriye dayanmaktadir. MS ile ilgili ilk makroskopik degisiklikler ise, “skleroz plak”
tanimi Charcot tarafindan 1868 yilinda bildirilmistir (Murray, 2009). Charcot hastaligi
tanimlamis ilk patolojik strecin miyelin yikimi ile ortaya ¢iktigini ve miyelin kaybi olan alanlarda
skleroz plaklarin olustugunu goéstermis ve hastalija La Sclerose en Plaques adini vermistir.
MS’in hayvan modeli olan Deneysel Alerjik Ensefalomiyelitin (DAE) 1932 yilinda gelistiriimesi

ile birlikte MS’in immun sistemin bir hastaligi olduguna karar verilmistir.

Hastaligin klinik siniflandiriimasi buaylik oOlgude hastaligin seyrine dayanmaktadir ve genel
olarak 4 tipi vardir (Stauffer, 2006; Sekil 1):
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Sekil 1. MS tipleri ve zamansal seyirleri

i.  Nulkseden-lyilesen MS (Relapsing-Remitting MS - NIMS)
i.  Ikincil ilerleyen MS (Secondary-Progressive MS - [iMS)
ii.  Birincil ilerleyen MS (Primary-Progressive MS - BiMS)
iv.  lIlerleyen-Niikseden MS (Progressive-Relapsing MS — INMS)



MS hastaliginin kategorize edilmis ve alt tipleri tanimlanmig olmasina ragmen, hastaligin seyri
ve semptomlari oldukga heterojendir. Bu karmasiklik asagidaki Sekil 2’de ifade edilmektedir.
Hastalarin yaklasik % 85'i en sik gorilen formu NiMS tipinde olmasina ragmen, farkli hastalik
belirtilerinin gergekten nasil teshis edildigi ve bunun tek bir tip olarak siniflandiriimasi
gergekten gok dnemli bir zorluktur. Cinku bu siniflandirma farkh patofizyolojik mekanizmalarin

anlasiimasi ve tedavi hedeflemesi lizerinde 6nemli etkileri vardir.
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Sekil 2. MS hastaliginin farkh tiplerinde hastalgin seyri ve semptomlari.

MS dinyanin en yaygin nérolojik bozukluklardan biridir. Pek ¢ok Ulkede geng eriskinlerde trafik
kazalari disinda meydana gelen ndrolojik 6zurllligin birinci nedenidir. Buna ragmen, MS
epidemiyolojisi ve MS’li kisiler igin gerekli kaynak ve hizmetlerin kullanilabilirligi hakkinda
kiresel bilgi dinyanin bir¢cok bdlgesinde azdir (Browne, 2014). 2008 yilinda Uluslararasi MS
Orgiti ve Diinya Saglik Orgiiti tarafindan baglatilan ortak proje ile ilk diinya MS atlasi



olusturulmaya baslanmis ve 112 llkeden toplanan bilgilerle bu konuda var olan bilgi agigini

doldurulmaya c¢alisiimistir.
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Sekil 3. 2013 yil ktresel Multipl Skleroz prevalansi (Browne, 2014)

2008 yilinda 2,1 milyon olan MS'li kigilerin tahmini sayis1 2013 yilinda 200 bin kisi artarak 2,3
milyona ve gunumuzde de bu rakam 2,5 milyona yikselmistir (Compsten ve Cole, 2008;
Dendrou vd., 2015). Bu rakamin daha da ytksek oldugu tahmin edilmektedir ve artis seyrinin
yikselerek devam ettigi bildirimektedir (Browne, 2014). Ulkemizde de 2008 yilina oranla MS

prevelansi artmaktadir (Sekil 3).

MS’in etiyolojisi tam bilinmemekle beraber genetik ve gevresel faktorler tarafindan tetiklenen
immun bozuklugun neden olduguna inaniimaktadir (Ascherio ve Munger, 2007a,b). MS kalitsal
bir hastallk olmamasina ragmen, ayni aile iginde MS vakalarinin gorulebilirligi genetik
bilesenlerle glgli bir etkilesim oldugunu ortaya koyar niteliktedir. MS hastalarinin birinci
derece akrabalarinda MS goérilme riski normal popilasyonda gériilme riskine (mutlak risk %2-
5) goére 10-50 kat daha fazladir ki monozigotik ikizlerde risk yaklasik Ugte bir oranindadir
(Weinshenker 1996; Kantarci 2008).

Tdm genom baglanti analiz galigmalari sayesinde MS ile iliskili oldugu dusuntlen birkag gen
lokusu belirlenmigtir. 1970’lerin baginda belirlenen immin fonksiyonlarla iligkili genleri
kodlayan insan I6kosit antijen kompleksi (HLA), ilk bulunan genetik risk faktéruduar (Jersild vd.,
1972; Sawcer vd., 2011). Yakin zamanlarda yapilan galismalar ise HLA sinif Il uzantili
DRB1*1501, haplotipinin MS igin oldukg¢a glgli bir genetik risk olusturdugunu géstermektedir



(Oksenberg vd., 2004; Sawcer vd., 2011). Son zamanlarda interl6kin 2 reseptdr alfa geni
(IL2RA) ve interldkin 7 reseptdr alfa geni (IL7RA) alelleri de risk faktorleri olarak tanimlanmistir
(Hafler vd., 2007; Sawcer vd., 2011). Bunlarin yani sira bir dizi MS yatkinhgi ile iligkili olan
MHC olmayan gen/lokus tanimlandi (Sawcer vd., 2011).

Son yapilan tim genom baglantili analiz ¢calismalarinda 14498 MS hastasi ve 24091 saglkli
kontrol érneklerde genotipleme dizi analizi yapilarak, 161311 otozomal varyantlari taranarak
135 potansiyel MS iligkili lokuslar belirlendi (Beecham vd., 2014). Bu genlerin ¢gogu (CXCRS5,
IL-2Ra, IL-7R, IL-12RB1, IL-22Ra2, IL-12A, IL-12B, IRF8, TNFRSF1A, TNFRSF14 ve
TNFSF14, CD37, CD40, CD58, CD80, CD86, CLECL1, CBLB, GPR65, MALT1, RGS1,
STATS3, TAGAP, TYK2) bagisiklik sistemi ile iligkili olmasindan dolayi, MS’in immun aracili

oldugunu desteklemektedir.

Batin bunlara ragmen halen MS’e yatkinhdin altinda yatan pek c¢ok genetik faktor
aydinlatiimamistir. Dahasi, genetik yatkinik MS risk faktérlerinin tek basina nedeni degildir,
bunun yaninda ¢evresel faktorlerinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu ¢evresel faktorler arasinda
D vitamini eksikligi ve Epstein-Barr viris enfeksiyonunun MS olusumu ile glgcli baglantisi
calismalarla gdsterilmistir (Ascherio ve Munger 2007a,b; Ransohoff, 2010) (Sekil 4). Sigara
MS yatkinligi icin dnemli bir bagka ¢evresel risk faktérl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diger risk
faktorlerinde oldugu gibi, sigara, diger genetik ve ¢evresel faktorler ile baglantili olarak MS’e
yatkinligi etkileyebilir (Wingerchuk, 2012).
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Sekil 4. MS patolojisinde en énemli tg¢ faktorin etkisi (Ransohoff 2010’dan revize edilmistir).

Etiyolojisi tam olarak bilinmese de, ¢cogu kanit hastalik olusumunda otoimmin patojenezi
destekler niteliktedir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar MS’te otoimmin cevabin
baslamasinda miyelin spesifik CD4* T hucrelerinin kritik rol oynadigini gdstermektedir
(Bielekova vd., 2000).



Merkezi tolerans olusturulmasi sirasinda timis tarafindan otoreaktif T hicreleri silinir. Ancak
bu islem mikemmel degildir. Zaman zaman bazi otoreaktif T hlicreleri gevresel sisteme salinir.
Saglikli bireylerde bu isleyis periferik tolerans mekanizmalari ile kontrol altindadir. Ancak
duzenleyici T hucrelerinin iglevlerinin baskilanmasi ve/veya efektér B ve T hicrelerinin artan
direncleri sayesinde bu mekanizmalar bastiriir. Boylelikle, merkezi sinir sistemi (CNS),
otoreaktif T ve B hicreleri cevresel sistemde aktive olurlar (Sekil 5). Yukarida bahsedilen
enfeksiydz ajanlar ve sigara gibi bilesenler de dahil olmak lGzere, genetik ve ¢gevresel faktérler,
bu olaylara katkida bulunur (Dendrou vd., 2015).
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Sekil 5. MSS diginda bagisiklik sisteminin duzensizlikleri ve otoreaktif T ve B hucrelerin

cevresel sistemde aktive olmalari (Dendrou vd., 2015'ten alinmigtir).

Aktif hale gelen CD8+ T hucreleri farklilasmig CD4+ yardimci T1 (Th1) ve TH17 hicreleri, B
hucreleri ve dogal bagisiklik hicreleri, MSS’ne sizabilir (infiltrasyon)ve enflamasyon ve doku
hasarina yol agar (Bielekova vd., 2004; Goverman, 2009; Henaka vd., 2014). Periferden
MSS’ine immin hdcre infiltrasyonu, beyin zari kan damarlarinda kan-beyin bariyerinin
dogrudan gegisiyle, subaraknoid bosluk Uzerinden veya kan-beyin-omurilik sivisi (CSF)
bariyeri boyunca koroidpleksus Uzerinden olabilir.

Bu hucreler perivaskiler alanlarda birikir ve merkezi sinir sistemi (MSS) parensimasina
girerler. Aktive olan MSS-yerlesik mikroglia ve astrositler ile birlikte bu giren hicreler, dogrudan

hucre temasi iligkili mekanizmalar vasitasiyla ve ¢dzinur enflamatuar ve nérotoksik aracilarin



etkimesi ile oligodendrosit (ODC) hasari, demiyelinasyon ve néroaksonal yaralanmalari
tetiklerler (Sekil 6). Hastaligin ilerleyen slrecinde bu hasarlar skleroz adi verilen plaklarin
olusumuna neden olur (Wu ve Tsirka, 2009, Mikita vd., 2011).
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Sekil 6. MSS iginde bagisiklik sistemi bozukluklari ve MSS icerisine bagisiklik sistemi
hicrelerinin infiltrasyonu neticesinde enflamatuar multipl skleroz olusumu (Dendrou vd.,
2015'ten alinmigtir). (APC=antijen sunan hiicre; CD8+=MAIT hicresi, CD8+=T hiicresi
degismez mukoza iligkili; FDC=folikller dendrit hicresi; IFNy=interferon-y; IL-17=interldkin-17;
NO=nitrik oksit; RNS=reaktif nitrojen turleri; ROS=reaktif oksijen tirleri; TH1 hiicre=T yardimci

1 hiicre)

MS’in hayvan modeli olan, miyelin proteini bilesenleri ile periferal immunizasyon yoluyla
indUklenebilen, MSS enflamatuar demiyelinasyonu ile olusan deneysel alerjik ensefalomiyelit
(DAE) ile yapilan calismalar sayesinde hastaligin immuinopatojenezini ortaya cikarmaya
yonelik pek ¢ok ¢alisma yapiimistir. DAE aktif demiyelinizasyon, oligodendrosit ve akson kaybi
ile gerceklesir ve MS histolojik 6zelliklerini goésterir (Yong, 2004; Gold vd., 2006). DAE
proteolipid protein (PLP), miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) veya miyelin bazik protein
(MBP) gibi miyelin tarevli proteinler (veya peptidleri) ile hayvanlarin immunize edilmesiyle

induklenir ve blyuk 6l¢clide miyelin spesifik CD4*-T hicreleri tarafindan yuratalar (Fujinami ve



Oldstone, 1985; Gran vd., 1999; O’Connor vd., 2001). immiinizasyondan sonra sekiz veya
dokuzuncu gunlerde MSS’e infiltre olan T hiucreleri IL-17 ifade etmeye baglar (Korn vd., 2007).
IL-17’nin farkl etkileri vardir; bunlar arasinda matriks metalloproteinazlarin (MMP1, MMP3,
MMP9, MMP13 ) ve IL6 gibi bazi sitokinlerin ve bir grup kemokinlerin (CCL2, CCL7, CCL2,
CXCL1, CXCL2ve CXCL5) salinimi vardir. Ayrica kan beyin bariyerinin (KBB) gegirgenliginin

bozulmasina da neden olur (Huppert vd., 2010).

MS tedavisinde ginimuizde kullaniimaya devam edilen imminmodyuler terapi ajanlari olan
glatiramer asetat ve natalizumab DAE calismalarindan gelistirilmistir (Sela vd., 1990; Yednok
vd., 1992). Bununla birlikte, guinumiuzde MS’in semptomatik tedavisinde kullanilan yedi adet
FDA tarafindan onaylanmig, hastaligi modifiye edici ila¢ bulunmaktadir ve bunlar da yine
benzeri ¢alismalar ile gelistiriimistir. Ancak buglin ¢evresel faktorler tarafindan genetik olarak
hassas olan kisilerde tetiklenen “karmasik karakterli” olarak kabul edilen MS i¢cin hala tamamen

etkin bir tedavi yontemi yoktur.

interferon beta (IFNB) son 20 yilda NiMS tedavisi igin en yaygin olarak kullanilan terapétik
olmustur. Klinik calismalarda niks orani %30 azalma gdstermis (Paty ve Li, 1993; Jacobs vd.,
1996; Kutakowska ve Drozdowski, 2014) olmasina ragmen, sakatlik-engellilik olusumunu
azaltmasi agisindan uzun vadeli faydasi tartigiimaktadir. Glatiramer asetat MBP’nin en yaygin
doért amino asidini iceren rastgele bir peptid olusumudur ve dinya ¢apinda ¢ok sik kullanilan
bir MS immun moddilatér tedavi ajanidir (Caporro vd., 2014; Johnson vd., 1995). Tedavi edici
etkinligi dusuktir. Natalizumab, lenfositlerin KBB’den MSS’ne ve diger dokulara gogu igin
gerekli olan a4B1 ve a4B7 integrinlerinin énemli bir bileseni olan a4-integrin alt birimine
baglanir ve etkili bir tedavi ajanidir (Havrdova vd., 2009). Ancak Natalizumab tedavisinde MS
hastalarinda progresif multi fokal Idkoensefalopati (PML) seklinde ciddi yan etkiler géraimustar.
Ozellikle uzun tedavi siiresi PML riskini arttirmaktadir (O’Connor vd., 2011; Sorensen vd.,
2012). Natilizumab tedavisi kesildiginde, hastalik seyrinin baglangi¢ seviyesine déndugu

goOrulmustur (O’Connor vd., 2011).

Fingolimod ilk oral MS ilacidir. Isarias inclairii mantarindan izole edilmistir. Fingolimod lenf
nodlarindan lenfosit gcikmasini engelleyen sfingozin 1-fosfat (S1P) reseptériini moddle eder.
Fingolimod dogdal sfingozinin yapisal bir analogudur. S1P, enflamasyon ve onarimda énemli
rol oynayan dogal bir biyoaktif sfingolipittir. Fingolimod lenfositler Uzerindeki S1P1
reseptorlerini baskilayarak, lenf nodlarindan lenfositlerin ¢ikisini dnler. Bu da otoreaktif T- ve
B-lenfositlerinin MSS gibi enflamasyon bélgelerine gé¢ini engeller (Massberg ve vonAndrian,
2006; Mehling vd., 2011). Hastalarda niks orani yaklasik % 50 azalmistir ve engellilik
ilerlemesini yavaslattigi bildiriimektedir (Kappos vd., 2010). Kalp krizi riski, yuksek karaciger



enzim duzeyleri, hipertansiyon ve cilt kanseri 6nemli yan etkileridir (Kappos vd., 2010; Cohen
vd., ,2010).

Mitoksantron bagisiklik sistemini baskilayici ve diizenleyici 6zelligi olan bir ilagtir. Mitoksantron
lenfosit proliferasyonunu engelleyen DNA sentezi ve topoizomeraz Il enzim inhibisyonu ile
DNA onarimini bozarak etki gosterir. Mitoksantron IFN-y, TNF-a, ve IL-2 salgilanmasi azaltir
ayrica B lenfositlerinin ve monositlerin apoptoza gitmesine neden olur (Lenk vd., 1987,
Rosenberg vd., 1986; Fidler vd., 1986; Bellosillo vd., 1998). Ciddi yan etkileri yapilan
calismalarda rapor edilmistir (Crossley ,1984; Martinelli vd., 2009; Ghalie vd., 2002).

Teriflunomid MS tedavisi icin son onaylanan oral ilagtir ve pirimidin sentezini inhibe ederek
Ozellikle hizla cogalan lenfositler gibi hiicreler icin cok 6nemli olan DNA sentezini inhibe ederek
etki gosterir. Metodolojik olarak hizla ¢odalan ve miyelini hedefleyen efektor hicrelerinin
inhibisyonu ve dolayisiyla gulgli bir imman yanitin bloke edilmesi, mitoksantron etkisine
benzerdir. (O’Connor vd., 2011; Miller vd., 2012). Onemli yan etkileri arasinda ishal, kusma,

karaciger enzim duzeylerinde yukselme gorular.

MS tedavisi icin kullanilan baska bir oral ila¢g fimarik asitin bir esteri olan dimetilfimarattir.
Dimetilfimaratla yapilan DAE calismalari kan beyin bariyeri Uizerindeki aktive 16kosit gogunin
azaldigini gostermistir. Dimetilfimaratin néron koruyucu etkisi de vardir. Genellikle iyi tolere
edilmekte, deri doklntulleri ve ishal, bulanti, karin agrisi gibi gastrointestinal olaylar sik bildirilen
yan etkilerdir. Halen kullanilabilirligi ve yan etkileri ile ilgili yeterli veri yoktur (Lee vd., 2008;
Moharregh-Khiabani vd., 2009).

1993 dncesi higbir etkili MS ilaci yoktu ve hastalarin buyuk ¢ogunlugu énemli sakatlklar ve
kalici hasarlara maruz kaliyordu. Bununla birlikte glinimize kadar yapilan c¢alismalar
neticesinde artik oral kullanilan ilaglar dahi olmasina ragmen halen hastaligin kesin tedavisi
yoktur ve g¢alismalar halen devam etmektedir. Buradan yola ¢ikarak su ana kadar kullanilan
ilaglar arasinda etkinligi iyi olup yan etkisi az olan bir ila¢ halen yoktur (Coles, 2015). Bununla
birlikte, ginimizde MS’in semptomatik tedavisinde kullanilan, hastaligi modifiye edici ilaglar

etkinlik, gtvenilirlik ydninden dikkate alinmalidir (Sekil 7).
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Sekil 7. Etkinlik ve guvenilirligine gore multipl skleroz i¢in kullanilan ilaglarin siniflandiriimasi
(Coles, 2015)

ilac kullanimlarinda gériilen yan etkiler ve ekonomik nedenler hastalarin alternatif ve
tamamlayici tip arayislarina yonelmesine neden olmaktadir. Kullanilan tibbi ilaglarin yaninda
Almanya’da yapilan bir arastirmada hastalarin yaklasik %62 oraninda tamamlayici ve alternatif
Urunlere yoneldigi gosterilmistir (Apel vd., 2005). Alternatif tedavi igin halk arasinda kullanilan

bir bitki de Capparis ovata’dir.

Halk arasinda gebere, gebre otu, karga kavunu, deve dikeni, gevil, bubusebellah gibi isimlerle
bilinen kapari (Capparis ovata Defs.) Ege ve Akdeniz bdlgelerinde yaygin olarak yetigsen, gok
yilhk ¢alimsi yapida, yatik veya yari yatik yapida blylyen bir bitkidir (Akgul, 1996; Anonim
1995 ve 1998; Inocencio vd., 2006; Olmez, 2011). Kapari, Capparidaceae familyasinin en
genis iki cinsinden biri olup, dinya Uzerinde 350 tur ile temsil edilmektedir. Turkiye’de Capparis
ovata ve Capparis spinosa turleri bulunmaktadir. Arkeolog Krigerin arastirmasina goére, 7800
yildan beri bu bitki bilinmektedir. Aristo ve Hipokrat zamanlarinda da (M.O. 384-322, M.O.
400), bu bitkiden s6z edilmektedir. Kapari Akdeniz mutfaginin mevsimsel malzemelerinden
olup 6zellikle ispanya, Fas ve italya tarafindan ihrag edilmektedir. Son yillarda Turkiye’den de
Avrupa ulkelerine kapari Grunlerinin ihracati baglamistir. Halk arasinda analjezik, dilretik, yara
iyilestirici ve hlcre yenileyici olarak kullanilan kapari bitkisinin tomurcuk ve yapraklari da ilag

ve kozmetik sanayide kullaniimaktadir (Bagci ve Simsek, 1998).

Kaparinin tomurcuklarinda lipid, alkaloid, bazi glukozinolatlar ve antioksidan 6zelligi bulunan
flavonoid ve diger polifenoller bulunur. Rutin ise en sik rastlanan flavonoiddir. Ayrica yapilan
calismalarda metanolik ekstrelerinin de antioksidan Ozellikleri gosterilmistir (Tesoriere vd.,
2007). Kapari ile yapilan galismalarda yan etki olarak epikondilit nedeni ile cilt Gzerine Capparis

spinosa solusyonundan islak kompres yapan bir kadinda alerjik kontakt dermatit olustugunu



bildiren bir olgu sunumunun haricinde herhangi bir yan etki veya toksisiteye rastlanmamigtir
(Ghule vd., 2006; Angelini vd., 1991).

Yapilan ¢alismalarda kapari ekstrelerinin hidrojen donéri olarak gérev yaptigi, lipid radikallerle
reaksiyon vererek antioksidan ozellik gosterdigi kanitlanmistir. Ayrica metanolik ekstrelerin
demir oto-oksidasyonunu artirarak ferréz demiri ferrik hale donustlrerek hidroksil radikal
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir ve antioksidan 6zelliginin icerdigi fenollere bagh oldugu
dusunulmektedir (Germano vd., 2002). Ayrica Kapari ekstresinin anti-enflamatuar ézellikleri
cesitli calismalarda kanitlanmistir (Agel vd., 1986; Al Said vd., 1988).

Yukarida belirtildigi gibi mevcut olan ilaglarin kullanimlari ile karsilasilan sikinti ve yan
etkilerden dolayl, MS icin alternatif tedavi ajanlarinin saptanmasi ve ilag gelistiriimesi
calismalari devam etmektedir. Bu kapsamda biz de, proje éncesi yurittigimiz calismalarda
[KOSGEB Proje No: 2011/1-3] gelistirdigimiz kapari sulu ekstresi (MSCov) ile yaptigimiz
arastirmalarda DAE olusturuimus CL57BL/6 farelerde ciddi diizeyde koruyucu ve iyilestirici
etkiler saptamistik. Bu ¢calismalar hayvan deneylerinin yani sira insan noroblast hiicre hattinda
(SHSY5Yparalel olarak yurutilda. Bu proje kapsaminda, hem kapari sulu ekstresi ve hem de
islenmemis bitki bélimlerinin (kdk, yaprak, gdvde, tomurcuk ve meyve) alt fraksiyonlara
ayristirilarak MS (zerine etkilerinin saptanmasi ve bu etkilerden sorumlu olabilecek aktif

madde tanimlamasi ¢alismalarinin gergeklestiriimesi hedeflendi



2 MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal
2.1.1 Galismada Kullanan Kimyasallar

Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco), Miyelin Oligodendrocyte Glycoprotein Peptide
Fragment 35-55 Rat, Mouse (Anaspec, 60130-5), Pertussis toxin from Bordetella pertussis
(Sigma, P7208), Qiagen RNeasy Plus Universal Kit (73404), RNeasy Lipid Tissue Mini Kit
(Qiagen, 78804), RT2 First Strand Kit (Qiagen, 330401), Easy Script Plus cDNA sentez Kkiti
(Abm, G236 )Kilogreen 2X gPCR Mastermix (MasterMix-KS), Dulbecco’s Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM:F-12) (Sigma, D6421), Fetal Bovine Serum (Sigma,
F9665), penisilin/streptomisin (Sigma, P4333), Trypsin-EDTA Solution (Sigma, T4049), 100 bg
DNA ladder (Fermentas, SM0323), 6X DNA izleme boyasi (10mM Tris-HCL, %0,03 Bromfenol
Blue, %0,03 Ksilen siyanol FF, % 60 gliserol, 60 mM EDTA ile 10 ml olacak sekilde hazirlandi),
Agaroz (Sigma, A9539), Asetik asit ( Sigma, 27225), Bromfenol Mavisi (Sigma, B6131), Trizma
Base (Sigma, A2264), Ksilen siyanol FF (Sigma, X4126), DEPC (Sigma, D5758), EDTA
(Sigma, 03620), Etanol (Riedel, 071029) (% 70 konsantrasyonunda etanol kullaniimistir),
Etidyum bromdr (Sigma, E8751), Freund’s adjuvant complete (Sigma, F5881), Gliserol
(Sigma, G2289), Ketamin, Kloroform (Sigma, C2432), Ksilazin, Luxol Fast Blue Kluver Barrera
(04-200812), Anti-MBP 1/100 (Santa Cruz Biotechnology, SC-71546), Entellan (Merck, UN
1866), Anti-MAG 1/100 (bs-0257R, Bioss), Diaminobenzidin (DAB)(Sigma, S3939), Mayer’s
hematoksilen (MHS1), Anti-CD45 1/100 (Abcam, ab25386), Luxol Fat Blue (Sigma, L0294),
Toluidine Blue (Sigma, 89640), Formaldehyde (Sigma, F8775), Kafeik asit (%98, Sigma-
Aldrich), Elajik asit (95%, Sigma-Aldrich), Fumarik asit (99%, Sigma-Aldrich), Gallik asit (97%,
Sigma-Aldrich), Herniarin (90%), Izoramnetin (98 %, ExtraSynthese, Genay-France),
Kampferol (90%, Sigma-Aldrich), Kampferol-3-O-Rutinosit (98%, Sigma-Aldrich), Luteolin
(%98, Sigma-Aldrich), Penduletin (90%), Pirogallol (90%, Sigma-Aldrich), Kersetin (95%,
Sigma-Aldrich), Rosmarinik asit (95%, Sigma-Aldrich), Rutin Hidrat (95%, Sigma-Aldrich),
Sirinkjik asit (95%, Sigma-Aldrich), Ursolik asit (95%), Vanilin (95%, Cambrigde Isotope
Laboratories), p-kumarik asit (98%, Sigma-Aldrich), t-ferulik asit (95%, Sigma-Aldrich).

2.2 Metot
2.2.1 MSCov Ekstresinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Capparis ovata meyve, tomurcuk ve ¢gicek materyali As¢i Murat Kapari
Tatl Dondurma Tursu iml. ve ihr. Ltd. tarafindan saglandi. Bu bitkisel tirlinler Mayis 2012 ayi

baslangicindan Eylul 2012 sonuna kadar ki stiregcte hem dogal ortamlardan hem de bitkinin



tarimi yapilan arazilerden toplanmistir. Kapari sulu ekstresinin hazirlanmasi Tirkiye Patent
Enstitisi, PT 2012/04 093 belge de tanimlandigi sekilde yapildi. Hi¢bir kimyasal kullanmadan,

insanlarin dogal olarak kullandigi sekliyle %100 dogal ekstre hazirlandi.
2.2.2 MSCov Ekstresinin Fraksiyonlanmasi

2.2.2.1 Capparis ovata bitkisinin sulu ekstresi (MSCov) ve bitkinin her bir kismi i¢in
(meyve, cicek ve diger toprak Uustii kisimlari ile kok) diger ekstrelerin

hazirlanmasi

C. ovata direkt su ekstresinin (MSCov) ve bundan organik c¢oézucullerle tuketilerek geri

ekstraksiyon ile diger ekstrelerinin hazirlanmasi,
C. ovata sulu metanol ekstrelerinin hazirlanmasi,

C. ovata bitkisinin her bir kismindan ayri ayri direkt hekzan-diklorometan ekstrelerinin

hazirlanmasi,

Yukaridaki tim ekstreler hazirlandiktan sonra aktivite testleri yapildi ve bunlardan bazilar

silika jel kolon kromatografisi ile fraksiyonlandirildi.

2.2.2.1.1 Capparis ovata Direkt Su Ekstresinin (MSCov) ve Bundan Organik Cdéziiciilerle

Tiiketilerek Geri Ekstraksiyon lle Diger Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Capparis ovata Desf. Bitkisinin tim kisimlari bir arada (gicek, yaprak, tomurcuk, meyve, kok)
direkt su ile ekstre edildi (MSCov). MSCov ekstresi az bir miktar aktivite testleri igin ayrildi. Su
ekstresinden geri ekstraksiyon ydntemiyle hekzan, diklorometan, etilasetat ve butanol

ekstreleri hazirlandi (Sekil 8). Bu ekstrelerde biyolojik aktivite ¢alismasi yapildi.
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Sekil 8. MSCOV ekstresinden geri ekstraksiyon yontemiyle alt ekstrelerin eldesi.

2.2.2.1.2 C. ovata Sulu Metanol Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Toz haline getirilen Capparis ovata (CO) bitkisinin tomurcuk, meyve, kok, yaprak, gicek
kisimlari gdsterildigi gibi ayri ayri masere edildi. Tomurcuk, meyve, kdk, yaprak, gicek kisimlari
sulu metanol (8:2 Metanol/su) ile 4 gin masere edildi, yani oda sicakliginda ekstraksiyon

yapildi.

C. ovata Bitkisinin Her Bir Kismindan Ayri Ayri Hekzan-Diklorometan Ekstrelerinin

Hazirlanmasi

Toz edilen bitkinin ¢cok apolar yagsi bilesiklerini ayirmak icin bitkinin her bir kismi (tomurcuk:
1792 g, meyve: 1280 g, cicek: 222 g, yaprak: 420 g, kdk: 935 g) ayri ayri hekzan-diklorometan
ile tiketilerek ekstreleri hazirland.



2.2.3 Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivitelerinin Arastiriimasi

Ekstrelerin antikolinesteraz aktiviteleri asetilkolinesteraz (AChE) ve buitirilkolinesteraz (BChE)

enzimlerine karsi Ellman metoduyla (Ellman vd., 1961) in vitro olarak incelendi.

Alzheimer demansla seyreden nérodejeneratif bir hastaliktir ve diger Parkinson, MS ve benzeri
norodejeneratif hastaliklarla iligkisi arasgtirilmaktadir (Pike vd., 1993; Muller vd., 2013). Bilindigi
gibi ginimuzde Alzheimer hastaliginin tedavisinde en c¢ok asetilkolinesteraz inhibitorleri,
Ozellikle de bitkisel kdkenli bilesikler (galantamin gibi) kullaniimaktadir (Munoz-Torrero vd.,
2008; Zhang vd., 2006). Bu nedenle ve daha 6nceki ¢alismalarimiza dayanarak (Kivrak vd.,
2009; Oztirk vd., 2011) ekstrelerin antikolinesteraz aktivitelerinin arastiriimasinin anlaml
olacagini dusunduk ve ekstrelerin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerine karsi

inhibisyonu arastirildi.
2.2.3.1 Ellman Metodu

Bu metot asetilkolinin sulu ortamda AChE enzimi tarafindan tiyokoline pargalanmasindan
sonra bu tiyokolin’in 5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) bilesigi ile reaksiyonu sonucu
verdigi sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun kolorimetrik olarak élgcimine dayanir. Bu
amagla 6nce tampon ¢ozelti ve numuneler (aktivitesi incelen drnek ¢ozeltiler) mikroplakaya
ilave edilir. Sonra AChE enzimi mikroplakalara eklenerek 250C de 10 dak. inkube edilir ve
absorbanslar 412 nm de 6l¢ilir, ardindan DTNB ve substrat ilave edilerek 412 nm de tekrar
olcimler yapilir ve 6zel bir bilgisayar programinin yardimi ile sonuglar degerlendirilerek aktivite
belirlenir (Ellman vd., 1961). Ayni sekilde BChE ve onun substrati ile BChE aktivite testi
gerceklestirilir.

2.2.3.2 AChE inhibisyonu Aktivite Testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢cin enzim olarak asetilkolinesteraz enzimi, substrat

olarak ise asetiltiyokolin iyodur kullaniimaktadir. Reaksiyon Sekil 9'da gdsterilmektedir:
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Sekil 9. Asetilkolinesteraz inhibisyon reaksiyonu

Reaksiyon sonunda olusan sari renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412

nm’de spektrofotometrede dlguldi.
2.2.3.2.1 Reaktiflerin Hazirlanisi:

DTNB: 16 mg DTNB 1 ml fosfat tamponunda (pH=7) ¢6zlldi, 7.5 mg NaHCO3 1 ml fosfat
tamponunda (pH=7) ¢ozlldu ve iki ¢ozelti karistirildi. Daha sonra 2 ml pH=7 tamponu ile hacmi

4 ml'ye tamamlandi. Kullanmadan énce 4 ml pH=8 tamponu eklendi.

Substrat: 32,8 mg asetilkolin iyodir 8 ml deiyonize suda ¢ézildi. Kullanmadan énce 8 ml pH=8

tamponu ile hacmi 16 ml'ye tamamlandi.

Enzim Cozeltisi: 0,2 mg asetilkolinesteraz enzimi 3 ml fosfat tamponunda (pH=8) c¢odzlinerek

hazirlandi.
2.2.3.3 Butiril kolinesteraz (BChE) inhibisyonu aktivite testi

Butiril kolinesteraz inhibisyon aktivitesi icin enzim olarak at serumundan elde edilen

butirilkolinesteraz enzimi, substrat olarak ise butiril Itiyokolin iyodur kullaniimistir.
2.2.3.3.1 Reaktiflerin Hazirlanisi

DTNB: 16 mg DTNB 1 ml fosfat tamponunda (pH=7) ¢6zundd, 7,5 mg NaHCO3 1 ml fosfat
tamponunda (pH=7) ¢6zuldi ve iki ¢ozelti karistirildi. Daha sonra 2 ml pH=7 tamponu ile hacmi

4 ml'ye tamamlandi. Kullanmadan énce 4 ml pH=8 tamponu eklendi.

Substrat: 4 mg butiriltiyokolin iyodur 8 ml deiyonize suda ¢ozuldu. Kullanmadan 6nce 8 ml

pH=8 tamponu ile hacmi 16 ml'ye tamamlandi.

Enzim Codzeltisi: 0,2 mg butirilkolinesteraz enzimi 1,8 ml fosfat tamponunda (pH=8) ¢o6zlinerek

hazirland.

Mikroplakadaki kuyucuklara 130 ul fosfat tamponu (pH =8),ekstrelerin metanol iginde 4000
ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pl ve enzim ¢dzeltisinden 20 pl konuldu
ve 412 nm'de ilk absorbanslari élciildi. 10 dak. siire ile 25°C de inkibe edildi. ikinci 10



dakikadan sonra 20 yl DTNB reaktifi ve substrat (20 pl) her bir kuyucugda ilave edildi.
Antikolinesteraz aktivite tayininde su anda Alzheimer’i tedavi amaciyla kullanilan ve etkin
maddesi bir alkaloid olan galantamin kullanildi. 96 kuyulu mikroplaka ELISA okuyucuya
yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda absorbans okundu ve Gen 5 adli bilgisayar programinin

yardimi ile sonuglar degerlendirildi.
2.2.4 Ekstrelerin ve Elde Edilen Aktif Maddelerin LC-MS-MS Analizi
2.2.4.1 LC-MS-MS Analizi icin Numunelerin Hazirlanmasi

20 mg ekstre eppendorf tlplere konuldu, 1,5 ml metanol igerisinde 20.000 ppm ana stok
cozeltiler hazirland. i¢ standart (IS) olarak Curcumin (Kurkumin) kullanildi, metanol igerisinde
100 ppm’lik 1S stok ¢ozeltisi hazirlandi. LC-MS/MS cihazinda analiz edilmek lizere hazirlanan
enjeksiyon viallerine, ekstrelerin derisimi 4000 ppm ve i¢ standardin derisimi 5 ppm olacak

sekilde metanol:su ile (v:v,60:40) seyreltildi ve analiz ediimeden énce +4 °C de bekletildi.
2.2.4.1.1 Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sekonder metabolitlerin metanol icerisinde 100 ppm derisimlerde ana stok cozeltileri
hazirlandi. Calismaya baslamadan 6nce her bir standart bilesik icin 10 ppm stoktan 5, 2,5, 1,
0,5, 0.25 ve 0,1 ppm arasinda farkli derisimlerde MeOH-Su (v:v,60:40) ¢ozeltiler hazirlanarak
LC-MS/MS’de analiz edilmeden 6nce +40C de bekletildi.

2.2.4.1.2 Enstriimantal Analiz ve Kromatografik Kosullar

Analizlerde Zivak Tandem Gold Triple Quadrupole kuitle spektrometresi kullanildi.
Kromatografi kolonu olarak Synergy Max C18 kolon (250 x 2 mm i.d, 5 um partikil bayGkIugu)
kullanildi. Hareketli faz olarak icerisinde % 0,05 formik asit bulunan saf su (A) ve MeOH (B)
kullanildi. Pompa programi dakikada 0,25 ml akis hizinda olup, akis gradienti 0.00-1.00
dakikalarda % 55 A ve %45 B, 1.00-20.00 dakikalarda %100 B, 20.01-23.00 dakikalarda %55
A ve %40 B olacak sekilde kullanildi. Kolon sicakligi 30 °C ve enjeksiyon hacmi 10 pl’dir.

2.2.4.1.3 LC-MS/MS Prosediirii

Numunelerin analizlerinde Zivak Tandem Gold Triple Quadrupole kuitle spektrometresi
kullanildi. CID gaz basinci 2,0 mTorr, 4000 V ESI igne voltaji, 600 V sprey koruma voltaji,
3000C kurutma gaz sicakligi, 55 psi nebulizer gaz basinci ve 35 psi kurutma gaz basinci olmak
Uzere optimum ESI parametreleri kullanildi. Standart bilesiklerin LC-MS/MS karakteristikleri

belirlenerek 6lcim metodu olusturuldu ve élcimler yapildi.



2.2.5 Hayvan Deneyleri
2.2.5.1 Molekiler Toksikoloji (Molekuler Etki Saptayici Analizler) Calismalari

MS modelinde (DAE) kullanilan MSCOV ekstresinin olasi toksik ya da yan etkilerini belirlemek
icin her grupta 6’sar fare olmak lzere asagidaki tabloda verildigi gibi toplamda 4 gruba ayrilan
hayvanlara belirtilen dozlarda MSCOV intragastrik gavaj yoluyla 21 glin boyunca verildi (Tablo

1). Projede daha dogru sonuglar elde edilmesi amaciyla dozajlama ¢alismalari da yapildi.

Tablo 1.Molekdiler toksikoloji ¢alisma gruplari

6 Bu gruptaki hayvanlara intragastrik gavaj ile sadece icme
suyu verildi.
6 Bu grupta farelere 250mg/kg olacak sekilde ham kapari

ekstresi intragastrik gavaj ile 21 gtin boyunca verildi.

6 Bu grupta farelere 500mg/kg olacak sekilde ham kapari
ekstresi intragastrik gavaj ile 21 giin boyunca verildi.

6 Bu grupta farelere 750mg/kg olacak sekilde ham kapari

ekstresi intragastrik gavaj ile 21 gtin boyunca verildi.

2.2.5.1.1 Karaciger Dokusundan RNA izolasyonu

Toksikoloji galismalari igin karaciger dokularindan total RNA izolasyonu “Qiagen RNeasy Plus
Universal Kit” kullanilarak uretici firmanin talimatlari baz alinarak kendi optimize ettigimiz

proseddur ile yapildi.

-80 °C’de bulunan fare karaciger dokulari DEPC ile muamele edilmis havanda sivi azotla iyice
oguatalda. 2 ml'lik eppendorf tiplere 0,9 ml “Qiazol Lysis” Solisyonundan eklendi. Darasi alinan
eppendorf tiiplere 50 mg olacak sekilde 6gutilen beyin dokusu tartildi ve iyice kanisgtirildi. Oda
sicakhginda 5 dak. inkibe edildikten sonra Uzerine 100 pl kitin icinde bulunan “gDNA
elimination” solisyonu eklenerek 15sn karistirildi. Daha sonra 200 pl kloroform eklendi ve
tekrar iyice karistirildi. 3 dak. oda sicakliginda inkibe edildikten sonra 12.000xg’de ve 4°C’de
15 dak. santrifiij edildi. Ust faz alinip yeni 2 ml'lik ependorf tiipe alindi ve alinan st fazin
uzerine esit miktarda %70 etanol eklendi ve iyice karistirildi. Karigim “RNeasy mini spin”
kolona eklendi ve 30 saniye 9.000 xg'de santriflj edildi alta gegen kisim dokuldu. Kolonun
Uzerine 700 pl kitin icinde bulunan yikama tamponu (RWT) eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de
santrifij edildi. Alta gecen kisim dokildd ve kolonun Uzerine kitin icinde bulunan “RPE”

tamponundan 500 ul eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifiij edildi, alta gecen kisim yine



dokuldu. Kolonun dzerine 500 pl RPE tamponu eklendi ve 2 dak. 15 saniye 9.000 xg'de
santrifllj edildi. Alta kesen kisim dékuldu. Son olarak, kolon yeni tipe alindi ve Gzerine 50 pl
RNaz icermeyen su eklendi ve 1 dakikada 15 saniye 9.000 xg’'de santrifuj edilerek RNA’larin

alta gecmesi saglandi.
2.2.5.1.2 cDNA Sentezi

Dizi calismalari icin elde edilen RNA'lar niikleaz icermeyen ve DEPC muamele edilmis ylksek
kaliteli su kullanilarak asagidaki karisim hazirlandi (her bir dizin analizi icin yeterli olacak
sekilde):

a) Genomik DNA Uzaklastirma Reaksiyon Karisimi (asagidakiler steril bir PCR tlpu iginde
birlestirildi)

total RNA 3,2ug
gDNA yok etme tamponu 2.0ul
Yiksek kalite su 10.0p Ison hacime

Vortekslenip 10-15 saniye santrifij edildi. Karigim 42 ° C'de 6 dak. inkibe edildikten sonra en

az bir dak. boyunca buz tzerinde sogutuldu.

b) Bu arada RT Kokteyli asagidaki sekilde hazirlandi:

RT tamponu 4 ul
Primer 1 ul
RT Enzim 2 ul
Yiksek kalite su 10ul son hacime

RT kokteyli (b) yukarida (a) elde edilen genomik DNA uzaklastirma reaksiyonu ile
karistinldiktan sonra 42 °C'de 20 dak. inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirildi. Sure
sonunda enzimin inhibisyonu igin karigim 95 °C'de 5 dak. inkiibe edildi. inkiibasyon siire ve
sicakliklari, RNA miktarlari laboratuvarimiz kosullarinda optimize edildi. E§er elde edilen cDNA
ayni gun kullanilacaksa buz Gizerinde tutuldu, aksi halde -80 ° C'de saklandi. Elde edilen cDNA
91 yl yuksek kalite su ile seyreltilerek dizinlerde her bir kuyu igin 1,1pl olacak sekilde kullanildi

(Not: ilk asamalarda cDNA kalite kontroll bilinen bir primer seti ile kontrol edildi).
2.2.5.1.3 Toksikoloji Dizin (Array) Analizleri

Toksikoloji dizin analizleri igin laboratuvarimizda bulunan 96 érneklik bloklu cihaza (Bioneer)
uygun olmasi igin “Custom design” dizinler olugturulmustur. Ayrica hem cihazimizla uyumlu
olmasi hem de daha ekonomik olmasi nedeniyle Bioneer firmasinin Tlrkiye temsilcisi Gen

Plaza firmasinin da yardimlari ile firma ile dogrudan iletisime girilerek bu dizinlerin siparigi ve



sentezi saglanmigtir. Toksikoloji dizinler Toksikoloji array A, B, C ve D olmak tzere 384 genin

analizleri yapilmigtir (Dizinlerin icerdigi genler sonuglar kisminda verilmistir).
2.2.5.2 MS Modeli (DAE) Caligmalari

Hayvanlarda deneysel hayvan modeli olusturmak icin %95 safliktaki Miyelin Oligodendrosit
Glikoprotein 35-55 aminoasit peptid (MOG35-55), Mycobacterium tuberculosis (isi inaktive
edilmis) ve Freund Adjuvan kullanildi. Freund adjuvant ile emilsifiye edilmis 250 ug MOG 35-
55 ve 400 ug 1s1 inaktive edilmis Mycobacterium tuberculosis karisimi, her hayvanin deri altina
enjekte edildi. Bu islemden hemen sonra ve 48 saat sonra 400 ng pertussis toksin karin
bosluguna enjekte edildi. 14 gliin boyunca deney hayvanlari her giin kontrol edildi ve farelerin
gosterdikleri davraniglar 5 basamakli bir 6lcek kullanilarak belirlendi ve video ile kayit edildi.

Kullanilan dlgek Tablo 2'deki gibidir.

Tablo 2. MS takibinde kullanilan skorlama tablosu (Zheng ve dig. 2008).

Skor Gozlenen Etki

Herhangi bir etki yok

Kuyruk zayifligi

Arka uzuvlarda zayiflik ve anormal yurime

Arka uzuvlardan 1 ya da 2 tanesinin tamamen felci
On ve arka uzuvlarin felci; 4 uzuvda da felg durumu

Can ¢ekisme-6lim

2.2.5.2.1 Dokularin Temini

Deney islemleri streci sonunda anestezi (ksilazin/ketamin) ile 6tanazi edilen farelerden beyin
dokusunun yani sira karaciger, dokulari steril bir sekilde alindi. Alinan dokularin molekler etki
¢alismalari i¢in kullanilacak olan kisimlari ve immunohistokimya calismalarinda kullanilacak
kisimlari ayrildi. Molekuler etki belirleme ¢alismalari icin kullanilan kisimlar énce steril 2ml’lik
ependorf tiiplere alinip etiketlendi ve sivi azotta donduruldu. Ardindan Pamukkale Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyokimya ve Molekuler Toksikoloji Laboratuvarina getirilen dokular -
80°C’ye kaldirildi. Bunun yaninda immunohistokimya c¢alismalari igin kullanilacak olan
kisimlari beynin bir bélimi ve medulla spinalis (omurilik) %10’luk formol ¢dzeltisine alindi.

Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji Embriyoloji Laboratuvarina gétaralda.



2.2.5.3 MS Dizin (Array) Analizleri

MS dizin analizi igin laboratuvarimizda bulunan 96 6rneklik bloklu cihaza (Bioneer) uygun
olmasi i¢in “Custom design” dizin olusturulmustur. Ayrica hem cihazimizla uyumlu olmasi hem
de daha ekonomik olmasi nedeniyle Bioneer firmasinin Turkiye temsilcisi Gen Plaza firmasinin
da yardimlar ile firma ile dogrudan iletisime girilerek bu dizinlerin siparisi ve sentezi
saglanmistir. MS dizini ile 96 genin analizi kontrol, DAE kontrol, MSCOV tedavi grubundan
ornekler secilerek her biri igin ayri ayri yapimistir. MS dizin genleri sonuglar kisminda
verilmistir. MS dizin galismalari ile gruplar arasinda farklilik olan genler belirlenmis ve bundan

sonraki ¢alismalarda bu genler ¢aligiimistir.
2.2.5.3.1 Beyin Dokusundan RNA izolasyonu

Beyin dokusundan Total RNA izolasyonu “Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit” kullanilarak
Uretici firmanin talimatlarina gére yapildi.-80°C’de bulunan fare beyin dokulari DEPC ile

muamele edilmis havanda sivi azotla 6gutulda (Sekil 10).

Sekil 10. Sivi azot ile doku 6gutme

2 ml'lik eppendorf tiplere 1 ml Qiazol Lysis Solisyonundan eklendi. Darasi alinan eppendorf
tiplere 50 mg olacak sekilde 6gutilen beyin dokusu tartildi ve iyice karistirildi. Oda
sicakliginda 5 dak. inkibe edildikten sonra tzerine 200 pl kloroform eklendi ve iyice karistirildi.
3 dak. oda sicakliginda inkube edildikten sonra 12.000 xg’'de 4°C’de 15 dak. santrifjj edildi.
Ust faz alinip yeni 2 ml'lik ependorf tiipe alindi ve alinan st fazin {izerine esit miktarda %70
etanol eklendi ve iyice karistirildi. Karisim RNeasy mini spin kolona eklendi ve 30 saniye 9.000
xg'de santriflij edildi alta gegen kisim dokiildi. Kolonun Gzerine 700 pl kitin icinde bulunan
yikama tamponu (RW1) eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santriflij edildi. Alta gecen kisim
dokildi ve kolonun tizerine kitin iginde bulunan RPE tamponundan 500 ul eklendi ve 30 saniye
9.000 xg’'de santrifiij edildi, alta gegen kisim dékuildi. Kolonun Gzerine 500 yl RPE tamponu
eklendi ve 2 dak. 15 saniye 9.000 xg’de santrifjj edildi. Alta kesen kisim dokildi. Kolon yeni



tipe alindi ve Gzerine 50 pl RNaz icermeyen su eklendi ve 1 dakikada 15 saniye 9.000 xg'de
santriflj edilerek RNA’larin alta gecmesi saglandi. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel
elektroforezinde gorintilendi ve konsantrasyonlari Nano Drop cihazinda 6lguldi. RNA
izolasyonundan sonra konsantrasyonlari hesaplanan RNA’lardan cDNA sentezi yapildi

(yukarida anlatildi).

2.2.5.3.2 MSCov Ekstresinin ve Alt Fraksiyonlarinin DAE Olusturulan Hayvanlara

Verilmesi

MS array yapilip ¢alisilacak genler belirlendikten sonra hayvanlarda tekrar DAE olusturuldu.
Deney hayvanlari deneysel alerjik ensefalomiyelit indiksiyonu gerceklestirilenler ve kontrol

gruplari olarak toplamda 8 gruba ayrildi. Bu gruplar Tablo 3'teki gibidir.

Tablo 3. Kullanilan Deney Gruplari

6 Bu gruptaki hayvanlara herhangi bir deneysel islem
yapilmadi.
6 Bu gruptaki hayvanlara MSCov ekstresi intragastrik

gavaj ile 21 gin boyunca hayvan basina 500 mg/kg
agirlik olacak sekilde verildi ve takip edildi.

8 Deneysel alerjik ensefalomiyelit: Bu  gruptaki
hayvanlarda yukarida verilen prosedur ile deneysel
alerjik ensefalomiyelit olusturuldu; hayvanlar deneysel
islemlerin baslangicindan itibaren 3 hafta (21 gun)
sureyle takibe alindi ve izlendi.

8 Paralel Deneysel alerjik ensefalomiyelit: Bu gruptaki
hayvanlarda yukarida verilen prosedur ile deneysel
alerjik  ensefalomiyelit  olusturulmus;  hayvanlar
deneysel islemlerin baslangicindan itibaren yaklasik 6
hafta (38 glin) sureyle takibe alindi ve izlendi.

8 Bu gruptaki hayvanlarda DAE olusturulduktan sonra
(Antijen Enjeksiyonundan vyaklagik 14 gin sonra)
MSCov ekstresi intragastrik gavaj ile 21 giin boyunca
hayvan basina 500 mg/kg agirlik olacak sekilde verildi
ve takip edildi.



8 Bu gruptaki hayvanlarda DAE olusturulduktan sonra
(Antijen Enjeksiyonundan yaklagik 14 gun sonra) n-
Batanol fraksiyonu intragastrik gavaj ile 21 gun
boyunca hayvan basina 230 mg/kg agirhk olacak
sekilde verildi ve takip edildi.

8 Bu gruptaki hayvanlarda DAE olusturulduktan sonra
(Antilen Enjeksiyonundan yaklasik 14 glin sonra)
Diklorometan fraksiyonu intragastrik gavaj ile 21 glin
boyunca hayvan basina 25 mg/kg agirlik olacak sekilde
verildi ve takip edildi.

8 Bu gruptaki hayvanlarda DAE olusturulduktan sonra
(Antijen Enjeksiyonundan yaklasik 14 gun sonra) Etil
asetat fraksiyonu intragastrik gavaj ile 21 gun boyunca
hayvan basina 3 mg/kg agirlik olacak sekilde verildi ve
takip edildi.

8 Bu gruptaki hayvanlarda DAE olusturulduktan sonra
(Antijen Enjeksiyonundan vyaklagik 14 gin sonra)
Jelimsi faz fraksiyonu intragastrik gavaj ile 21 gun
boyunca hayvan basina 150 mg/kg agirlik olacak
sekilde verildi ve takip edildi.

Deney asamasi tamamlandiktan sonra dokular yukarida anlatildigi sekilde temin edildi ve
Qiagen Lipid Tissue Mini Kit kullanilarak yine yukarida anlatildigi gibi beyin dokularindan total
RNA izolasyonu yapildi.

2.2.5.3.3 Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Gériintiilenmesi

izole edilen RNA’lar %1’lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz jel elektroforezi ile
yuratalda. %71’lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE) tamponu ile hazirlandi. Agaroz
¢bzunene kadar mikrodalga firinda kontrolli bir sekilde isitma islemi yapildi. C6zinme
isleminden sonra agaroz solusyonu sogutularak tzerine 1 pyL EtBr (Etidyum bromur) eklendi
ve elektroforez tablasina dokulerek kati hal olugsuncaya kadar beklendi. Kati hal alan agaroz
jel, elektroforez tankina, kuyucuklar RNA’'nin ‘— den +’ ya yurlyebilmesi icin elektroforezin (-)
kutbuna dogru vyerlestirildi. Elektroforez tanki RNA’ yi yiritmek igin 1X TAE yuritme
tamponuyla doldurulmustur. 3 yL RNA 6rnegi, 5 uL steril su ve 2pl yuriatme boyasi ile muamele
edilerek mikro pipet ile jelde bulunan kuyucuklara yuklendi. Elektroforez glic¢ kaynagina

baglandi ve 90 Volt, maksimum 500 mA de 45 dak. sure ile yarataldd. Yuratme bitince jel UV



transilluminatorde goruntulenip DNR LightBis Prolmage Analysis System (DNR Biolmaging

System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi (Sekil 11).

Sekil 11. Kontrol ve DAE kontrol beyin dokularindan optimize edilmis yontem ile izole edilmis

total RNA agaroz jel elektroforez gérintisi

2.2.5.4 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi: Ger¢cek Zamanlh PZR

Gercek zamanh PZR calismalari laboratuvarimizda bulunan Bioneer marka cihazimiz ile
yapildi. Gergcek zamanl PZR reaksiyonlari ABM Kilogreen gPCR Mastermix kiti kullanilarak
Uretici firmanin dnerdigi talimatlara gore gercgeklestirildi. Primer ve cDNA miktarlari, yapisma
sicakliklari, eklenen Mg2+ laboratuvarimizda optimize edildi. Bununla ilgili sonuglar asagida
verilmektedir. Gergcek zamanl PZR sonucunda elde edilen sonuglar Exicycler 3 programi
kullanilarak hesaplandi ve “house keeping” gen olan beta aktin’e (ACTB) gore normalize edildi.
Her gen icin ayri ayri amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturuldu ve erime
egdrisi analizleri yapildi, Aplifikasyon sonucunda elde edilen Ct (threshold) degerleri kullanilarak
MS dizi ¢galismalari yaparak belirledigimiz 21 adet genin Kontrol, MSCov kontrol DAE, PDAE,
MSCov tedavi, n-butanol, diklorometan, etil asetat, ve jelimsi faz alt fraksiyonlari ile tedavi
uygulanmasi sonucunda farelerde mRNA duzeyinde ekspresyonlari belirlendi. Hayvan (fare)

deneyleri igin dizayn edilen primer dizileri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Hayvan (fare) deneylerinde kullanilan primer dizileri ve yapisma sicakliklari

mAPP GTCCGAGTTCCCACGACAG GGGACATTCTCTCTCGGTGC  63°C
mBCL2 GAACTGGGGGAGGATTGTGG CATCCCAGCCTCCGTTATCC 64°C
mCCL5 GCCCTCACCATCATCCTCAC GGGAGAGGTAGGCAAAGCAG 64°C
mCD4 GCACAGCTATCACGGCCTAT GAGTGGGAGCGTTTCCTTCA  62°C

MCXCL10 GAGAGACATCCCGAGCCAAC CCAGCAGGATGAGGCAGAAA 63°C
mCXCL9 AAGTTAGCCTGTGTGGGAGC TACCGAAGGGAGGTGGACAA 62°C



mMGFAP GACTCGAAGCAGGAGCACAA CAGCACACAGGCAGAAAACC 62°C
mH2-EB1 TCCTGTGTCTCCTCTCCTGC GCAGGTTCTCCTCCAGGTTG 64°C
mHIF1A GCCTTAACCTGTCTGCCACT GCTGCTTGAAAAAGGGAGCC  62°C
miL6 GGAGTCACAGAAGGAGTGGC CGCACTAGGTTTGCCGAGTA  63°C
mMAG AGGTCAGTTGTATGGTGCCG CGAACTGCAAGGTGGTGTTG  62°C
mMBP CCAAGT TCACCCCTACTCCA  TAAGTCCCCGTTTCCTGTTG 61°C
mMMP9 CGCTCATGTACCCGCTGTAT CCGTGGGAGGTATAGTGGGA 63°C
mMNFKB1 ATGTAGTTGCCACGCACAGA GGGGACAGCGACACCTTTTA  61°C
mPLP1 CAGGCTCCTGCTAGA AATGG TCCGTTCTGCTCTCCTCAGT 60°C
MPTPN11  ATGACTTCTGGCGGATGGTG CCTGGAGTAGAGCTTGTCCG  63°C
mSOD1 AGACCTGGGCAATGTGACTG CGGCCAATGATGGAATGCTC  62°C
MSTAT3 ACCATTCATTGATGCAGTTTG  ATATGGGGTTCGGCTGCTTA 64°C
GA
mTGFB1 AGGGCTACCATGCCAACTTC CCACGTAGTAGACGATGGGC 63°C
MTNF CGTCAGCCGATTTGCTATCT CGGACTCCGCAAAGTCTAAG  60°C
mYVHAH CCCACCACCCCCATTATCAC AGCAACCATCAGTCCAGCAA 62°C
mACTB AGCCATGTACGTAGCCATCC GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA  60°C

2.2.5.5 Protein Ekspresyon Duzeylerinin Tayini
2.2.5.5.1 Trizol Alt Fazindan Protein Izolasyonu

Western blot analizi i¢cin beyin dokusundan izole edilen proteinler RNA izolasyonu igin
kullanilan Qiazol’ln alt fazindan yapildi. Alinan alt faza 0,15mL %1 gliserol iceren %100 EtOH
eklendi ve 5.000 rpm de 5 dak. santrifij edildi. Stipernatant alinip tzerine %1 gliserol iceren
isopropil alkolden 0,75mL eklendi ve 13000 rpm de 10 dak. santriftj edildi. Pelet alinip cam
homojenizatorde 0,2ml 0,3M Guanidin-HCI ve %1 gliserol iceren %95 EtOH ile 4 defa
homojenize edildi ve 10.000 rpm de tekrar 10 dak. santriflij edildi. Alinan pelet 2 kere 1mL
0,3M Guanidin-HCI ve %1 gliserol iceren %95 EtOH eklenerek tekrar cam homojenizator
yardimiyla homojenize edilerek 10000 rpm de 5 dak. santriflij edildi. Olusan pelete 1 ml %1
gliserol iceren %95 EtOH eklenip vorteksle karistirildi ve 10.000 rpm de 5 dak. santrifij edildi.
Santriflij sonunda supernatant uzaklastirilip pelet havada kurutuldu ve %0,1 ml %8 SDS igeren
0,1M Tris HCI (pH 6,8) ve 0,4 ml saf suda ¢ozildu. izole edilen proteinler -200C’ye SDS-
PAGE’de kullaniimak Gzere kaldirildi.

2.2.5.5.2 Bisingonik Asit ile Protein Tayini

Beyin dokusundan izole edilen proteinlerin protein tayini yapildi. Protein tayini icin gerekli olan
Bisingonik Asit solisyonu (BCA), Micro BCA Reaktif A (0.65 M sodyum karbonat monohidrat
ve 0.65 M sodyum potasyum tartarat hazirlanip, pH 11,25’e 10 N sodyum bikarbonat ile titre
edilir.), Micro BCA Reaktif B (0.1 M Bisinsonik asit suda ¢6zlinerek hazirlanir) ve Micro BCA



Reaktif C (0.015 M bakir silfat) 25:1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi. 96 kuyucuklu
plakalara 0,1 ml seyreltiimis 6rnek (10X -25X) veya Standard protein sollisyonu (Sigir serum
albimin) ve 0,1 ml BCA solusyonu eklenerek karistirildi. 15 dak. 600C’de inklbe edildi ve

590nm’de Eliza okuyucuda 8l¢ulda.
2.2.5.5.3 SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) ve Western Blot

izole edilen proteinler Laemmli (1970)'de belirtildigi gibi dikey elektroforez teknigi uygulanarak
SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) yontemi ile ayristiriimis ve protein profilleri elde
edilmistir. Her bir protein igin spesifik antikorlar kullanilarak Western blot teknigi ile her bir

enzimin protein dizeyleri immunolojik olarak tayin edilmistir.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil sulfat (SDS), varliginda
Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon sisteminde %8,5 ayirma ve
%4 sikistirma jellerinde yapilmistir. Ayristirici ve sikigtirici jel solisyonlari Tablo 5’de belirtildigi

gibi verilen miktarlarin karistiriimasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen énce hazirlanmistir.

Tablo 5. SDS-PAJE ayristirici ve sikigtirici jellerin formilasyonlari.

Stok Cozeltiler Aynigtirict  Jel | Sikigtirici Jel (%4)

8,5 15
13,55 5,88
7,5 =
- 2,5
0,4 0,16
0,15 0,065
0,015 0,012

Poliakrilamit jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile Hoefer MiniVe elektroforez sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Elektroforetik ayrigtirma gu¢ kaynagdina baglandi. Yol gosterici
boya tabana ulasacagi zaman (ayristirici jelin baslangicindan yaklasik 6-7 cm) gug kaynagi
kapatildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alinip ve jel sandvigten
cikarilarak oda sicakliginda 45 dak. sureyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi R 250, %50
metanol ve %12 glasial asetik asit iceren boya c¢ozeltisiyle bir karistirici kullanarak hem
boyanmis ve hem de sabitlendi. Uygun bir slre baglanmayan c¢6zinmis boyanin
uzaklastiriimasi icin %7’lik asetik asit iceren %30’luk metanol ¢ozeltisi ile inklbe edildi (bu stre
zarfinda sollsyon birkag kez degistirildi). Sonug olarak, jel fotograflanmis ve %7’lik asetik asit
¢ozeltisi icinde saklandi.



Ayni kosullar altinda yuratulen diger bir jel ise boyama iglemine tabi tutulmadan Western blot
analizi (Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987) tarafindan tanimlandidi gibi) igin
elektroforezi takiben transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %10 metanol) icerisinde
10 dak. sureyle sabit hizl bir galkalayicida inkubasyona birakildi. Elektroforetik transfer Hoefer
miniVE elektrotransfer sistemi kullanilarak yapildi. MiniVe Blotter'in katot (siyah) kismi alta
gelecek sekilde sistem kurulmaya baslanir. En alta singer konuldu, bunun Uzerine énceden
nemlendirilmis Whatman # 1 filtre kagidi yerlestirildi ve olasi kalabilecek hava kabarciklarini
gidermek amaciyla bir deney tlipl Uzerinde yuvarlandi. Whatman # 1 Uzerine dikkatlice
yerlestirilen jelin Uzerine nitrosellloz membran da dikkatlice yerlestiriimistir. Daha sonra
membran lzerine 6nceden islatiimis baska bir Whatman # 1 kondu ve en Uste tekrar siinger
yerlestirilip sandvic tamamlandi. Sandvi¢ hazirlandiktan sonra sistem kapatildi. Tankin icine
katot kismi arkaya gelecek sekilde yerlestirildi. Sistem Uzerine 300-350 ml transfer tamponu
kondu. 1- 1,2 litre su ile tank dolduruldu. Sistem gul¢ kaynagina baglanip 90Volt, 90Miliamper,
90dakika transfer gerceklestirildi.

Slre sonunda gl¢ kaynagi kapatiimis ve sistemin vidalari acildi. Sonug¢ olarak Uzerinde
transfer edilmis proteinleri barindiran membran, ‘blot’, elde edildi. Transfer tamamlandiktan
sonra transferin ne derecede gercgeklestigini tespit etmek icin jel yukarida tanimlandigi gibi
boyandi. Membran, protein iceren ylzeyi Uste gelecek sekilde kli¢lk plastik bir tepsinin icine
yerlestirildi. 1 saat sureyle bloke ¢dzeltisi (TBST iginde yagsiz %5’lik st tozu) ile galkalayicida
inkibe edildi. Stire sonunda membran dnce bloke ¢bzeltisi icinde hazirlanan primer antikorlar
ve daha sonra isaretleyici enzim-horseradish peroksidaz (anti-rabbit/anti-mouse IgG-HRP
konjugati) ile bagl olan ikincil antikorlarla inkiibe edildi. isaretleme oda sicakliyinda 1 saat
yapildiktan sonra, ECL ¢ozeltisi kullanilarak kemiliminesans reaksiyonu baglatildi ve 6zgun

protein bantlari kemiliminesansa duyarli film kullanilarak belirlendi.
2.2.5.6 Tim Genom Transkriptom Analizleri
2.2.5.6.1 Ornek Hazirlanmasi

Firmaya kuru buz igerisinde 5 gruba ait 12 farkl RNA gonderilmistir [Kontrol (c1, c2); Hasta
(DEA1, DEA2); MSCov Kontrol (MSCovl, MSCov2); Paralel Hasta (PDEA1, PDEA2, PDEA3)
ve Tedavi (DEA-MSCovl, DEA-MSCov2, PDEA-MSCov3)]. Firma gdénderilen bu RNA’larin
kalite kontrollerini ND-1000 NanoDrop Spekirofotometre ve Agilent 2100 Bioanalyzer (ile

kontrol ve teyit etmigtir.
2.2.5.6.2 Ornek Etiketleme ve Saflastirma

RNA etiketleme ve melezleme Agilent Tek Renk mikrodizi tabanli gen ekspresyon analizi

protokolu (Agilent Technology, V6.5, 2010) kullanilarak gerceklestirilmigtir. Kisaca, her



numune toplam RNA'nin 50ng dogrusal olarak ¢ogaltiimig ve Cy3-dCTP ile isaretlenmistir.
Etiketli cRNAs RNAeasy Mini Kit (Qiagen) ile saflastiriimistir. Etiketli cRNAs (pmol Cy3/ug
cRNA) konsantrasyonu ve spesifik aktivitesi N ND-1000 NanoDrop Spektrofotometre ile

Olctimustar.
2.2.5.6.3 Hibritlestirme ve Tarama

Her bir isaretlenmis 600ng cRNA ve 1 pl 25X pargalama tamponu ve 5 pl 10X bloke tamponu
eklenerek pargalanmis ve daha sonra 30 dak. boyunca 60 °C'de isitiimistir. Son olarak 25 pl
2X hibritleme tamponu eklenerek seyreltiimistir. Seyreltiien cRNA’lar conta ile sizdirmazlik
saglanan slayt icine verilmis ve Agilent SurePrint G3 Fare GE 8X60K Mikroarray'ler (Agilent®)
monte edilmistir. Slaytlar bir Agilent hibridizasyon firininda 65 °C'de 17 saat boyunca inklbe
edilmigtir. Daha sonra, Agilent Tek Renk mikrodizi tabanl gen ekspresyon analizi protokolu
(Agilent Technology, V 6,5, 2010) kullanarak, oda sicakliginda yikanmistir ve hibritlenmis dizi

derhal bir Agilent “Microarray” Tarayici ile taranmistir.
2.2.5.6.4 Ham Veri Hazirlama ve Istatistik analiz

Elde edilen ham veri “Agilent Feature Extraction Software (v11.0.1.1)” ile elde edilmistir. Ayni
gen icin ham veriler daha sonra dizideki taninacak her gen icin ifade verisi saglayan, ham veri
metin dosyasi olusturulmustur. Ornekleri isaret kullanilarak filtrelenmis ve segilen sinyal degeri
logaritmik olarak doéndstlriimis ve “quantile” ydntemiyle normalize edilmistir. Gruplar
arasindaki karsilastirmali analiz LFE testi kullanilarak “kat degisim” olarak gerceklestirilmistir.
Yanls kesif orani (FDR) Benjamini-Hochberg algoritmasini kullanarak p degeri ayarlanarak
kontrol edilmistir. Gruplar arasi hiyerarsik kiimeleme analizi benzerlik dlglisi olarak tam
baglantt ve Oklid mesafesi kullanilarak yapiimistir. Onemli prob listesi icin Gen-
zenginlestirimesi  ve  Fonksiyonel ek acgiklama analizi DAVID  kullanarak

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) gergeklestirildi.

Farkli ifade genlerin tim veri analizi ve gorsellestirme R 3.1.2 kullanilarak gercgeklestiriimistir

(www.r-project.org).
2.2.5.7 Histomorfolojik Analizler
2.2.5.7.1 Doku Hazirhgi

Histolojik g¢alisma igin beyin ve medulla spinalis (omurilik) dokulari alindi. Dokular 1gik
mikroskobik incelemeler igin %4’lik paraformaldehit ile 3 gun fikse edilerek rutin 1s1k
mikroskobik doku takip islemlerinin ardindan parafine gdmdaldi. Parafin bloklardan beyinden
Paxinos and Watson sigcan beyin atlasina gére 13-15-17. dizlemlerden 5-6 ym kalinliginda

koronal kesitler ve medulla spinaliste servikal bolgeden transvers kesitler alindi. Alinan kesitler



deparafinize edildi. Medulla spinalis kesitleri “toluidin blue” ile boyanirken, beyin kesitleri MBP

immun reaktivitesi ile degerlendirildi. Tum kesitler 11k mikroskobu altinda incelendi.
2.2.5.7.2 “Luxol Fast Blue” Histokimyasal Boyasi

Elde edilen kesitler Bioptica standart boya kiti ile boyandi (Luxol Fast Blue Kluver Barrera 04-
200812). Kesitler deparafinize edildi ve 95°C’lik alkole getirildi. Bir gece boyunca 56 °C’lik
etlvde “luksol fast blue” alkolik solisyonunda inkibe edildi. Daha sonra rezidiel kristaller
eriyene dek %95lik etanolde galkalandi ve saf su ile yikandi. Once 30 saniye bazik
diferansiasyon tamponunda, daha sonra %95’lik etanolde miyelinik fibriller mavi ve art alan
renksiz olana dek differansiye edildi. Tekrar saf ile yikandiktan sonra krezil viole akdz soltisyon
ve asid aktivasyon tamponda 56°C’lik etivde 20 dak. bekletildi. %95’lik etanolde Nissl
cisimcikleri pembe renk olana dek differansiye edildi. Daha sonra saf alkolde dehidrate edildi,

ksilende seffaflandirildi ve entellan ile kapatildi.
2.2.5.7.3 Toluidin Boyasi

Medulla spinalise ait dokular Karnovski sollisyonunda (pH 7,4) +4°C‘de 48 saat bekletilerek
fikse edildi. Rutin takip asamalari icin 0,1M sodyumfosfat tamponu ve 0,1M sikroz karisiminda
3 kez 15 dk bekletildi. %2 sodyumfosfat tampon osmium tetroksid (pH 7,4) solisyonu ile 90 dk
post fiksasyon icin muamele edildi. 0,1M sodyumfosfat tampon (pH 7,4) ile yikandiktan sonra
%50 aseton ile dehidratasyonu yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5 uranilasetat ve %1
fosfotungistik asit karisiminda kontrastlama amaciyla + 4°C‘ de 1 gece bekletildi. Daha sonra
sirasiyla %80, 90 ve 96°lik aseton ile 2 kez 15 dak. muamele edilen dokular %1000k asetonda
2 kez 20 dk tutuldu. Propilen oksitte 2 kez 15 dak. bekletilen dokular sirasiyla 30 dak. 2:1, 1:1
ve 1:2 oraninda hazirlanan propilen oksit: epon karigsimlarinda bekletildi. Epon soliisyonunda
+ 4°C'de 1 gece bekletildi. 3. giin dokular yeni epon solisyonuna alindi. 48 saat 65°C* lik
etlvde polimerizasyon icin bekletildi. Daha sonra 1 p kalinhiginda yari ince kesitler alinarak

Toluidin blue ile boyandi ve 11k mikroskobu altinda incelendi.
2.2.5.7.4 Miyelin Basic Protein (MBP) immunreaktivitesi

immunohistokimyasal inceleme igin deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde
rehidrate edildikten sonra saf suya getirildi. Dokuya zarar vermeden dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile cevreleri sinirlandirildi. Sitrat tampon (pH:6) icerinde mikrodalgada 10 dak.
kaynatildiktan sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dak.
%3’luk hidrojen peroksit uygulandi. PBS (fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi) ile yikanan kesitler 1
saat oda Isisinda bloklama solusyonu ile inkube edilecek ve ardindan yikama yapilmadan anti-
MBP 1.100 (SC-71546, Santa Cruz Biotechnology, USA) antikoru ile +4 °C’de inklibe edildi.

Ardindan kesitler 6nce biyotinlenmis sekonder antikor ile daha sonra avidin-biyotin kompleksi



(streptavidin) ile 30’ar dak. inkiibe edildi. Reaksiyonun goértundr hale getiriimesi igin
Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamasi Mayer's hematoksilen ile yapildi,
dehidratasyon ve seffaflastirma isleminden sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Almanya) ile kapatildi ve dijital olarak fotograflandi.
2.2.5.7.5 Miyelin-lliskili Glikoprotein (MAG) immiinreaktivitesi

immunohistokimyasal inceleme icin deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde
rehidrate edildikten sonra saf suya getirildi. Dokuya zarar vermeden dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile cevreleri sinirlandirildi. Sitrat tampon (pH:6) icerinde mikrodalgada 10 dak.
kaynatildiktan sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’luk
hidrojen peroksit uygulandi. PBS ile yikanan kesitler 1 saat oda i1sisinda bloklama solisyonu
ile inkiibe edilecek ve ardindan yikama yapilmadan anti-MAG 1/100 (bs-0257R, Bioss, USA)
antikoru ile +4 °C’de inklibe edildi. Ardindan kesitler 6nce biyotinlenmis sekonder antikor ile
daha sonra avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) ile 30’ar dak. inkibe edildi. Reaksiyonun
goérundr hale getiriimesi icin Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamasi Mayer’s
hematoksilen ile yapildi, dehidratasyon ve seffaflastirma isleminden sonra entellan (UN 1866,

Merck, Darmstadt, Aimanya) ile kapatildi ve dijital olarak fotograflandi.
2.2.5.7.6 CD45 immiinreaktivitesi

immunohistokimyasal inceleme icin deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde
rehidrate edildikten sonra saf suya getirildi. Dokuya zarar vermeden dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile cevreleri sinirlandirildi. Sitrat tampon (pH:6) icerinde mikrodalgada 10 dak.
kaynatildiktan sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dak.
%3’lUk hidrojen peroksit uygulandi. PBS ile yikanan kesitler 1 saat oda isisinda bloklama
solUsyonu ile inkibe edilecek ve ardindan ylkama yapilmadan anti-CD45 1/100 (anti-CD45
mouse monoclonal antibody, ab25386, Abcam Inc, USA)) antikoru ile +4 °C’de inkibe edildi.
Ardindan kesitler dnce biyotinlenmis sekonder antikor ile daha sonra avidin-biyotin kompleksi
(streptavidin) ile 30’ar dak. inkibe edildi. Reaksiyonun gorinir hale getiriimesi igin
Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamasi Mayer's hematoksilen ile yapildi,
dehidratasyon ve seffaflastirma isleminden sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Almanya) ile kapatildi ve dijital olarak fotograflandi.
2.2.5.7.7 Gliyal Fibriller Asidik Protein (GFAP) immiinreaktivitesi

immunohistokimyasal inceleme igin deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde
rehidrate edildikten sonra saf suya getirildi. Dokuya zarar vermeden dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile gevreleri sinirlandirildi. Sitrat tampon (pH:6) icerinde mikrodalgada 10 dak.

kaynatildiktan sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dak.



%3’luk hidrojen peroksit uygulandi. PBS ile yikanan kesitler 1 saat oda isisinda bloklama
solUsyonu ile inkiibe edilecek ve ardindan yikama yapilmadan anti-CD45 1/100 (anti-GFAP
mouse monoklonal antikor,ab25386, Abcam Inc, USA) antikoru ile +4 °C’de inkube edildi.
Ardindan kesitler dnce biyotinlenmis sekonder antikor ile daha sonra avidin-biyotin kompleksi
(streptavidin) ile 30’ar dak. inkibe edildi. Reaksiyonun gorunir hale getiriimesi igin
Diaminobenzidin (DAB) kullanildi. Zemin boyamasi Mayer's hematoksilen ile yapildi,
dehidratasyon ve seffaflastirma isleminden sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,

Almanya) ile kapatildi ve dijital olarak fotograflandi.
2.2.5.7.8 Goériintii Analiz Metodu

Kesitlerden elde edilen gorintilerin incelenmesinde bilgisayarli video kamera esasli goéruntu
analiz yontemi kullanildi (UTHSC Image software). Tim kesitler (her doku icin en az 4 kesit)
analize edildi; sadece boyamaya bagl belirgin artefaktlari olan kesitler degerlendirme digi
tutuldu. Boyama tamamlandiktan sonra kesitler 1sik mikroskobunda (Olympus BX-50 Tokyo,
Japonya) incelendi ve goéruntller ylksek ¢ézinurlige sahip kamera yardimiyla bilgisayara

aktarildi (Olympus DP71, Japonya). Butln kesitler dijital olarak fotograflandi.

Gruplar arasindaki histomorfolojik farkliliklar skorlanarak degerlendirildi. Skorlama icin onluk
blylUtmede birbiriyle drtiismeyen alanlar rastgele yontemle secildi. immiinpozitif boyanmanin
derecesi, yogunluk ve dagihm agisindan 0O'den 3'e kadar olan bir gdsterge cizelgesi
kullanilarak semikantitatif skorlama ile degerlendirildi. immiinreaktivite yok ise 0, hafif ise 1,

orta ise 2 ve belirgin olmasi durumunda 3 puan verildi (Tuzun vd., 2011).
2.2.6 Hicre Kiiltirii Caligmalari
2.2.6.1 Besiyeri Hazirlanisi

+4 °C de olan 500 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM:F-
12)'ye, %10 olacak sekilde Fotal Dana Serumu (FBS, Sigma) ve %1 penisilin/streptomisin
(Sigma), eklendi ve 37 °C kullanildi.

2.2.6.2 Hiicrelerin Buyutiilmesi

Calisma boyunca kullanilan insan néroblast hicreleri (SH-SY5Y) “American Type Culture
Collection” (ATCC)dan satin alinarak Mart 2014 igerisinde teslim alindi. Deneylerimizde
kullandigimiz SH-SY5Y hiicre hatti haftada 2 kez dizenli pasajlandi. Uretim sirasinda
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla filtre kapakl hiicre kaltird flasklari kullanildi. %10 Dimetil
sulfoksit (DMSO) iceren ortamda sivi azot ile dondurulmus olarak kuru buz igerisinde
korunarak bize gelen hicreler 37 °C’de eriyene kadar bekletildi, eridikten sonra flaska ekildi ve
dzerine 10 ml DMEM:F-12 besi ortami eklenerek 37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem igeren



ortamda 1 glin inklbe edildi. Ertesi gin DMSQO’dan kurtarmak igin flasktaki besiyeri degistirildi.
Hiicreler flaski doldurduktan sonra besiyeri pipetle uzaklastirildi, hiicreler bir kez Ca*? ve Mg*?
tuzlari icermeyen steril PBS ile yikand..

2.2.6.3 Tripan Mavisi

1:1000 sulandirilmig tripan mavisi kullanildi. 0,05 gr tripan mavisi 10ml dH20O’da ¢6zulup 0,22

mikronluk filtrelerden sizilerek kullanildi.
2.2.6.4 Hicrelerin Pasajlanmasi

Hucreler ¢cogaltildiklar kaltir kaplarinda tek tabaka olduklarinda pasajlari yapildi. Bu iglem
hdcreler yeni alindigi icin mikroskopik kontrol ve takip ile belirlendi. Pasaj islemi igin dncelikle
kiltir besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra hucreler 2 ml % 0,25’lik tripsin (Gibco Lab.) ile
yaklasik 5 dak. muamele edilerek hicrelerin ylzeyden ayrilmalari saglandi. Sispansiyon
haline getirilen hiicreler steril santrifijj tipline alindiktan sonra tripsinin inaktif hale gelmesi igin
tzerine 10 ml DMEM:F12 besiyeri eklendi. 2000 xg hizda 5 dak. santrifij edildikten sonra
supernatant uzaklastirildi. Pelet tizerine 1ml besiyeri eklenerek, ependorfta hazirlanan tripan
mavisi ve hucre karisimi (1:1) thoma laminda sayildi ve hiicreler deney planina goére ekim igin
hazir hale getirildi. Her ne kadar hiicre sayimi ve sitotoksisite testleri igin farkl testler (hiicre
sayicl, WST, MTT gibi) kullaniimis olmasina ragmen hicrelerin gorsel olarak kontrolini
saglamak amaciyla diger deneylere paralel olarak klasik tripan mavisi deneyi uygulandi (Sekil
12).

Sekil 12. SH-SY5Y hdcreleri
2.2.6.5 Sitotoksisite Caligmalar

Calismamizda SH-SYS5Y hicrelerinin kendi laboratuvar kosullarimizda blyime ve gelismesi
optimize edildi. Hucreler ilk defa temin edildiklerinden dolayi éncelikle istenilen morfolojik

karaktere ulagmalari ve buytumeleri saglandi ve bu safhadan sonra yeterli sayida dusuk pasaj



sayisinda stok hicre uygun ortamlarda stoklandi. Bu evreden sonra hucreler kullanilarak
sitotoksisite calismalari gerceklestirildi. Projemizin bundan énceki bdlimlerinde hazirlanan
MSCov ekstresi ve bundan elde edilen etil asetat ve n-butanol fraksiyonlari (hekzan
fraksiyonunda herhangi bir madde elde edilemedidi i¢in n-bltanol ve etil asetat fraksiyonlari
ana fraksiyonlar olarak kullanildi) sitotoksisite deneyleri icin uygun ¢dzlculerle ¢ézildikten

sonra steril etmek i¢in 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi.

Sitotoksisite testi icin farkli konsantrasyonlarda MSCov ekstresi suda ¢6zuldd. 96°lik plakaya
ekilecek olan hicrelerin sayisi hesaplandi. Bunun igin blyUtilen hicreler 96 kuyulu plakalara
ekmek igin tripsin ile kaldinldi. 15 ml’lik steril Falcon tlplere besiyeri icinde olan hicreler alinip,
1500 rpm de 24 °C de 5 dak. santrif(j edildi. Stpernatant atilip, dibe ¢dken hicreler 1 ml
besiyeri icinde ¢6zuldl. Ependorfta hazirlanan tripan mavisi ve hlicre karisimi (1:1) thoma
laminda sayildi. Hicre sayisi hesaplandiktan sonra her kuyucukta 1x103 hucre olacak sekilde
96 kuyulu plakalara ekildi ve plakalarin Uzeri toplamda 200 ul olacak sekilde besiyeri ile
tamamlandi. Hicrelerin plakaya yapismasi i¢in 24 saat %5’lik CO2 inkUbatorinde, %95 nem
ortaminda bekletildi. 24 saatin sonunda farkl konsantrasyonlarda MSCov ekstresi hicrelere
uygulandi. 24 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi, sonrasinda her
kuyucuga 100 ul yeni besiyeri eklendi. Hucreler Uzerine sitotoksisite deneylerinde kullanilan
10ul WST reaktifi eklendi. Hiicrelerin yasam oranlari ELISA okuyucu kullanilarak 450-690
nm’de 30 dakikalik inkiibasyon sonunda olculdi. Hig 6zit ile muamele etmedigimiz kontrol
grubuna sadece besiyeri konuldu. Degisik konsantrasyonlar da ki MSCov ile muamele ettigimiz
gruplar kontrol grubu ile kargilastirarak, degisik dozlardaki ekstrenin hicre canliligina olan

etkisi saptandi.

MSCov ekstresinden elde edilen diklorometan, etil asetat ve n-butanol fraksiyonlari oleanolik
asit (OA) ve ursolik asit (UA) olean-12-en-28-ol, 33 pentakosanoat (OPC), glukokapparin (GC)
aktif maddeleri ve rutin suda ¢6zinmedigi icin hicre kilturd iglemlerinde iyi bir ¢dzucu olarak
bilinen dimetil sulfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozuldu. 96’k plakaya (1x103/kuyucuk) 24 saat
once ekilen hicreler 24 saat suresince degisik konsantrasyonlarda DMSO konsantrasyonu
%0,1 olacak sekilde etil asetat veya n-butanol fraksiyonlarina maruz birakildi. Diklorometan,
etil asetat ve n-bltanol sitotoksisite deneyinde kontrol grubuna ise %0,1 DMSO iceren besi

yeri konuldu.

SH-SY5Y hicrelerine MSCov ekstresi, Diklorometan, Etil asetat ve n-Blitanol Fraksiyonlari ve
Oleanolik Asit (OA) ve Ursolik Asit (UA) olean-12-en-28-ol, 33 pentakosanoat (OPC),

Glucocapparin (GC) aktif maddelerinin uygulanmasi

Hucrelerde MSCov ekstresi, diklorometan (DKM), etil asetat (EA), n-butanol (B) fraksiyonlari,
oleanolik asit (OA) ve ursolik asit (UA) olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat (OPC),



glucocapparin (GC) aktif maddelerinin LDos.10 degerleri sitotoksisite deneyi ile belirlendikten
sonra bu dozlarin SH-SYSY hicrelerinde belirlenen genlerin ekspresyon duzeylerindeki
etkisini test etmek icin MSCov ekstresi, diklorometan, etil asetat ve n-bitanol fraksiyonlari,
oleanolik asit (OA) ve ursolik asit (UA) olean-12-en-28-ol, 33 pentakosanoat (OPC), olean-12-
en-28-ol, 3B pentakosanoat (OPC)+ rutin, glucocapparin (GC) aktif maddeleri hiicre kaltir
ortaminda steril sartlarda hicrelere uygulandi. Bunun igin 10mm petrilere 106 hicre ekildi ve
24 saat inkiibasyonun ardindan belirlenen dozlar bu hiicrelere uygulandi. ikinci bir 24 saatin

sonunda hucreler RNA izolasyonu igin 600 pl “Qiazol Lysis” reaktifi ile toplandi.
2.2.6.6 RNA izolasyonu

“Qiazol Lysis” reaktifi ile toplanan hicrelerden ayri ayri total RNA izolasyonu yapildi. Total
RNA izolasyonu ‘QIAGEN RNeasy Plus Universal’ kit kullanilarak uretici firmanin talimatlari
baz alinarak ve hicreden RNA izole etmek icin kendi laboratuarimizda optimize ettigimiz
prosedir ile yapildi. “Qiazol Lysis” reaktifi ile toplanan hicreler 5 dak. oda sicakliginda inktbe
edildikten sonra uzerine 100 pl kit icinde bulunan gDNA eliminator solusyonundan eklendi ve
15 saniye karistirildi. Daha sonra 180 pl kloroform eklendi ve tekrar karistirildiktan sonra 3
dak. oda sicakliginda inkibe edildi. Stre sonunda 12.000 xg'de ve +4°C’de 30 dak. santrifij
edildi. Ust faz alinip 2 mr'lik steril ependorf tiipe toplandi ve alinan Ust faza esit miktarda %70
etanol eklenip iyice karigtirildi. Karisim “RNeasy mini spin” kolona yuklendi ve 30 saniye 9.000
xg'de santrifij edildi ve alta gecen kisim dokulmustir. Kolunun Uzerine 700 pl kit icinde
bulunan yikama tamponu “RWT” eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’de santrifj edildi. Alta gegen
kisim doékulip kolonun Gzerine 500 ul kit icinde bulunan yikama tamponu “RPE” eklendi ve 30
saniye 9.000 xg’de santrifiij edilerek alta gegen kisim dokuldi. Kolon Uzerine tekrar “RPE”
tamponu eklendi ve 150 saniye 9.000 xg’de santrifiij edilerek alta gegen kisim tekrar dokuldu.
Son olarak kolan yeni tipe alindi ve Uzerine 50 pyl RNaz icermeyen su eklendi ve 75 saniye
9.000 xg’de santrifj edildi. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel elektroforezinde géruntilendi

ve konsantrasyonlari Nano Drop cihazinda dl¢uldu.

285 rRNA

185 rRNA




Sekil 13. Kontrol ve MSCov muamele edilmis SH-SY5Y hiicrelerinden optimize edilmis yontem

ile izole edilmis total RNA agaroz jel elektroforez gorintisu

RNA izolasyonundan sonra cDNA sentezi ve PZR asamasi hayvan deneylerinde yapilan

sekilde gergeklestirildi. Ancak hulcre kultari calismalari icin insan genomuna 6zgl primerler

calisilan genler icin dizayn edildi (Tablo 6).

Tablo 6. HUcre kulttrt ¢alismalarinda kullanilan primer dizileri

Gen Kodu Gen Adi F_Dizisi (5'->3") R_Dizisi (5'->3") Yapisma
Sicakhgi
NM_000484 hAPP GCCCTGCGGAATTGACAAG CCATCTGCATAGTCTGTGTCTG 61°C
NM_001734 hC1S TTTGGCATGGGTTTATGCTGA GGGTGAAGTAGAGGTGAATCCC  51°C
NM_002985 hCCL5 CAGTCGTCTTTGTCACCCGA AGAGCAAGCAGAAACAGGCA 62°C
NM_002416 hCXCL9 GGCTCTTTCCTGGCTACTCC TCCCTGGTCCCTGTAGTGAG 61°C
NM_001565 hCXCL10 ACCAGAGGGGAGCAAAATCG GGAAGTGATGGGAGAGGCAG 62°C
NM_002055 hGFAP GTGTCAGAAGGCCACCTCAA TCAGGTCTGGGGAAATGTGC 62°C
NM_002070 hGNAI2 TGATCGACAAGAACCTGCGG TGCTTGACGATGGTGCTCTT 61°C
NM_001530 hHIF1A GGCGCGAACGACAAGAAAAA GTGGCAACTGATGAGCAAGC 61°C
NM_000600 hIL6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 59°C
NM_002361 hMAG CCAAGTAGTCCACGAGAGCTT CAGGTCCCCACGGAAGTAGT 62°C
NM_004994 hMMP9 GGGACGCAGACATCGTCATC TCGTCATCGTCGAAATGGGC 62°C
NM_003998 hNFKB1 TCGCGCTGAGTATAAAAGCC GGCAAAGTTTCGTGGATGCG 61°C
NM_000533 hPLP1 GAAAGCCCTTTTCATTGCAGGA GGCTAGTCTGCTTTGTGGCT 56°C
NM_002834 hPTPN11 GACGTTCCCAAAACCATCCA TCTTCTTCAATCCTGCGCTGT 56°C
NM_003150 hSTAT3 AACAGGATGGCCCAATGGAA GAAGCGGCTATACTGCTGGT 61°C
NM_000454 hSOD1 TAAAGTAGTCGCGGAGACGG CTTCGTCGCCATAACTCGCT 62°C
NM_000594 hTNF TGGGATCATTGCCCTGTGAG GGTGTCTGAAGGAGGGGGTA 62°C
NM_001101 hACTB GCCGCCAGCTCACCAT GATGCCTCTCTTGCTCTGGG 59°C



3 SONUCLAR

3.1 Capparis ovata Saf Madde izolasyonu

3.1.1 Capparis ovata direkt su ekstresinin (MSCov) ve bundan organik ¢oziiciilerle

tiiketilerek geri ekstraksiyon ile diger ekstrelerinin hazirlanmasi

Geri ekstraksiyonla hazirlanan hekzan, diklorometan, etilasetat ve butanol ekstrelerinin iTK'lari
Sekil 14’de verilmektedir.

!

Sekil 1. (A) Hekzan ve diklorometan ekstreleri (B) Etil asetat, butanol ve su ekstreleri. Sistem:
Diklorometan/Aseton (9:1)

3.1.2 Antikolinesteraz Aktivite Sonuglan

Capparis ovata’dan elde edilen farkli ekstrelerin kodlari Tablo 7°de ve bu ekstrelerin 200 pg/mL
konsantrasyonda kolinesteraz tzerine etkinlikleri arastirilan ekstrelerin sonuglari da Tablo 8
ve 9'da verilmektedir.

Tablo 1. Elde edilen ekstrelerin kodlari

Ekstre Kodu Ekstre Adi

COMM C. ovata meyve kismi sulu metanol ekstresi




COMT C. ovata tomurcuk kismi sulu metanol ekstresi

com¢ C. ovata gicek kismi sulu metanol ekstresi

COMK C. ovata kok kismi sulu metanol ekstresi

COMY C. ovata yaprak kismi sulu metanol ekstresi

MSCov C. ovata tum kisimlar su ekstresi

CDHM C. ovata meyve kismi hekzan-diklorometan ekstresi
CDHT C. ovata tomurcuk kismi hekzan-diklorometan ekstresi
CDHC C. ovata gicek kismi hekzan-diklorometan ekstresi
CDHK C. ovata kok kismi hekzan-diklorometan ekstresi
CDHY C. ovata yaprak kismi hekzan-diklorometan ekstresi

Tablo 2. C. ovata’dan hazirlanan ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite sonuglari (200 pg/mL)a

Ekstreler AChE (%) inhibisyon) ~ BChE (%) inhibisyon)
COMM 77.95 + 0.41 ~ 6573+£029
COMT NA 57.08 + 2.31
com¢ NA 63.10 £ 3.53
COMK NA 62.85+2.17
COoMY NA 46.73 + 1.81
MSCov 33.35+0.49 56.98 £ 1.25
CDHM 3.46 £ 0.05 NA

CDHT 20.22 + 2.98 25.78 £ 0.22
CDHC 442 +1.42 56.91 £ 0.99
CDHK 15.37 + 3.02 NA

CDHY 8.12+1.17 31.81 £ 2.31
Galantamin® 89.98 + 0.61 82.47 + 0.63

alJ¢ paralel galismanin sonuglari standart sapmalarla birlikte verilmistir (p< 0.05).
bGalantamin standart olarak kullanildi.

Tablo 8'de goruldugu gibi kapari bitki bolumlerinden elde edilen higbir ekstre standart olarak
kullanilan galantamin esdegeri asetilkolin ve butirilkolin esteraz aktivite inhibisyonu
gostermedi. Bununla birlikte, meyve metanol ekstresi her iki aktivite icinde en ylksek
inhibisyon gosteren ekstre oldu.

MSCov sulu ekstresinin ve farkli ¢ozlculerle MSCov'dan elde edilen alt ekstrelerin asetil- ve
batirilkolin esteraz aktivite inhibisyon degerleri Tablo 9'da verilmektedir. Burada da butanol

ekstresi en yuksek inhibisyon etkisi gosteren fraksyion oldu.



Tablo 3.C.ovata’dan hazirlanan ekstrelerin asetilkolinesteraz sonuglari (200ug/ml)

AChE (%) inhibisyon)  BChE (% inhibisyon)

MSCov 33.35+0.49 56.98 + 1.25
MSCov- H 3.46 £ 0.05 NA
MSCov- D 442 +1.42 6.81 £ 0.99
MSCov- E 65.78 £ 0.42 73.89 + 0.67
MSCov- B 87.48 + 0.02 89.36 + 0.85
Galantamina 89.98 + 0.61 82.47 + 0.63
aStandart madde
NA: Aktif degil

3.1.3 MSCov, MSCov Etil Asetat (MSCov-E) ve MSCov Butanol (MSCov-B)
ekstrelerinin LC-MS-MS Analizleri

MSCov ve elde edilen alt fraksiyonlarinin literatlrde yaygin olarak bilinen antioksidan bilesikler
acgisindan igerikleri kantitatif olarak analiz edildi. Bu sonuglar asagidaki Tablo 10’da

verilmektedir.
Tablo 4. C. ovata ekstrelerindeki sekonder metabolitlerin LC/MS/MS ile analizi sonuglari

Bilesik Parcalanma

iyonu

(Carpisma
Enerjisi, V)

Kafeik asit 135 (14) <LOD 12.01 £ 2.38 5.16 £ 1.02
Ellajik asit 301 228.3 (25) <LOD 122.72 +8.22 41.99 + 2.81
Fumarik asit 115 71 (8) 6.01 £0.42 118.66 £ 8.23 9.40 = 0.65
Gallik asit 168.6 124 (13) 4.81+1.19 492 +1.22 498+1.24
Herniarin 177 121 (20) <LOD 5.39 £ 0.54 <LOD
isorhamnetin 315 300 (20) <LOD 78.47 £6.93 22.69 1 2.00
Kaempferol 287 152.3 (30) 66.98 +4.73  1881.2+132.7 1740.4+122.8
Kaempferol-3-

o rutinosid 593 284.4 (26) 2.72+0.25 176.1 £ 15.92 229.8 +20.78
Luteolin 285 132 (34) <LOD 14.67 £ 3.77 5.60 + 1.44
Penduletin 345.2 311 (25) <LOD 25.00 £ 2.53 1.60 £ 0.16
Pirogallol 125 80 (16) 8.25 + 0.55 9.69 + 0.64 9.41 £ 0.63

Kuercetin 301 178.5 (16) 1.04£0.14 357.94 £4759 | 114.19+15.18



Rosmarinic

asit 359.2 160.5 (15) <LOD 4.03 £ 0.31 <LOD
Rutin hidrat 609 301 (16) 13.30 £ 0.87 56.40 £ 3.69 131.05 £ 8.58
Sirinjik asit 196.7 181.4 (12) <LOD 148.88 + 10.03 9.38 £ 0.63
Ursolik asit 455.6 455.1 (10) <LOD <LOD 66.95 + 4.65
Vanilya 150.7 135.4 (12) <LOD 4.34 + 0.40 <LOD
P-kumarik asit = 163.2 118.7 (14) <LOD 24542 + 37.78 28.11+£4.33
t-Ferulik asit 193 133 (15) <LOD 110.09 £ 7.69 27.59 £ 1.93
Kurkumin? 369.3 176.9 (20)
aj¢ standart

Burada elde edilen sonuglar ana ekstremizin 6zellikle kamferol ve rutin agisindan zengin
oldugunu gostermektedir ve birgok bilegik tayin limitinin altindadir. Ancak alt fraksiyonlarda bu
bilesikler zenginlestigi icin tayin edilir hale gelmistir. Yukarida belirtilen bilesikler yani sira

MSCov elajik asit ve isorhamnetin agisindan da énemlidir.

3.1.3.1 Elde Edilen Sekonder Metabolitlerin LC-MS-MS Validasyonu ve Olgiim

Belirsizligi Degerlendirmeleri

Metot validasyonu proseduriinde, dogrusallik, calisma araldi, algilama siniri (LOD), tayin

siniri (LOQ), dogruluk ve tekrarlanabilirlik gibi birgok parametre incelenmektedir.

LOD ve LOQ belirlenmesinde standart sapmaya dayal tespit yaklagimi kullaniimigtir. Bunun
icin kér drnek veya kor 6rnege algilama sinirina yakin derisimde dérnek ilave edilerek bir seri

okuma yapildi. Asagidaki formul kullanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplandi.
LOD=3 x SD LOQ=10x SD

Dogrusal aralik kalibrasyon grafiginin dogrusal oldugu derisim araligidir. Bu aralik
hesaplanirken en az 5 farkli derisimde en az 3’er defa kalibrasyon ¢dzeltisi hazirlanir ve
cihazda en az 3 defa 6lgim yapilarak elde edilen sonuglarla kalibrasyon grafigi gizilir. Calisma
araligi kalibrasyon grafigi Uzerinde herhangi bir yer olabilir. Genelde dogrusal aralikta ¢aligilir,
ancak logaritmik de olabilir. Standart bilesiklerin dogrusal araliklari Tablo 6’ da verildi. Pik alani
(y) derisime (x) karsi cizilen grafiklerde her bir standart bilesik icin regresyon katsayisi R2 =
96°’drr.

Kesinlik olcilen blyUkluk icin badimsiz 6lcim sonuglarinin birbirlerine olan yakinhginin
dlglistdir. Standart sapma (s) veya bagil standart sapma (%RSD) ile ifade edilir. Olgim
belirsizligi, 6lcim sonucu ile birlikte verilen ve belirlenen glvenilirlik seviyesinde dlgim
degerlerinin  dagihmini gdsteren parametredir. Bu degerler Tablo 11'de verilmektedir.

Hesaplamasi yapilan belirsizlik bilesenleri érnek tartimi belirsizligi, stok ¢ozelti belirsizligi,



kalibrasyon egrisinden gelen belirsizlik, tekrarlanabilirlik belirsizligi hesaplandiktan sonra

toplam belirsizlige katkilari rapor sonunda degerlendirildi.
Numunelerdeki standart bilesik icerikleri agagidaki formul kullanilarak hesaplanmistir.

XV,

Miktar (mg/kg)= Ca XV x1000
m X Vi

Ca kalibrasyon egrisinden gelen analit derisimi (mg/L), Vson 6érnek hacmi, m (g) numune

miktari, Vilk baslangictaki 6rnek hacmi.

Tablo 5. Sekonder Metabolitlerin Validasyon ve Belirsizlik Parametreleri

Olgii egrisi R2

RSD (%)

denklemi

Kafeik asit y=0,351x-0,022 0,9923 0,028 0,093 8,04
Elajik asit y=0,0244x+0,0048 0,9951 0,020 0,068 11,1
Fumarik asit y=0,0568x+0,0176 0,9913 0,003 0,010 5,44
Gallik asit y=0,4008x-0,0201 0,9985 0,550 1,820 7,23
Herniarin y=0,0999x+0,021 0,9931 0,370 1,233 9,47
Isorhamnetin y=0,251x+0,115 0,9608 0,088 0,294 3,67
Kaempferol y=0,0224x+0,016 0,9842 0,002 0,008 5,47
Kaempferol-3-O y=0,1078x+0,0135 0,9919 0,014 0,045 8,15
rutinosid

Luteolin y=0,2068x+0,144 0,9632 0,062 0,207 15,9
Penduletin y=0,145x+0,0438 0,9916 0,089 0,297 9,47
Pirogallol y=0,039x+0,014 0,9813 0,001 0,002 5,47
Kuersetin y=0,1108x+0,069 0,9746 0,001 0,002 11,4
Rosmarinic asit y=0,177x+0,014 0,9933 0,022 0,072 3,73
Rutin hidrat y=0,023x+0,001 0,9902 0,010 0,034 7,90
Sirinjik asit y=0,031x+0,0111 0,9936 0,022 0,073 8,39
Ursolik asit y=0,0137x+0,005 0,9861 0,008 0,027 3,04
Vanilya y=0,098x+0,0158 0,9982 0,019 0,064 6,57
P-kumarik asit y=0,289x+0,153 0,9872 0,006 0,021 6,39
t-Ferulik asit y=0,086x+0,015 0,9822 0,047 0,158 5,21

Hesaplamalar icin kullanilan standart bilesikler igin tek tek elde edilen kromatogramlarda Sekil

15’de verilmektedir.
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Sekil 2. MSCov ekstresinin analizleri igin kullanilan standart bilesiklerin LC-MS/MS analiz

kromatogramlari

3.1.3.2 LC-MS/MS ile Analiz Edilen C. ovata Ekstrelerinin igerdigi Sekonder
Metabolitlerin Kantitatif Analiz Sonuclari (mg/kg)

LC-MS/ML analizi sonuglari ile ilgili veriler Tablo 12'de ve elde edilen sekonder metabolit
sekilleri Sekil 16’da verilmektedir.

Tablo 6. MSCov ekstrelerinin genisletilmis (k=2) belirsizlik ile birlikte kg ekstre basina disen

mg sekonder bilesiklerin miktarlari

MSCov MSCov-B MSCov-E
Kafeik asit <LOD 5,16+1,02 12,01+2,38
Elajik asit <LOD 41,99+2,81 122,72+8,22




Fumarik asit
Gallik asit
Herniarin
isorhamnetin
Kaempferol
Kaempferol-3-O
rutinosid
Luteolin
Penduletin
Pirogallol
Kuersetin

Rosmarinik asit

Rutin hidrat
Sirinjik asit
Ursolik asit
Vanilya
P-kumarik asit
t-Ferulik asit
@]
HO
" "OH
HO
Kafeik asit
(0] OH
HO OH
OH

Gallik asit

6,01+0,42
4,81+1,19
<LOD
<LOD
66,98+4,73

2,72+0,25

<LOD
<LOD
8,25+0,55
1,04+0,14
<LOD
13,30+0,87
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD
<LOD

Elajik asit

1L
e N N
?' =T g TR
CHy

Herniarin

9,40+0,65
4,98+1,24
<LOD
22,69+2,00
1740,43+122,84

229,89+20,78

5,60+1,44
1,60+0,16
9,41+0,63
114,19£15,18
<LOD
131,05+8,58
9,38+0,63
66,95+4,65
<LOD
28,11+4,33
27,59+1,93

118,66+8,23
4,92+1,22
5,39+0,54
78,47+6,93
1881,25+132,78

176,17+£15,92

14,67+3,77
25,00£2,53
9,69+0,64
357,94+47,59
4,03+0,31
56,40+3,69
148,88+10,03
<LOD
4,34+0,40
245,42+37,78
110,09+ 7,69
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Sekil 3. Sekonder Metabolitlerin molekul yapilari



Analizlerde kullanilan ekstrelerin ¢éztnurlikleri de asagidaki Sekil 17°de verilmektedir.

Sekil 4. Analiz edilen MSCov ekstrelerinin ¢ézunurluk fotografi

3.1.4 Ekstrelerden Saf Maddelerin izolasyonu

3.1.4.1 MSCov’dan saf madde izolasyonu
3.1.4.1.1 Diklorometan (MSCov-D) fraksiyonu ¢alismasi

Diklorometan ekstresi (MSCov-D) kurutulduktan sonra silika jelin adsorban olarak kullanildigi
bir kolon Uzerinden fraksiyonlandirildi. Elisyona % 100 petrol eteri ile baglandi ve polarite
arttirilarak % 100 diklorometana gegildi, bundan sonra da polarite aseton ilavesi ile arttirilip %
100 asetona ve daha sonra gok kuguk oranlarla metanol ilavesiyle baglayarak % 100 metanole
kadar devam edildi. Bu islemler neticesinde toplam 54 fraksiyon elde edildi. ITK sonugclarina

gore benzer fraksiyonlarin birlestiriimesi sonucu asagidaki 13 fraksiyon elde edildi.

l&' |
Y &
“'v

Sekil 5. MSCov-D 4-10 fraksiyonlarinin ITK’s



Sekil 6. MSCov-D 11-27 fraksiyonlarinin iTK’s|
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Sekil 7. MSCov-D 28-35 fraksiyonlarinin iTK’s

s fe i e
- ?




Sekil 8. MSCov-D 36-45 fraksiyonlarinin iTK’si

Sekil 9. MSCov-D 46-54 fraksiyonlarinin iTK’si

MSCov-D 14-15 nolu fraksiyon ise yag asidi bilesenlerinin belirlenmesi i¢cin gaz kromatografisi-

kitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edildi. Kullanilan GC-MS analiz kosullari séyledir:

Sistem: Thermo Scientific POLARIS GC-MS/MS
Kolon: Rtx-5Sil MS (30 m x 0.25mmID x 0.25 pym)



Sicaklik Programi: 50 ‘C-5 dak. // 5C/dak.// 250 C-10 dak.
MS iletim hatti sicakligi: 230°C

Tastyict Gaz: Helyum (Akig hizi: 1 mL/dak.)

Katle Araligri: m/z 50-650

MSCov-D 14-15 nolu fraksiyonun GC-MS analizi sonucu ¢ogu yag asitlerinden olusan 16

bilesik elde edilmistir. Sonuclari Tablo 13'de verilmektedir.
Tablo 7. MSCov-D 14-15 nolu fraksiyonun GC-MS analiz sonuglari

No Alikonma Bilesen % Oran
Zamani (Rt)

1 22.11 2,5-Di-tert-butilfenol, metil ester 8,5
2 26.75 Tetradekanoik asit, metil ester 0,1
3 30.12 Pentadecanoik asit, metil ester 0,4
4 32.21 Margarik asit, metil ester 1,2
5 32.74 Decandioik asit, metil ester 1,1
6 33.96 9,12-octadekaneoik asit, metil ester 12,8
7 34.08 Oleik asit, metil ester 28,7
8 34.54 Stearik acid, metil ester 10,0
9 37.97 Arachidic acid, metil ester 4,4
10 39.61 Decandioik asit, metil ester 2,0
11 41.12 Trikosanoik asit, metil ester 11,5
12 42.60 Eikosanoik acid, metil ester 51
13 44.07 Tetrakosanoik asit, metil ester 10,3
14 45.46 Pentakosanoik asit, metil ester 21
15 46.76 Hexakosanoik asit, metil ester 1,2
16 49.83 Oktakosanoik asit, metil ester 0,7
TOPLAM 100.1

Diklorometan ekstresinin diger bir fraksiyonlarindan olan MSCov-D 23-27 nolu fraksiyon (574
mg) silika jelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon Uzerinden tekrar fraksiyonlandirildi.
Elisyona %100 petrol eteri ile baslandi ve polarite arttirilarak %100 diklormetana gegildi ve
sonrasinda polarite aseton ilavesi ile arttirilip %100 asetona ve daha sonra metanol ilavesine
baslanarak %100 metanole kadar devam edildi ve toplam 32 fraksiyon elde edildi. $ekil 23'de
fraksiyonlarin ITK sonuglari yer almaktadir.



Sekil 10. MSCov-D (23-27) 1-24 fraksiyonlarinin ITK’sI [Sistem: Petrol eteri: Diklormetan (3:7)]

Sekil 11. MSCov-D (23-27) 31, 32 fraksiyonlarinin ITK’sI [Sistem: Aseton: Diklormetan (9:1)]

MSCov-D (23-27) 32 nolu fraksiyon prep. iTK uygulandi ve elde edilen madde CDHT-2 olarak
kodlanarak NMR spektroskopisine gonderildi. Yapilan spektroskopik analizler (1H-NMR, 13C-
NMR) sonucu madeninin dolik asit yapisinda oldugu belirlendi (Sekil 25).



COOH

OH

Sekil 12. 1H-indol- 2-hidroksi, 3-karboksilik asit

Kahverengi renkte olan CDHT-2 maddesi amorf halde elde edildi (20 mg). Molekulin 1H NMR,
13C NMR (CDCI3, 600 MHz) spektrumlari molekilde bir indol halkasinin varlidina isaret etti
(Sekil 15-17). Kitle spektrumlarinda [M+] 177, [M-CO2]133 ve diger parcalanma pikleri

izlendi.1H-indol-2-hidroksi, 3-karboksilik asit formiline sahip bilesik dogadan ilk kez elde
edildi.

Spectrum 1A o
8P 114 S 6 557 e46=100%) ) 143 nun. Scan 7, &0 0 10X RIC §804e+9
_ a-:c e ]

100%- B5F e+

75%

50%-

e
1000
50AcquuedRange miz

Sekil 13. CDHT-2’nin MS spektrumu



Cample Naza: |
cowr_3 |
Data Collected omi
00 -vemrafo0 |
Archive dicectory:
/nome/dete/ chenpack
Sasple dlrectory: |
CONT 3 20438716 03 |
FLAPiLe: daca PROTON 001

Pulse Segusoce: PROTON |sldpul)
Solvent: acetons
Data collected WA: Jul 16 2013

Temp. 23.0C /361 K
Sample #0, Operator: chespack

Balax. delay 1.000 wec
Palse 45.0 degress

Mog. time 1.704 sec

Wideh $619.4 W2

313 repetitions

omsmIVE  E1, 399.763913% rets

BATA PROCESEING I
T sise 32768
Total time 23 min

|

J

[ IR SV YT

D ohv] | BT

] 7 3 2 1 ppm

Sekil 14. CDHT 2’nin 1H NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 2.2-4.2 ppm)

BTAMOMAD CARSCH PARAMETERS

{
—— VAN

cowT_2
Data Collected oa)
rmx§00 -vemeebod
Archive directory)

Sanple directory:
riarile: Geta Arr 091

Pulse Sequence: AFT
Solvent: scetcas
Pata collected on: Aug # 201

Temp. 23.0C 7 6L K
Cperator: chempack

Belax. delay 1.000 sec u
10t pulse 90.0 degres

3nd gulse 45.0 degres

Acq. tine 0.043 sec s r 5 - 4 v }

width 37678.8 ms { ‘
29000 repetitions | 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
OBSEXVE C13, 150.B187543 mmx
OECOUPLE N1, S99.7669223 s

Power 44 &8 |

oo Surisg acqulsition !

WALTE-16 modulated |

DATA PROCESSING

Line broadeaing 0.3 Xa

T oales 63536

Total tise 19 hr, 14 mis

Sekil 15. CDHT 2’nin 13C-NMR (APT) spektrumu (CD3COCD3, 125 MHz)

MSCov-D (23-27) 16-17 nolu fraksiyona prep. iTK yapildi (Sekil 29-30).



Sekil 16. MSCov-D (23-27) 16-17 nolu fraksiyonun prep ITK’si

Sekil 17. MSCov-D (23-27) 16-17-1 nolu fraksiyonun prep iTK’sI

NMR kodu CDHT-7 olarak verilen ve MSCov (23-27) 16-17 nolu fraksiyondan preparatif ince
tabaka kromatografisiyle saflastirilan bilesigin yapisinin spektroskopik analizler (1H NMR, 13C
NMR) sonucu olean iskeletine sahip bir triterpen oldugu belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 18. CDHT 7 (Olean-12-en-28-ol, 33-pentakosanoat)

Beyaz renkli olan CDHT 7 maddesi kristal halde elde edildi (16,4 mg). Molekulin 1H NMR,
13C NMR (CDCI3, 600 MHz) ve kutle spektrumlari Sekil 21-23’de verildi. CDHT 7 maddesinin
spektral degerleri literatlirdeki benzer bilesiklerin degerleri ile karsilastirildi ve bilesigin Olean-

12-en-28-ol, 3B-pentakosanoat formulline sahip yeni bir triterpen oldugu belirlendi.

APCI (Atmospheric pressure chemical ionization) teknigiyle alinan kutle spektrumunda (Sekil
32) [M+1] piki 803’te gbzlenmigtir. Ayrica C-3’e bagh esterli yan zincirin kopmasiyla olusan
aglukana (ana iskelete) ait [(M-yan zincir)+1] piki 413’te izlenmesi yapiy! dogrulamaktadir.

Sanple Wame: YARIAN
coer_7 AN
Data Collected on:
nar 00 -vonres00
Archive directory:
/Bome/data/chempack
Sarple divectory:
CoNT_7_30130717_01L
Fiarile: data FRoTOM 001

Pulse Ceguence) PAOTON (sdpul)
Sclvent: edeld
Data collected om: Jul 17 2013

Tesp. 3.0 C /7 3961 x
Sample #4, Cperator: chespack

Nelax. delay 1.000 seo

Pules 43.0 degress

Acqg. time 1.704 sec

Mideh 3615.4 M=

513 repetitions

OBSERVE Wi, 399.7608003 Mes ‘ |
DATA PROCESSING

T alze 32760

Toral uise 33 win

._'L - |

. |
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Sekil 19. CDHT 7’nin 1H NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 2.2-4.2 ppm)



Bu bilesik dogadan ve dolayisiyla Capparis tlrlerinden ilk kez elde edildi.

Sanple Keme:
conr_7
Data Collected om:
ansd00 -vanre00
Archive directory:
/homa/data/chempack
Sarple directorys
CONT_7_30130007_03
ridarile: data AST 001

Pulas Sequence: APT
Solvent: edcl)d
Data collected ont Awg 7 2013

Tesp. 33.0 C / 396.1 K |

Sample #7, Operator: chespack [ hihh ]

Relax. delay 1.000 sec ‘ Hl i ‘ | ’
s L

1et pulse 90.0 degrees
204 pulse 43.0 deyress ) | ! T | ] |
Acg. time 0.883 sec ' . T v 11 - ] ,,,,,,,,,,, e | +
Width 37870.8 ux |
30000 repetitions 200 180 160 140 120 100 ao &0 Lo
OBGERVE C1), 1350.0099750 Mtz
DECOUPLE Wi, 599.7638094 aaxs
Pover 44 a»
on during soguisition
WALTZ-1¢6 modulated
DATA PROCEESING
Line broadening 0.3 Nz

T size €5336
Total time 36 hr. 7 min

Sekil 20. CDHT 7’nin 13C-NMR (APT) spektrumu (CDCI3, 125 MHz)

0.246 min, Scan: 16, 50.0:1000.0> RIC: 43588+
b |
3 32
3 e
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3 |
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3912 ]
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| | 3634e+7 1§
- ;.
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Sekil 21. CDHT 7 bilesiginin kutle spektrumu

Madde saflagtirmasina MSCov-D (23-27) 19 nolu fraksiyon ile devam edildi. Prep iTK’sI ve bu

fraksiyondan saflastirilan maddelerin ITK’s1 Sekil 35’de verildi.



Sekil 22. MSCov-D (23-27) 19 nolu fraksiyonun prep iTK’s!

Fraksiyonlandirma islemlerine; diklormetan ekstresi (MSCov-D) fraksiyonlarindan 28-29 nolu
fraksiyonun (4,074 g) silika jelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon Uzerinden tekrar
fraksiyonlandiriimasiyla devam edildi. Elisyona %100 petrol eteri ile baslandi ve polarite
arttinlarak %100 diklormetana gegildi ve sonrasinda polarite aseton ilavesi ile arttirihp %100
asetona ve daha sonra metanol ilavesine baslanarak %100 metanole kadar devam edildi ve

toplam 78 fraksiyon elde edildi. Sekil 36-41’de fraksiyonlarin ITK sonuglari yer almaktadir.




Sekil 23. MSCov-D (28-29) 27-35 fraksiyonlarinin iTK’si [Sistem: DCM:PE (8:2)]

Sekil 24. MSCov-D (28-29) 36-44 fraksiyonlarinin ITK’sI [Sistem: DCM:Aseton (9:1)]

Sekil 25. MSCov-D (48-56) 45-47 fraksiyonlarinin iTK’si [Sistem: DCM:Aseton (5:5)]



Sekil 26. MSCov-D (48-56) 36-44 fraksiyonlarinin iTK’si [Sistem: DCM:Aseton (7:3)]

Sekil 27. MSCov-D (28-29) 57-66 fraksiyonlarinin iTK’si [Sistem: DCM:Aseton (7:3)]



Sekil 28. MSCov-D (28-29) 67-78 fraksiyonlarinin iITK’si [Sistem: Aseton:Metanol (9,5:0,5)]

Bu fraksiyonlardan ilk olarak MSCov-D (28-29) 28-32 nolu fraksiyon preparatif ince tabaka
kromatografisi (prep ITK) ile saflastirildi. Prep iTK'si ve bu fraksiyondan saflastirilan
maddelerin iTK’sI agagida yer almaktadir (Sekil 42).



Sekil 29. MSCov-D (28-29) 28-32 nolu fraksiyonun prep ITK’sl

MSCov'un diger alt fraksiyonlari olan butanol ve etilasetat fraksiyonlari polar fraksiyonlar

olduklarindan prep. ITK ydntemi ile izolasyon yapilamadi.
3.1.4.2 islenmemis Bitki Boliimlerinden Madde Saflastiriimasi

3.1.4.2.1 Capparis ovata  Bitkisinin “Tomurcuk”  Kismindan  Hazirlanan

Hekzan:Diklorometan Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi ve Saflastiriimasi

Onceden toz ettigimiz tomurcuk kismi (1795 g) su:metanol (20:80) ile tiiketildi. Tomurcuk sulu
metanol ekstresi hekzan:diklorometan (1:1) ile tekrar ekstraksiyona (re-ekstraksiyon) tabi
tutuldu. Elde edilen Capparis ovata Tomurcuk ekstresi kisaca COT olarak kodlandi ve
silikajelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon Gizerinden fraksiyonlandirildi. Elisyona %2100
petrol eteri ile baglanarak ve polariteyi belli oranda arttirarak %100 diklorometana;
diklorometandan yine polarite arttirilarak %100 asetona ve ardindan %100 metanole kadar
devam edildi. Sekil 43-44'de fraksiyonlarin iTK sonuglari yer almaktadir. Bunlardan fraksiyon
9'dan elde edilen ve saflastirilan COT-3 ve COT-4’lGin daha 6nce tim bitki ekstresinden elde
edilen CDHT-7 ile ayni triterpen oldugu belirlendi.



Sekil 30. Fr7-15 nolu fraksiyonlarin iTK’si

Sekil 31. Fr16-25 nolu fraksiyonlarin iTK’s|

ITK sonuglari degerlendirilerek 11 ve 17 nolu fraksiyonlara prep. ITK yéntemi uygulandi ve 3
madde elde edildi. Bu fraksiyonlarin prep. ITK’si ve saflastirilan maddelerin yan yana iTK’s
asagida yer almaktadir. Saflastirma, silikajel plaklar tzerinde gerceklestiriimis ve genelde
diklorometan aseton karisimlari kullaniimistir. Prep. iTK icin kullanilan ¢éziiciiler asagida

plaklar Gzerinde gosterilmistir (Sekil 45).



Sekil 32. Fr.11-17 nolu fraksiyonlarin prep. ITK’s

Sonrasinda, saflastirilan Fr. 11-1, 11-2 ve 17 nolu maddeler karsilastirma amaciyla (-
sitosterol, stigmasterol, ursolik asit ve oleanolik asit ile yan yana tatbik edilerek ITK yapildi
(Sekil 46) ve yapi tayini igin spektroskopik analizleri yapildi (1H-NMR, 13 C- NMR). NMR
spektrumlarina dayanarak 11-1, 11-2 ve 17’nin B-sitosterol oldugu belirlendi.

Sekil 33. Fr. 11-1, 11-2 ve 17 nolu maddeler ile B-sitosterol, stigmasterol, oleanolik asit ve
ursolik asit ITK’s

Maddenin yapisi ve spektrumlari Sekil 47°de gosterilmektedir.
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Sekil 34. B-sitosterol

STANDARD PAOTON PARNMETERS ‘
e o YARIAN

nardto-vameced S0
Archive directory:

Esvglis dlrectosy:
riarile: data PROTOM 091

Pulse Sequance: FROTON (elpul)
Solveat: odcl)
Data colliected ont Dee 34 2013

Texp. 23.0 C / 6.1 K
Oparator: chempack

Relax. delay 1.000 sec
Palse 43.0 degress
Acq. time 1.704 sec
Wideh 9615.4 M
256 regetiticns
OREERVE | W1, 599.7542050 sexs
CATA PAICERSING
¥T size 33762
Total time 11 min
|

|

| bk oA
i et | D | LJ.Ua.,.Ax}fl"”-ll‘*&wﬂJ,

7 6 5 4 3 2 1 ppm
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Sekil 35. B-sitosterol’in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz)



OTANDARD PROTON PARANRTERS
Saxple Name:

Data Collected omi
w600~ vimxa§08
Archive directory:

Sample directory:
ridrile: data PROTONM 001

Pulse Sequence: PROTON (sipul)
Solveat: cdeld
Data collected on: Deec 34 301)

Temp. 23,0 C 7 296.1 X
Operator: chesgpack

Relax. dalay 1,000 ses
Puloe 5.0 degroes

Acq. time 1.704 sec

wigth 9615.4 Ez

154 vepetitions
OREENVE M1, 399.7542090 )ots
DATA FROCRSSING

T size 33763
Total time 11 min

i
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Sekil 36. B-sitosterol’lin
genigletiimis )

STANDARD POOTON PARAMRTRRS
Sample Name
Data Collected oo
art00-vanrss00
Archive dlrwotory:
Sanple directorys
Fidrile: data PROTON 001
Pulse Sequence: PROTON (sdpul)

Solvent: odelld
Dats collected ons Dec 34 2013

Temp, 33.0C / 2¥6.1 X r

Operstor; champack ||

Belax. Gelay 1.000 sec ’u

Palee 45.0 degress |
Aog. time 1.704 sec f
Width 96154 e

356 repetitions J
OBSERVE K1, S599.7542890 sats

DATA PROCESEING l
T osiaze 22768 )
Total time 1t min (

1 6.8
2 13844
b 1933
‘. 13787
L] 1373.9
‘ 1371.5
7 1360.6
. 13860
. 1335.7
10 1383.3
13 1331.0
12 1340.1
13 1341.6
iy 1339.8
is 1331.6
16 1339.3
Exd 1336.3
is 1216.0
19 1212.5
20 1309.0
EE) 1203.7
n 1198.6
ER 119%6.6
ELy 11940
as 1191.4
e 11e8.0
E L 1186.1
s 1183.0
» 117%.0
0 11767
n 1738
32 1174
» 1169.1
M \ 19
3 I 1184
A 't
L
N i “A v'“A
| N A
| \ | W IM [\
J
v

2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95

1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz,

9.0 36 #0323 1.0
a1 789.3 1,39
IR 796,64  1.330
33 » 793.% 1.3
1.7 @ 7899 1.337
0.9 4@ 707,06  1.13
1.4 4 7847 3300
1. 28 O 760.5  3.381
1. 7.9 4 177.6 1.9
3. 429 s e 1am
1 3 1570 [T 767.6 1.27
12 € 1,567 9.9 47 762,32 1.269
13 5 1.88 55.4 48 753.5  1.2%6
14 .4 1.538 41.8 o 755,89 1.253
15 3 1,92 aa 745.9 1.2
16 .6 1.%533 33.3 51 743.6 1.340
1 A4 i.511 52.6 52 735.3 1.233
18 8 1,507 6.0 53 7318 1.220
i 9 1.%03 “.. " T 1.300
20 .5 1.458 4.7 55 718.3 1.198
21 N 1.451 9.3 56 710.2 l.l;l
22 9 .40 0.7 9 794.3 1.2
Etl € 1477 19,3 84 636.0 1.
24 3 1.6 51.6 1.1
s . 1.400 7 1.
t o4 1,18
n\ 965.0  1.442 1.139
28 055.7 1437 :.3
u»l ﬂ 0535 1.3 1.
;{ | @87 1M 1.
3 | 1.6 370 :
l;" | || 5. 1.362 s
:.3 1.356 Q8
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Sekil 37. B-sitosterol’in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 1.7-1.1 ppm arasi

genigletilmis)

-~



Sample Name: “m)(

Data Collected oni
e 600 vamrss o0
Archive directorys
I home/data/ chenpack
Sample diresctory:
comr_13_20140103_01
Tiarile: deta ArT 003

Pulse Sequesce: AFT
Solveat: odeld
Data collected en: Jan 3 2014 '

Tesp, 23.0C / 2961 X
Operaror: champack
Folex, delay 2.000 sec l

it pulse 30.0 degress

i
:
|

wideh 37078.0 Bx

72000 repetitions 200 180 160 140 120 100 80 60 40

OBSREVE C31), 150.8083377 smes
DECOUPLE M1, 399.7573990 )als
Power 44 an

ca Guring scquisitiom
WALTR-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadssiag 0.5 us

T slze €396
Total time 57 ke, 37 min

—_—
4

Sekil 38. B-sitosterol’lin 13C-NMR spektrumu (CDCI3, 125 MHz)

Fraksiyon 14 prep. iTK ile saflastirildi. Bu fraksiyondan saflagtirilan maddenin iTK’si yanda
yer almaktadir (Sekil 52)

Sekil 39. Fr. 14’in ITK’s|



Maddenin 1H-NMR 13C-NMR spektrumlari incelendiginde steroit

yapisindaki

5,6-

epoksikolestanin iki izomerinin bir arada elde edildigi anlagiimigtir (Sekil 53). Dogadan ilk kez

elde edilen bu izomerler, daha once kolesterolden hareketle yari sentetik yolla elde

edilmislerdir (Carhalvo vd., 2009).

Sekil 40. 5a,6a- epoksikolestan, 3B3-ol ve 583,6B- epoksikolestan, 33-ol

STANDARD PROTON PANAMETERS

Data Collected cei
nnrs00-vamrest00
Aschive dlrvectazy:

Sanple directory:

riarite: data PRoTON 001

Pules Sequence) PROTON (alpul)
Solvent) odel)
Data oellected onr Dec 34 3013

Tenp, 23.0C / 3%6.1 X
Operator: chempack

Relax. Gelay 1.080 sec
Fulee 45.0 degress

Acq. time 1.704 sec

width 9615.4 ms

129 repetiticeas

oBgEEVE  mI, $30.7542043 otz
DATA FROCRESING

PT oalne 32760

Total time 3 mia &7 sec

k
s
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Sekil 41. 5,6,epoksikolestan-33-ol'in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz,)

{
\



ETANDARD PROTON PAMMETERS FERQUENCY P ERIGET INDEX
i " 36 23049
” 3300.3

Data Collected on:
nme600 -vemrs§00
Arehive directory:

Sarple Alrectory:
Tidrile: data PROTOW_001
Pulse Sequence: PROTON (si3pul}

Solvents odol)
Data collected oni Deo 34 2013

shLYkounuBnoLEe N

Tenp, 33.0C 7 2961
Operator: chesgack

Relax. delay 1.000 wec
Fulse £45.0 degrees

Aog. time 1.704 see

Widen S615.4 Hx

138 repetitions
CmsxevE M1, 999.7343843 MMs
DATA PROCERGSING

T alze 23760

Total time 5 min 47 wec i B
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Sekil 42. 5,6,epoksikolestan-33-ol'iin 1TH-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 4.8-3.6 ppm,

arasi agllmis)

ETANDARD PROTON PARACET RN ey L ad

Data Collected oo:
e 600 cvnnead 00

Archive Alrectoty:

Aanple Alredtesy:

riarile: data_PROTos 001 12

Pulse Sequence: PROTON (sipul) 1
Solweat: edei) A 1 17e,
Date coliected co: Dee 36 3013 (H-6)

P o )
MMM e

Tewp. 3.0 € / 396,31 %

Opevatar: chemgach

Ralax, dalay 1.000 sec ‘
Pulse 43.0 degreee

Acg. time 1.704 ses

WigLR $413.4 Ma B

128 yepetinions (H-6) |
OREERVE WL, SRR.TRAINAD s

DATA FROCESSING

T sisze 23760

Total time 5 min 47 seo

Sekil 43. 5,6,epoksikolestan-3B-ol'in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 3.3-2.3 ppm

arasl aciimis



1 1300.8 2,473 101,436 1043.5 1,740
2 1355.3  2.09) 1.6 7 1061, 1.736
3 12524 2.089 26.8 38 1037.0 1729
4 12477 2.080  25.4 3% 1035.3 1726
Data Collected omi ) 1343.6 207 €1 40 10341 1734
e 600 -vrmre 600 5 1242.4 3073 70.0 41 01,1 179
Archive @irectory: 7 1235.4  3.060 451 42 0288 1.7
s 12313 2.083 5.3 4@ 1023.5 1707
3 1223.1 3.039 5.1 1020.0  1.701
Ruple dlresbouy: 10 1210.1  3.018 3.9 4 1016.5  1.69%
1 1069 1,976 9.5 46 1010.0  1.604
Fiarile: date PROTON 001 1 R4 1970 w3 4 1005.9  3.677
n 17,3 1.36) 3.0 48 1003.6  1.67)
Pulee Seguesce: PROTON (e2pul) u® 1.3 1958 w3 4 357.1  1.66)
§ 13 171,46 1099 554 %0 ”» 1,654
lventh sduld 16 167,90 1.947 a3 m » 1643
Data calllected on: Dec 24 2013 17 7.9 82 » 3.639
564 5 ¥ 1.631 32.0
.3 s 1.617 4.6
SWnpy. B304 /. 9981 X 413 98 " 1,613 3.0
Opexatary 1.5 56 99%s 3.610 3.9
4.7 87 250 1.602 0.0
Rolax.| Selsy 1.000 sec 416 58 It 1.597 a6
Palee 45.0 degreas 36.2 8% ) 1.5%0 .
2og. Wime 1.764 see 6.0 o0 30 3.308 .
oy repe 7.6 & " 3.580 3.0
> 3.3 62 " 1.878 36.7
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Sekil 44. 5,6,epoksikolestan-3p-ol'in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 2.3-1.6 ppm

arasi genigletilmis)

Sata Collected ani
T 800 < vomr 400

Aschive directorys

Sasple Sirectory:

Fiarile: data PROTOM_081

Pulse Seguence; PROTOM (aipul)

Bolvest s edell
Sata collected car Dec 34 3013

Temp. 23.0 € / 3961 K
Cverator: chmmpadk

Relam. delay 1.000 sen
Pulse 45.0 Gugrees

Total bime 3 min 47 see

Sekil 45. 5,6,epoksikolestan-3p-ol'in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 1.5-1.0 ppm

arasi genigletiimis)
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Sekil 46. 5,6,epoksikolestan-3-ol'in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz, 0.95-0.55 ppm
arasi genisletilmig)

Data Collected oot
w600 -vomrs 600
Axchive directoxyt
/o / Gata/ chenpack
Sample Alrectory:
COWT_14_20140106 01
ridrile: data APT_001

Pulue Sequence: APT
Solvest: odal)
Data collected car Jas & 3034

Tewp. 33.0C /3981 x
Operator: chespack

Rolax. delay 1.008 sec

1st pulse 30.0 degress P

204 pulse 45.0 degrees T v

Acq. time 0.865 sec S—— . . " .

width 37070.8 ®a

30000 repetiticns 200 180 160 140 120 100
ORSRRVE C13, 150.8083377 MRz

DECOUPLE N1, 559.7373930 ¥Nsz

Fower 44 4n

on éuring acquisitics
WALTZ-16 modulated
DATA PROCEOTING

Line brosdening 0.5 mx
T wixe §5336
Total time 15 hr, 40 mls

Sekil 47. 5,6,epoksikolestan-3p-ol'iin 13C-NMR spektrumu (CDCI3, 125 MHz)



Fr. 15 prep iTK ile saflastirildi. Prep iTK’sI ve bu fraksiyondan saflastirilan maddenin ITK’s
asagida yer almaktadir (Sekil 61).

— 154152 153
Sekil 48. Fr. 15'in prep ITK’sI

Saflastirilan ve spektroskopik analizleri yapilan CDHT-15 kodlu maddenin, epoksikolestan
iskeletine sahip bir steroit oldugu anlasildi. Bu maddenin ayni zamanda 3. rapor doneminde
COT ekstresi fraksiyon 14’ten elde edilen CDHT-14 kodlu madde olan 5,6-epoksikolestanin
a- formlu izomeri oldugu belirlendi. Beyaz renkli, amorf haldeki madde 4,4 mg olarak elde
edildi. Daha dnce kolesterolden hareketle yari sentetik yolla elde edilen bu madde dodadan ilk
kez bu ¢aligmada elde edilmigtir (Carhalvo vd., 2009). Maddenin yapisi Sekil 62’de verildi ve
ilgili 1H ve 13C NMR spektrumlari agagida izlenmektedir.
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Sekil 49. 5a,6a- epoksikolestan-3(3-ol



e § VAN

comr_13 g
Data Collepted om)
ard00-vimred 00
Asrchive d@ifectory:

Sanple dlspetocys
riarile: dpta PRoTONM 041
Pulse Sequebos: FROTON (slpul)

Solvent: odely
Data collected omi Der 34 200

Tenp. 31.0|C 7 6.1 x
]

Relax. deley 1.000 sec
Pulse 45.0|degrees
Acg. time L.T04 sec
widsh 541504 Nz |

513 reperifioas
OREERVE  K), 599,7542890 s
DATA PROCEISTIG

T alze 32748
Total time §3 min I 1 l
|

—_—

Sekil 50. 5a,6a,epoksikolestan-3B-ol'in 1TH-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz)

STANDARD CARION PAINGTERS ‘

. W

cosr_13
Data Collected ca:
aré00-vamrs£00
Archive directory:

Baxple directory:
ridrile: data Arr 001
Pulse Sequence: APT

Solvent: odcl)
Data collected onr Feb 27 2015

Temp, 23.0C/ 2961 %
Operator: chempack

Relax. delay 1,000 sec

1at pulse 90.0 . v ' ' "
N | e ]
Acq. time 0.865 mec . - N -
Wideth 17070.9 Mz

118000 repetitioas 200 180 160 140 120 100 80
OBSEXVE C1), 190.093299% data
DRCOUPLE W1, $59.7371004 datx

Povar 44 4B

on Guring scquisition

WALTI-1¢ acdulated
DATA PROCESSING

Line broadeaing 0.5 Mz

T size 63336
Total time 62 hr

Sekil 51. 5a,6a,epoksikolestan-3B-ol'tin 13C-NMR (APT) spektrumu (CDCI3, 125 MHz)



3.1.4.2.2 Capparis ovata Bitkisinin “Meyve” Kismindan Hazirlanan
Hekzan:Diklorometan Ekstresinin Fraksiyonlandirilmasi ve Saflastiriimasi

Capparis ovata Meyve ekstresi (COM) (20 g) silikajelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon
Uzerinden fraksiyonlandirildi. Elisyona %100 petrol eteri ile baslanarak ve polariteyi belli
oranda arttirarak %100 diklorometana; diklorometandan yine polarite arttirilarak % 100
asetona ve ardindan %100 metanole kadar devam edildi. Toplam 29 fraksiyon elde edildi. Sekil

66-67'de fraksiyonlarin iTK sonuglari yer almaktadir.

Sekil 52. COM1-12 fraksiyonlarinin iTK’si

Sekil 53. COM13-17 fraksiyonlarinin iTK’si



Sekil 54. COM17-29 fraksiyonlarinin ITK’s

COM 3, 8, 11 nolu fraksiyonlar bilinen bazi triterpenler ve steroitler ile yan yana tatbik edilerek

ayni maddeler olup olmadiklarini karsilagtirmak amaciyla iTK yapildi.

Sekil 55. COM 3, 8, 11 nolu fraksiyonlar ile triterpenler ve stigmasteroliin iTK’s|

Bu fraksiyonlara preparatif ince tabaka ve kolon kromatografisi yontemleri uygulanarak saf
madde elde etme calismalarina baslandi. ilk olarak 3 nolu fraksiyon preparatif ince tabaka



kromatografisi (prep. ITK) ile saflastiridi. COM 3 nolu fraksiyonun prep iTK'si ve bu
fraksiyondan saflastirilan maddelerin iTK’sI agagida gorilmektedir (Sekil 69-70).

Sekil 56. COM 3 nolu fraksiyonun prep. iTK’si

Sekil 57. COM 3-2 ve COM 3-3 nolu maddenin prep. ITK’sI

COM ekstresi fraksiyon 3’ten saflastirilan ve spektroskopik analizleri yapilan CDHM-4’Un,

yapilan literatlir calismalari sonucunda steroit yapisindaki Stigmast-5,22-dien-3p3-miristat



oldugu belirlendi.Beyaz renkli, amorf haldeki madde 12 mg olarak Capparis tirlerinden ilk kez
bu calismada elde edildi. Maddenin yapisi NMR ve Mass (kutle) spektrumlarina dayanarak

aydinlatiimistir ve Sekil 71-77°de verilmistir.

0O

H30—(CH2)1J70

Sekil 58. Stigmast-5,22-dien-33-ol, miristat

STANDARD PROTOM PARAMETERS

{
et e TARIAN

come 4
Data Collected cat
nnr 63 0-vomen§0d
Arohive directosys

Sanple directory:
riarile: data ProTos 901
Pulse Geguence: PROTON (sdpal)

Solvent: odeld
Data collscted oo: May # 2014

Operator: chesgach

Melax, delay 1,000 weo

Pulse 43.0 deyrees

Acg. time 1.704 sec |
wWideh 9615.4 /M |
64 repetitioss

OBSEXVE N1, |599.7430637 Mz

DATA PROCEREST

T alze 32768

Total time 3 $is 56 nes

Temp. 33.0C / 961 X .: ‘
|

Sekil 59. Stigmast-5,22-dien-3p-miristat’in 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz)



cooe 4

Sample Name:
come_é
Data Collested on)
600 -vemraf00
Archive directory:
/hona/dats/chanpack
Sample directory:
CoNM_4_30140%33 01
ridrile: data AT 001

Pulse Seguance: APT
Solvent: cdcld

Data collected ca: May 33 2014

Temp. 22,0 C 7 3061 X
Operstor: chespack

Relax, delay 1.000 sec
10t pulse 90.0 degress

{
VAR ¢

H

Ind pules 45,0 degrees

Acqg. tine 0.065 sec Ty

Width 37076.8 Ne
45000 repetitions

OBSEAVE CL), 150.80357165 otz
DECOUPLE X1, 559.7468720 Nz

Pover 44 &8

on during acquisition
WALTE- 16 nodulsted
DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Hx
FT size §5536
Toral tise 2) hr, )0 min

160

Sekil 60. Stigmast-5,22-dien-3p-miristat’in 13C-NMR (APT) spektrumu (CDCI3, 125 MHz)

comt 4

Fanple Mane.
cose_ 4
Dats Collected omi
Ear¢00-vneses0d
Archive directory:
/hone /data/ chanpack
Sanple dirsetory:
COMN_4_30140923_01
idrile: date_goosy 001

Pulse Saguence: gooeY
Solvens: odcld
Data collected ca: May 3§ 3034

Tesp. 33.0 C / 3961 %
Operater: champack

Relax, dalay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec
widsh T680.7 Wa

20 wideh 7660.7 ma

3§ repetitiona

313 incremests
OMSEAVE K1, 599.743873) s
DATA FROCESSING

#3. sine bell 0.067 mec
Fi DATA PROCESEING

S3. sine ball 0.0%% sec
T slze 3048 = 2040
Total tline 2 hr, 43 nln

SIS SRS ¥
. -
s pd B

F2 (ppm)

Sekil 61. Stigmast-5,22-dien-3p-miristat’in COSY spektrumu (CDCI3, 600 MHz)



Coen_&

Sarple Nene:
come_d
Data Collacted on:
o 600 ~vnmrné 00
Arohive dlrectory:
home | data/ chanpack
Sasple directory:
COMM_4_20140523 01
ridrile: dava gWec 001

Pulee Saguencs: GENNC
Solveat: odclly
Data collected omi May 34 2014 —

Tesp. 2).0C /7 W62 X
Operator: chempach

Pelax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 wes

wideh $615.4 me

30 wideh 15199.1 W

“ repetitions

2 x 532 Ancresents
oREERVE HE, 599, T43064) s
DATA FRCCRISING

5. sioe bell 0,075 sec

T1 DATA PROCESSING

Gauns apodization 0.013 sec

T wize 4096 x 4096 R——

Total time 32 hr, )J min

100
120
140-
160
180
200

8 7 6 5 4

F2 (ppm)

{
VARIN ¢
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vy

Sekil 62. Stigmast-5,22-dien-3p-miristat’in HMBC spektrumu (CDCI3, 600 MHZz)

com 4

Sample Name:
comx_ &
Data Collected on:
rmr§00-vanrsf 00
Archive dirsctory:
/home /data/ chenpack
Sample directory:
cotoe_d_2014052) 03
wiarile: data_gmegc 001

Pulse Seguende: ENMOC
Solvents odalld
Data collected om: May 33 014

Tenp. 33.0C / WEA K
Oparator: chempack

Relax, dolay 1.000 sec 4
acq. time 0.150 wee A —
width  9615.4 M»

20 wideh 39443.) ¥

33 repetitions

2 w 513 iscrements - — 4

ORSEAVE N1, 555.7438443 Mag TUTTTTIm———————

DRCOUPLE CL13, 150.8319277 Ml
Powar 3§ an

on durisg scquisition

off during delay
WO_Oneioe modulated

DATA FROCESSING

Gavss apodisation 0,069 sec
71 DATA PROCESSTNG

Gauas apodisation 0,013 sec
T slae 4096 x 4090

Total tise 10 hr, 48 ais
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Sekil 63. Stigmast-5,22-dien-3B-miristat'in HMQC spektrumu (CDCI3, 600 MHz)
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Sekil 64. CDHM-4’Uin kltle spektrumlari



COM 2-5, 6 ve 7 fraksiyonlari birlestirilerek gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS)
ile analiz edildi. GC-MS analizi sonucu COM 2-7 fraksiyonunun 14 farkli yag asidinden
olustugu, ayrica bir alkol (2-methyl-2-pentanethiol) ve aldehitten (2,2-dimethyl pentanal) ibaret
oldugu saptandi. Sabit yag asitleri arasinda linoleik asit % 30.9 ile ana bilesen olarak saptandi.

Sonuglari Tablo 14’de verilmektedir.

Tablo 8. COM 2-7 fraksiyonunun GC-MS analiz sonucu (%).

Alilkonma zamani  Bilesikler COM 2-7
16.61 2-metil-2-pentanioik asit, metil ester 19.1
17.13 2,2-dimetil pentanoik asit, metil ester 7.3
23.14 Laurik asit, metil ester 0.03
27.43 Miristik asit, metil ester 0.33
31.34 Palmitik asit, metil ester 7.5
31.78 Palmitoleik asit, metil ester 1.9
32.80 9,12-Hekzadecadienoik asit, metil ester 0.13
33.18 Margarik asit, metil ester 0.03
34.96 Stearik asit, metil ester 1.9
35.26 Oleik asit, metil ester 14.6
35.38 Elaidik asit, metil ester 14.4
36.02 Linoleik asit, metil ester 30.9
37.09 Linolenik asit, metil ester 1.03
38.32 Arasidik asit, metil ester 0.4
38.60 11-Eikozenoik asit, metil ester 0.16
41.45 Behenik asit, metil ester 0.13

Toplam 99.8

Sistem: Thermo Scientific TSQ GC-MS/MS

Kolon: Thermo TR-BD MS (30 m x 0.25mmID x 0.25 ym)
Sicaklik Programi: 50 ‘C-5 dak. // 5 C/dak.// 250 C-10 dak.
MS iletim hatti sicakhgi: 230°C

Tasiyici Gaz: Helyum (Akis hizi: 1 mL/dak.)

Kditle Araligi: m/z 50-650

Enjeksiyon Hacmi: 1 pL



COT ekstresi fraksiyonlarindan elde edilen CDHT-1 ve CDHT-5’in COM ekstresinden elde
edilen CDHM-13 ile ayni maddeler olduklari tespit edildi.Spektral datalari degerlendirildiginde
maddenin araomatik halka tasiyan fatty asit esteri oldugu belirlendi (Sekil 78).Bu bilesik
dogadan ilk kez elde edildi.

Sekil 65. bis 3 metiloktil ftalat

-

wa
58—
2418~
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R
1800,
I
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Bz —

Sekil 66. CDHM-13’Un IR spektrumu

Sekil 67. CDHM-13’Un kitle spektrumu



Bamgle Hase:
com 13
Date Collected sar
GO0 - vams b 08
Arehive Slswotosy:
o [ Aata/ chanpe ck
Bample directory:
ComM_33_20141110_03
Yiarile: dete_FROTON_ 001

Pulse Sequesce: FRAOTON (sdpuli)
Solvent: odeld
Data colliected on: Wov 10 3014

Temp. 33.0C / ML W
Sanple 93, Operator: chempeck

Relan. delay 1.000 sec
Pulse 43.0 degress

AQ. thse 1.704 see

Wideh 5613.4 s

1034 repetitions

ORSERVE M1, 399.7430634 s
DATA

T alze 23768

Total time 46 mis

Sekil 68. CDHM 13’Gn 1H-NMR spektrumu (CDCI3, 600 MHz)

Sanple MName:

Data Collected omi
600~ vnmzab00
Archive directory:
/bome/data/chempack
Saxple directory:
CONT_5_2013091) 02
Fidrile: data AT 001

Pulse Sequence: APT
Solveat: odoll
Data collected ons Sep 13 2013

Texp, 23.0C / 2961 X
Operator: chempack

Relax, delay 1.000 sec
1st pulse 30.0 degress

{
VARIAN ¢

H
i

[

204 pulse 45.0 degrees
Aog. time 0.865 sec
widch 17878.8 Rz
20000 repetitions 200
OBSERVE C1), 150.0099750 ams
DECOUPLE M1, 599.7638094 rarx
Power 44 A

oo during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 0.5 Xz

T size 65536
Total time 10 hr, 27 min

B

180 160 140 120

Sekil 69. CDHM 130n 13C-NMR (APT) spektrumu (CDCI3, 125 MHz)




Ssmple Name:

Data Collected oms
emr 600 vanre 00
Arehive dlrsotorys
/home/data/chenpack
Bample divectory:
CONT_3_30130913 03
ridrile: data_gCosY_001

Pulse Sequence: GCOSY
Solvent: odold
Data collected on: Sep 14 2013

Temp. 22.0 € / 3963 %
Operator: chempack

Relax. Gelay 1,000 sec
Acg. time 0.150 wec
wiash 76323.0 ns

3D wideh 7623.0 Ma

16 repetitions

312 tecrements

OoDSERVE M1, 599.7608106 da
DATA PROCENSING

Gq. sine bell 0.067 sec
F1i DATA FROCESSING

Sq. aine bell 0.053 sec
FT size 048 w 2040
Total time 3 hr, 45 min

e
—_—

¥2 (ppm)

Sekil 70. CDHM 13’Gn n COSY spektrumu (CDCI3, 600 MHz)

Sample Name:

Data Collected om:
nr§00-vrmrs$00
Archive directory:
/home/data/chempack
Sample directory:
coET_ 520130913 01
ridrile: data _glOmC 001

Pulse Sequence: g
Solveat: cdelld
Data collected on: Sep 14 2013

Texp. 23.0C / 296.1 X
Operator: chespack

Relax. delay 1,000 sec
Acq. time 0.150 sec

Wideh  9615.4 Hz

20 widch 36195.1 Bx

64 repotitions

2 x %12 iocrements

OBSERVE EH1, 599.7608011 Maz
DATA PROCESSING

5q. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCZSSING

Gauss apodization 0.013 sec
FT size 4096 x 4096
Total time 22 hr, 3) min

Sekil 71. CDHM 13’Un

r1 3
(ppm):

40
60 :
80~
100
120
140
160
130%

200

LR 4

- - '

et % '

- -

6 S 4 3 2 1
F2 (ppm)

HMBC spektrumu (CDCI3, 600 MHz)



L]
et tuma: ARIAN .

Data Collected ca:
rx 600 -vimz 8 600
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Sample directory:
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ridrile: data_gmeec 001 | | g

(ppm)

Pulse Sequence: GIQC

Solvent: cdcl) ]
Data collected on: Sep 15 2013 ; .
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60
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Acq. time 0.150 sec |
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64 repetitions
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OBSERVE M1, 599.7608011 Mix 100
DECOUVLE €13, 150.8261871 sars
Powar 36 dB
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on during aoquisition 120
off during delay
WE0_Onesonn modulated
DATA PROCESSING 140

Gauss apodization 0.069 sec -
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.013 sec "
¥T size 4096 x 4096 160
Total time 31 hr, 36 min —t

Sekil 72. CDHM 13'Gn HMQC spektrumu (CDCI3, 600 MHz)

Bu proje kapsaminda Capparis ovata bitkisinin tim kisimlarindan su ekstresi hazirlandi

(MSCov), MSCov’dan da geri ekstraksiyon yolu ile MSCov-H, -D, -E ve -Bekstreleri hazirlandi.

Bu ekstrelerden MSCov-B'nin standart olarak kullanilan galantamin kadar antikolinesteraz
aktivite gdsterdigi belirlendi. Antikolinesteraz aktivite tayininde hi¢ aktivite goéstermeyen
MSCov-H ve —D digindaki ekstrelerin LC-MS/MS ile igerdigi maddeler ve bunlarin miktarlari
tayin edildi. Bu analiz sonucunda MSCov’un fenolik igerigi diger ekstrelerden daha diguk
olarak tespit edildi. Test edilen tim ekstrelerde kaempferoliin ana bilesen oldugu, MSCov-
B’nin kaempferol-3-O-rutinoside ve rutin hidrat bakimindan ¢ok zengin oldugu ve MSCov-E’nin
de elajik asit, fumarik asit, sirinjic asit, p-kumarik asit, ferulik asit, isorhamnetin, kaempferol,

penduletin ve kuersetini en yuksek miktarda igerdigi belirlendi.

MSCov-D’nin GC-MS ile yag asidi analizi sonucunda %28.7 oraninda yagd aside igerdigi
belirlendi.

COM 2-7'nin GC-MS ile yag asidi analizi sonucunda %30.9 linoleik asit icerdigi belirlendi.

CDHT ve CDHM ekstrelerinden elde edilen maddelerin yapi tayinleri baglica NMR, kuitle ve
diger spektral yontemler kullanilarak yapildi ve bdylece C. ovata bitkisinin tomurcuk ve

meyvelerinden izole edilen bilesiklerden 8'sinin yapisi aydinlatiimis oldu. Bu 8 bilegikten



4’Unun steroid 71’inin triterpenoid yapiya sahip olan olean-12-en-28-ol, 3B-pentakosanoat
oldugu, bir digerinin fenolik yapidaki bis (3-metiloktil) ftalat oldugu belirlendi. Bu ¢aligmada
izole edilen tek alkaloit bilesik ise 1H-indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit yapisinda dogadan
ilk kez elde edildi.

a) Glukokapparin

b) Olean-12-en-28-ol, 3B-pentakosanoat
c) P-sitosterol

d) 5pB,6B- epoksikolestan, 3(3-ol

e) 5a,6a- epoksikolestan-33-ol

f) Stigmast-5,22-dien-33-ol, miristat

g) Bis (3-metiloktil) ftalat

h) 1H-indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit



3.2 Molekiiler Toksikoloji (MT) Dizin Analizler

Molekiler toksikoloji c¢esitli ksenobiyotik ajanlarin canli organizmalar Uzerinde etkileri
molekiiler gen ekspresyon diizeyinde inceleme calismalardir. ilag-viicut etkilesimlerinin
anlasiimasi ilag gelistirme icin ¢cok 6nemlidir. Olasi yan etkiler icin anahtar anlayislar sunarak

ilag gelistirme programlarinin her asamasinda ¢ok dnemlidir.

1980'lerin sonlarinda %40 olan ila¢ etkilesim toksisite orani molekuler profil ¢calismalari ile
ginimuzde %13’Un altina dustrulmus durumdadir. Bu nedenle bizim galismamizda toksik
etkiye aktif sekilde yanit olan 13 farkl biyolojik yolakta yer alan 380 anahtar gen ve 4 adet
normalizasyon (houekeeping) gen ekspresyonlari ¢alisildi. Bu dizinlerin dizininde literatirde
yer alan genler ve Qiagen fimasinin gesitli dizinlerinde yer alan genlerden yola ¢ikildi. Bu
genlerin ekspresyonu olasi toksikolojik yanitlari gostermekte énemli bilgi saglar. Ayrica, bu

etkilerin mekanizmalarini anlamaya yardimci olur.

MT dizinleri pahali olmasi nedeniyle Qiagen firmasindan alinmadi ve secilen genler Bioneer
firmasindan “custom design” olarak urettirildi ve kullanildi. Dizinler kullaniimadan kendimiz
tarafindan de validasyonu yapildi. Ayrica ayni genler farkli kodla firmaya verilerek birden fazla
plaka (dizin) icerisine yerlestirilerek olcimlerin saglikh olmasi, plakalar arasi varyasyon

olusmasi 6nlendi ve ayrica i¢ satnadart gibi de kullanildi. Bu durum Sekil de gorilmektedir.

Bu grup ¢alismalarimizda 3 degisik doz ¢alisildi. Normalde 6nerimizde tek doz-500 mg/kg/gin
Onerilmigti ancak daha anlamli veriler elde edilmesi icin bir diguk (250 mg/kg/gun) ve bir de
yuksek doz (750 mg/kg/giin) calismaya dahil edildi. Sonuglar 2 bagimsiz tekrarin duplike
olcimleridir. Sonuglar verilirken gen sayisi fazla olan yolaklar 2 veya 3 sekile bdllnerek verildi.

(*) ile isaretlenen genler P < .05 dizeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren genlerdir.
3.2.1 Apoptoz

Apoptoz farklilagsma, gelisim ve homeostaz dahil olmak Uzere hicre yok etme gerektiren
normal biyolojik sureglerde énemli bir rol oynar. Stres yanitlari (6rnegin i1s1 soku, iskemi,
katlanmamis protein, ve viral enfeksiyon gibi) kot zarar goren hiicrelerin apoptoz gegirmesine
neden olur. Bilinen birgcok deney bilegikleri de benzer bir etkiye sahiptir. Bu amagla asagidaki
Tablo 15°de verilen genler arastirildi. Genlerin 3 degisik dozda kontrole oranla ifade degisimleri
Sekil 86 ve 87°de verilmektedir.

Tablo 1. MT dizininde kullanilan apoptoz iligkili genlerin listesi

Gen Genin Agik ismi Genin Kodu
Sembolii



Abl1
Aktl
Apafl
Bad
Bak1
Bcl2i11
Bid
Birc3

Caspl

Casp2
Casp3
Casp7
Casp8
Casp9
CD40Ig
Cflar
Fadd
Fas
Gadd45a
Mcll
TNfrsf10
Tnfrsf10b
Trp53
Xiap

C-abl onkogen 1, reseptor olmayan tirosin kinaz
V-akt murin timoma viral onkogen homologu 1
Apopitotik peptidaz aktiflestirici faktor 1

Hucre 6lumua BCL2 iligkili agonisti
BCL2-antagonist/oldurict 1

BCL2 gibi 11 (apoptoz kolaylastirici)

BH3 etkilesim alani 6lum agonisti

baculoviral IAP tekrar iceren 3

Kaspaz 1, apoptoz iligkili sistein peptidaz (interldkin 1, beta,

donustaruci)

Kaspaz 2, apoptoz ilgili sistein peptidaz

Kaspaz 3, apoptosis ile ilgili sistein peptidaz
Kaspaz 7, apoptoz ilgili sistein peptidaz

Kaspaz 8, apoptoz ilgili sistein peptidaz

Kaspaz 9, apoptoz ilgili sistein peptidaz

CDA40 ligandi

CASPS8 ve FADD gibi apoptoz reguilatéri

Fas (TNFRSF6) 6lim domeyni ile iligkili

Fas (TNF reseptoru stper ailesi, 6)

Bulyume tutuklayabilir ve DNA-zarar-induklenebilir, alfa
Miyeloid hicre I6semi dizisi 1 (BCL2 bagl)

TUmor nekroz faktérid (ligand) stper ailesi, tye 10
TUamor nekroz faktor reseptdri super ailesi, dye 10b
TUmor proteini p53

X'e bagh apoptoz inhibitdru

NM_005157
NM_005163
NM_001160
NM_004322
NM_001188
NM_006538
NM_001196
NM_001165

NM_033292

NM_032982
NM_004346
NM_001227
NM_001228
NM_001229
NM_000074
NM_003879
NM_003824
NM_000043
NM_001924
NM_021960
NM_003810
NM_003842
NM_000546
NM_001167
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Sekil 1. MSCov ekstresinin apoptoz genlerine etkisi |

m250mg/ kg MSCov
m 500mg/ kg MSCov
w 750mg/ kg MSCov

Apoptoz I

Kat Degisim (Gen fACTB)

_4 .
Sekil 2. MSCov ekstresinin apoptoz genlerine etkisi Il

MSCov ekstresi galisilan 250 mg/kg/giin dozda kontrol ile karsilastirildiginda bu grup
genlerden hig¢ birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmazken 500 mg/kg/gin dozda ise
sadece CD40Ig (CD40 ligandi) geninde kontrole gére anlaml bir artis etkisi gdsterdi. Calisilan
yuksek dozda (750mg/kg/gln) ise 10 adet gende degisiklik tespit edildi. Bu genlerden dokuz



tanesinde (Abll, Apafl, Bad, Bak1, Bcl2l11, Birc3, Cd40lg, Cflar, Fas) kontrole gore artis tespit
edilirken tek bir gende (TNfrsf10) azalis tespit edildi.

3.2.2 Nekroz

Sisme ve lizis gibi bir kaza sonucunda gergeklesen kontrolstiz hiicre 6limu olarak kabul edilen
nekroz (ayrica nekroptoz, programlanmig nekroz, onkoz veya tip Ill hicre 6limu olarak da
bilinir) son dénem bilimsel ¢calismalarla belirli ve kontrolli hiicresel bir program ile gergeklestigi
tespit edilmistir. Serin / treonin kinaz RIPK1 ( RIP1) Gzerinden Olim reseptorleri (FAS,
TNFRSF1A vb) ve serin/treonin kinaz (RIPK1) sinyal yolagi ile aktivasyon neticesinde artan

reaktif oksijen turleri (ROS), artan sitozolik kalsiyum konsantrasyonu ve ATP tikenmesi gibi

mitokondriyal etkiler nekroza yol agar. Calisilan genler Tablo 16’da verilmektedir.

Tablo 2. MT dizininde kullanilan nekroz iligkili genlerin listesi

Gen

Sembolii

Genin Agik ismi

Genin Kodu

Atp6vlg2 ATPaz, H + tasima, lizozomal 13kDa, V1 altbirim G2 NM_130463
Bmf Bcl2 modifiye edici faktor NM_033503
Commd4 COMM domeyni iceren 4 NM_017828
Cyld Silindromatoz (Turban timdr sendromu) NM_015247
Defbl Defensin, beta 1 NM_005218
Dpysl4 Dihidroprimidinaz benzeri 4 NM_006426
Eif5b Okaryotik geviri baglatma faktéri 5B NM_015904
Foxil Forkhead kutu 11 NM_012188
Galnts UDP-N-asetil-alfa-D-galaktosamin: polypeptid N- NM_014568
asetilgalaktosaminiltransferaz 5 (GalNAc-T5)
Hspbapl HSPB'dir (1s1 sok 27kDa) iligkili protein 1 NM_024610
Jph3 Junktofilin 3 NM_020655
Kcnipl Kv kanal etkilesim proteini 1 NM_014592
Nudt13 Nudiks (nukleosit difosfat bagli bir parca X) tip motif 13 NM_015901
Parp2 Poli (ADP-riboz) polimeraz 2 NM_005484
Pvr poliovirls reseptorl NM_006505
Rab25 RAB25, (iye RAS onkogen ailesi NM_020387
S100a7a  S100 kalsiyum baglayan protein A7A NM_176823
Spata2 Spermatogenez 2 iligkili NM_006038
Sycp2 Sinaptonemal Kompleks Protein 2 NM_014258



Tmem57  Transmembran proteini 57 NM_018202
Tnfaip8I1 = TUmor nekroz faktord, alfa-kaynakl protein 8-benzeri 1 NM_152362
Txnl4b Tioredoksin benzeri 4B NM_017853

Nekrotik yolakta yer alan ve bir sekilde bu fizyolojik olgu ile iligkili oldugu bilen ve Tablo X'te

verilen genlerin 3 degisk MSCov dozu ile nasil etkilendigi asagidaki Sekil 88 ve 89'da
verilmektedir.

B 250mg/kg MSCov

Nekrozl m500mz/kg MSCov

750mg/kg MSCov

Kat Degisim (Gen/ACTB)

Sekil 3. MSCov ekstresinin nekroz genlerine etkisi |
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Sekil 4. MSCov ekstresinin nekroz genlerine etkisi Il

Apoptoz yolaginda goézlemlendigi gibi MSCov ekstresi galisilan 250 ve 500 mg/kg/gln
dozlarda kontrol ile karsilastirildiginda bu grup genlerden hig birisine olumlu ya da olumsuz bir
etki yapmazken, galisilan yliksek dozda (750 mg/kg/glin) ise 8 adet gende (Atp6vlig2, Defbl,
Dpysl4, G10RIK, Galnt5, Hspbap1, Tmem57 ve Txnl4b) ifade dlzeylerini artirici yonde etki
gOsterdigi tespit edildi.

3.2.3 DNA Hasari Ve Tamiri Yolaklari

Kesip-¢ikarma, nukleotid ¢gikarma, yanhs-eslesme, cift zincir kirik ve diger onarim sureglerinde
yer alan genler ele alinmistir. Cesitli toksik ajanlar (6rnegin reaktif oksijen turleri, metilasyon
ajanlari, UV 1sik ve diger iyonize radyasyon gibi) ve hatta normal fizyolojik surecler (cogaltma
ve rekombinasyon gibi) DNA’'ya zarar verir. Hlcreler biriken mutasyonlari dnlemek, genom
butinliigini ve istikrarini korumak icin DNA hasarini onarmalari gerekir. Ozellikli ATR / ATM
sinyalizasyon agi genleri ve DNA hasar yanitin transkripsiyonel hedefleri ile iligkili genlerdir.
DNA hasari tamirinde gergeklesen defetkler yaslanma ve kanser gibi olgulara neden olur.
CGalisilan genlerin listesi Tablo 17'de verilmektedir.

Tablo 3. MT dizininde kullanilan DNA hasari ve tamir yolaklari iligkili genlerin listesi



Gen
Sembolu
Apex1l
Atm
Brcal
Brca2
Cdknla
Chek1
Chek?2
Ddit3
Erccl

Ercc2

Ercc3

Ercch

Ercc6

Ligd
Mdm2
Mgmt
Mlh1

Msh1l

Ogg1l
Parpl
Pcna
Prkdc
Rad51
Xpa
Xpc

Genin Agik ismi

APEX nukleaz (¢ok fonksiyonlu DNA onarim enzimi) 1
Ataksi telenjiektazi mutasyona ugramis

Meme kanseri 1, erken baslangicli

Meme kanseri 2, erken baslangich

Sikline-bagli kinaz inhibitéri 1A (p21 CIP1)

CHK?1 kontrol noktasi homologu (S. pombe)

Chk2 kontrol noktasi homologu (S. pombe)

DNA hasari-indiklenebilir transkript 3

Eksizyon onarim kemirgen onarim eksikligi capraz
tamamlayici, tamamlama grup 1 (¢akisan antisens dizisi igerir)
Eksizyon onarim kemirgen onarim eksikligi, tamamlama grubu
2 ¢apraz tamamlayici

Eksizyon onarimi capraz tamamlayici kemirgen onarim
eksikligi, tamamlama grup 3 (Kseroderma Pigmentosum grup
B yakigan)

Eksizyon onarim kemirgen onarim eksikligi, tamamlama grubu
5 ¢apraz tamamlayici

Eksizyon onarim kemirgen onarim eksikligi, tamamlama grubu
6 capraz tamamlayici

Ligaz IV DNA, ATP-bagimli

MDM2-p53 baglayici protein homologu (fare)
O-6-metilguanin-DNA metiltransferaz

MutL homolog 1, kalin bagirsak kanseri, nonpolipoz tip 2 (E.
coli)

MutL homolog 1, kalin bagirsak kanseri, nonpolipoz tip 2 (E.
coli)

8-OxoGuanine DNA glikosilaz

Poli (ADP-riboz) polimeraz 1

Proliferasyon hilicre nukleer antijeni

Protein kinaz, DNA ile aktive edilmis katalitik polipeptidi
RAD51 homologu (S. cerevisiae)

Kseroderma pigmentosum, tamamlama grubu A

Kseroderma pigmentosum, tamamlama grup C

NM_080649
NM_000051
NM_007294
NM_000059
NM_000389
NM_001274
NM_007194
NM_004083
NM_001983

NM_000400

NM_000122

NM_000123

NM_000124

NM_002312
NM_002392
NM_002412
NM_000249

NM_000249

NM_002542
NM_001618
NM_182649
NM_006904
NM_002875
NM_000380
NM_004628



Xrccl Cin hamster hicrelerinde 1 kusurlu onarim  X-igint onarimi - NM_006297
tamamlayan

Xrceh Cin hamster hicrelerinde 5 (gift iplikli-kirik tekrar birlestirici) NM_021141
kusurlu onarim tamamlayan X-isini onarim

Tablo 17°de verilen genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi agagidaki Sekil 90-
91’de verilmektedir.

B 250mg/ kg MSCov

DNA Hasari ve Tamiri | m 500me/kg MSCov

750mg/kg MSCov

Kat Degisim (GenfACTB)
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Sekil 5. MSCov ekstresinin DNA hasari ve tamiri yolaklari genlerine etkisi |
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Sekil 6. MSCov ekstresinin DNA hasari ve tamiri yolaklari genlerine etkisi Il

MSCov ekstresi galigilan 250 mg/kg/gin dozda kontrol ile karsilastirildiginda bu grup
genlerden hig¢ birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmazken 500 mg/kg/gin dozda ise
sadece Mgmt ve Ogg1 genlerinde kontrole gbre anlamli bir artis etkisi gdsterdi. Caligilan
yuksek dozda (750 mg/kg/gin) ise 5 adet gende degisiklik tespit edildi. Bu genlerden Atm ve
RAD51 genlerinde kontrole gére azalis tespit edilirken Mgmt, Ogg1 ve Xpc genlerinde artis
tespit edildi.

3.2.4 Mitokondriyal Enerji Metabolizmasi

Mitokondriyal solunum da yer alan elektron tasima zinciri ve oksidatif fosforilasyon
komplekslerinin bilegsenlerini kodlayan genler dahil olmak Uzere mitokondriyal ener;ji
metabolizmasinin deney drneklerinde ketlenmis ya da artiriimis olup olmadigini belirlendi.

CGalisilan genlerin listesi asagidaki Tablo 18’de verilmektedir.

Tablo 4. MT dizininde kullanilan DNA hasari ve tamir yolaklari iligkili genlerin listesi

Genin Agik ismi Genin Kodu

Acly ATP sitrat liyaz NM_001096
Acol Akonitaz 1, ¢ozulebilir NM_002197



Aco2 Akonitaz 2 mitokondriyal NM_001098
Cox6bl Sitokrom c oksidazi alt tnitesi VIb polipeptidi 1 (her yerde) A NM_001863

Cox8a Sitokrom c¢ oksidaz alt birimi VIIIA (her yerde) NM_004074
Cs Sitrat sentaz NM_004077
Cycl Sitokrom c-1 NM_001916
Dlb Dihidrolipoamid dehidrojenaz NM_000108
Dist Dihidrolipoamid  S-suksiniltransferaz  (2-okso-glutarat NM_001933
kompleksinin E2 bileseni)
Fhl Fumarat hidrataz NM_000143
ldhl Izositrat dehidrojenez 1 (NADP +), ¢bzunur NM_005896
Cox7a2 Sitokrom ¢ oksidazi alt Gnitesi Vlla polipeptidi 2
Idh2 Izositrat dehidrogenaz 2 (NADP +), mitokondriyal NM_002168
Idh3a Izositrat dehidrojenez 3 (NAD +) alfa NM_005530
Idh3b Izositrat dehidrojenez 3 (NAD +) beta NM_174856
Idh3g Izositrat dehidrojenez 3 (NAD +) gamma NM_174869
Mdh1 Malat dehidrojenaz 1, NAD (¢6zundar) NM_005917
Mdh1b Malat dehidrojenaz 1B, NAD (¢6zunur) NM_001039845
Mdh2 Malat dehidrogenaz 2, NAD (mitokondrial) NM_005918
Ogdh1 Oksoglutarat (alfa-ketoglutarat) dehidrojenaz (lipoamit) NM_002541
Sdha Suksinat dehidrojenaz kompleksi, alt birim A, flavoprotein  NM_004168
(Fp)
Sdhb Suksinat dehidrojenaz kompleksi, alt birim B, demir stlfir | NM_003000
(Ip)
Sdhc Siksinat dehidrojenaz kompleksi, alt birim Ci, integral zar NM_003001
proteini, 15kDa
Sdhd Siksinat dehidrojenaz kompleksi, alt birim D, integral zar | NM_003002
proteini
Suclgl Siiksinat-CoA ligaz, alfa alt birimi NM_003849
Sucla2 Siiksinat-CoA ligaz, ADP-olusturucu, beta alt-birimi NM_003850
Suclg2 Sukinat-CoA ligaz, GSYIH olusturan, beta alt birimi NM_003848
Ucpl Esleme bozucu protein 1 (mitokondrial, proton tasiyici) NM_021833
Ucp2 Esleme bozucu proteini 2 (mitokondrial proton tasiyici) NM_003355

Ucp3 Esleme bozucu protein 3 (mitokondrial, proton tasiyici) NM_003356



Tablo 18’de verilen genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi asagidaki Sekil 92-
93’de verilmektedir.

. - e . B 250mg/ kg MSCov
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Sekil 7. MSCov ekstresinin mitokondriyal enerji metabolizmasi genlerine etkisi |
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Sekil 8. MSCov ekstresinin mitokondriyal enerji metabolizmasi genlerine etkisi |l



Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi caligilan 250 ve 500 mg/kg/gin dozda
kontrol ile karsilastirildiinda bu grup genlerden hi¢ birisine olumlu ya da olumsuz bir etki
yapmadigi tespit edildi. Calisilan yliksek dozda (750 mg/kg/gun) ise 6 adet (Acly, Mdh1,
Mdh1b, Ogdh1, Ucp1, ve Ucp3) gende artis seklinde degisiklik tespit edildi.

3.2.5 Yag Asit Metabolizmasi

Yag asit metabolizmasi ve dizenlenmesinde yer alan enzimatik genler dahil 30 anahtar genin
ifadesi incelenmigtir. Hucreler, 6zellikle iskelet kasi ve adipoz doku hucreleri, 6ncelikle
triacilgliserol olarak enerji depolarlar ve gerektiginde mitokondriye oksidasyonu igin gliserol ve
yag asitlerine yikarlar. Bu yag asit metabolizmasina katilan genlerin ekspresyonunda ki
degisiklikler ¢esitli metabolik sendromlar ile iligkilendirilir. Bu sendromlarin yani sira diyabet,
obezite ve kalp-damar hastaliklari gibi diger yaygin saglik sorunlari dahil olmak Uzere birden

¢ok hastalik i¢in risk faktorleridir. Calisilan genlerin listesi asagidaki Tablo 19’da verilmektedir.

Tablo 5. MT dizininde kullanilan Yag sit metabolizmasinda yer alan genlerin listesi

Genin Kodu

Genin Aglk ismi

Acaal Asetil-KoA asiltransferaz 1 NM_001607
Acaa? Asetil-KoA asiltransferaz 2 NM_ 006111
Acadl Acil-KoA dehidrojenaz, uzun zincirli NM_001608
Acadll Acil-KoA dehidrogenaz aile tyesi 11 NM_032169
Acad9 Acil-KoA dehidrogenaz aile uyesi 9 NM_014049
Acadm Asil-KoA dehidrojenaz, C-4, C-12 duz zincirli NM_000016
Acads Asil-KoA dehidrojenaz, C-2, C-3 kisa zincirli NM_000017
Acadsb Acil-KoA dehidrogenaz, kisa / dalli zincirli NM_001609
Acadvl Asil-KoA dehidrojenaz, ¢ok uzun zincirli NM_000018
Acatl Asetil-KoA asetil 1 NM_000019
Acat2 Asetil-KoA asetil 2 NM_005891
Acotl12 Asil-KoA 12 tiyoesteraz NM_130767
Acot2 Acil-KoA 2 tiyoesteraz NM_006821
Acot6 Acil-KoA 6 tiyoesteraz NM_001037162
Acot7 Acil-KoA 7 tiyoesteraz NM_181866
Acot8 Acil-KoA 8 tiyoesteraz NM_005469



Acot9 Asil-KoA 9 tiyoesteraz NM_001033583

Acox1l Asil-KoA oksidaz 1, palmitoil NM_004035
Acox2 Asil-KoA oksidaz 2, dalli zincirli NM_003500
Acox3 Asil-KoA oksidaz 3, Pristanoil NM_003501
Cptla Karnitin palmitoil 1A (karaciger) NM_001876
Cptlb Karnitin palmitoil 1B (kas) NM_004377
Cpt2 Karnitin 2 palmitoil NM_000098
Crat Karnitin O-asetiltransferaz NM_000755
Crot Karnitin O-octanoyltransferase NM_021151
Echsl Enoil KoA hidrataz, kisa zincirli, 1, mitokondriyal NM_004092
Ehhadh Enoil-KoA, / 3-hidroksi acil KoA dehidrogenaz hidrataz NM_001966
Gcedh Glutaril-KoA dehidrogenaz NM_000159

Hadha Hidroksiasil-KoA dehidrogenaz / 3-ketoasil-KoA / enoil-KoA NM_000182

hidratazi (Gg islevli protein) tiyolaz, alfa alt birimi

Yag asit metabolizmsinda yer alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi
asagidaki Sekil 94-95’de verilmektedir.
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Sekil 9. MSCov ekstresinin yag asit metabolizmasi genlerine etkisi |
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Sekil 10. MSCov ekstresinin yag asit metabolizmasi genlerine etkisi Il

MSCov ekstresi galsilan 250 mg/kg/giin dozda kontrol ile karsilastirildiginda bu grup
genlerden hig birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmazken ¢aligilan ylksek dozda (750
mg/kg/gun) ise sadece 4 adet genin (Acat3, Acot3, Acot3 ve Ehhadh) ifade duzeylerinde

kontrole gore artig tespit edildi.

3.2.6 Oksidatif Stres Ve Antioksidan TepKi

Oksidatif stres ile ilgili genler; peroksidazlar [glutatyon peroksidaz (GPx) ve peroxiredoxins
(TPX)], superoksit dismutazlar (SOD) ve superoksit metabolizmasinda rol oynayan oksidatif
stres duyarli genlerdir. Bu yolakta olusan defeklerin bir cok hastaligin etiyolojisinde rol aldigi
bilinmektedir. Calisilan genlerin listesi asagidaki Tablo 20’de verilmektedir.

Tablo 6. MT dizininde kullanilan oksidatif stres ve antioksidan tepki iligkili genlerin listesi

Genin Agik ismi Genin Kodu

Aass Aminoadipat-semialdehit sentaz NM_005763
Cat Katalaz NM_001752



Ctsb
Dhcr24
Duox1
Duox2
Epx
Gpx2
Gpx3
Gpx4
Gpx5
Gpx6
Gpx7
Mpo
Nqgol
Nudtl
Nudt15
Ppp1rl5b
Prdx1
Prdx2
Prdx6
Tpo
TXnip
Txnrd2
Ucp3

Oksidatif stres ve antioksidan tepki iligkili genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi

Katepsin B

24-dehidrokolesterol rediktaz

Cift oksidaz 1

Cift oksidaz 2

Eozinofil peroksidaz

Glutatyon peroksidaz 2 (mide-bagirsak)
Glutatyon peroksidaz 3 (plazma)

Glutatyon peroksidaz 4 (fosfolipid hidroksiperoksidaz)

Glutatyon peroksidaz 5 (epididim androjen iligkili protein)

Glutatyon peroksidaz 6 (koku)

Glutatyon peroksidaz 7

Miyeloperoksidaz

NAD(P)H dehidrojenaz, kinon 1

Nudix (nikleosit difosfat bagli bir parga X) tipi motif 1
Nudix (nukleosit difosfat bagli bir parga X) tipi motif 15
Protein fosfataz 1, dizenleme (inhibitéra) alt birimi 15B
Peroksiredoksin 1

Peroksiredoksin 2

Peroksiredoksin 6

Tiroid peroksidaz

Tioredoksin etkilesimli protein

Tioredoksin rediktaz 2

Eslesme bozucu protein 3 (mitokondrial, proton tasiyici)

asagidaki Sekil 96-97’de verilmektedir.

NM_001908
NM_014762
NM_175940
NM_014080
NM_000502
NM_002083
NM_002084
NM_002085
NM_001509
NM_182701
NM_015696
NM_000250
NM_000903
NM_002452
NM_018283
NM_032833
NM_002574
NM_005809
NM_004905
NM_000547
NM_006472
NM_006440
NM_003356
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Sekil 11. MSCov ekstresinin oksidatif stres ve antioksidan tepki genlerine etkisi |

Oksidatif Stres ve Antioksidan Tepki Il - oo mseon

= 750mg/ kg MSCov

= 5]
I

[9F]

gisim (Gen/ACTB)
= = Pt

Kat pe

Sekil 12. MSCov ekstresinin oksidatif stres ve antioksidan tepki genlerine etkisi Il

Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi caligilan 250 ve 500 mg/kg/gin dozda
kontrol ile karsilastirildiginda bu grup genlerden hi¢ birisine olumlu ya da olumsuz bir etki
yapmadigi tespit edildi. Caligilan yuksek dozda (750 mg/kg/giin) ise 8 adet (gende degisiklik



tespit edildi. Bu genlerden Cat, Dusx2, Gpx4, Gpx5, Nqo1 ve Ucp3 genlerinde kontrole gére

artis gbzlenirken Gpx6 ve Txnrd2 genlerinde azalis tespit edildi.

3.2.7 Isi1 Sok Tepkisi

Protein katlanmasini diizenleyen 1si sok protein genleri (HSP'ler veya molekiler saperonlar)
hicresel aglarin énemli bilesenleridir. HSP'ler yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasina

yardimci olmalari ya da yanlis katlanmis proteinlerin yilkimina yol agmalari ile oldukca

onemlidirler. Caligilan genlerin listesi asagidaki Tablo 21’de verilmektedir.

Tablo 7. MT dizininde kullanilan is1 sok tepki iligkili genlerin listesi

Gen

Sembolii

Cryaa Kristalin, alfa A NM_000394
Cryab Kristalin, alfa B NM_001885
Dnajal DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya A, Gyesi 1 NM_001539
Dnaja2 DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya A, Gyesi 2 NM_005880
Dnaja3 DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya A, Gyesi 3 NM_005147
Dnajbl DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya B, Gyesi 1 NM_006145
Dnajb6 DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya B, Gyesi 6 NM_005494
Dnajc3 DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya C Uyesi 3 NM_006260
Dnajc5 DnaJ (Hsp40) homolog, altfamilya C Gyesi 5 NM_025219
Dnajc6 Dnad (Hsp40) homolog, altfamilya C lyesi 6 NM_014787
Hsfl Is1 sok transkripsiyon faktor 1 NM_005526
Hsf2 Is1 sok transkripsiyon faktora 2 NM_004506
Hsp90aal Isi sok proteini 90kDa alfa (sitozolik), A sinifi tye 1 NM_001017963
Hspala Isi soku proteini 70kDa 1A NM_005345
Hspall Is1 soku proteini 70kDa 1-benzeri NM_005527
Hspa2 Is1 soku proteini 70kDa 2 NM_021979
Hspa4 Is1 soku proteini 70kDa 4 NM_002154
Hspa5 Isi soku proteini 70kDa 5 (glukoz-diizenlenmis protein, NM_005347
78kDa)
Hspa8 Is1 soku proteini 70kDa 8 NM_006597
Hspa9 Is1 soku proteini 70kDa 9 (mortalin) NM_004134

Genin Agik ismi

Genin Kodu




Hspbl Is1 soku proteini 27kDa 1 NM_001540

Hspb2 Is1 soku proteini 27kDa 2 NM_001541
Hspb6 Is1 soku proteini, alfa-kristalin iligkili, B6 NM_144617
Hspb8 Is1 soku proteini 22 kDa 8 NM_014365
Hspdl Is1 soku 60kDa protein 1 (saperonin) NM_002156
Hspel Isi soku 10kDa protein 1 (10 saperonin) NM_002157
Hsphl Isi soku 105kDa/110kDa protein 1 NM_006644
Tcpl T-kompleksi 1 NM_030752

Oksidatif stres ve antioksidan tepki iliskili genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi
asagidaki Sekil 98-99'da verilmektedir.

. . 250mg/kg M5Cov
6 - Is1 Sok Tepkisi |  S00me /e MSCor

750mz/kg MSCov

Kat Degisim (Gen/ACTB)

Sekil 13. MSCov ekstresinin 1si sok tepkisi genlerine etkisi |
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Sekil 14. MSCov ekstresinin 1si sok tepkisi genlerine etkisi Il

Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi ¢alisilan 250 mg/kg/gin dozda kontrol ile
karsilastirildiginda 1s1 sok tepki iligkili genlerden hig birisine olumlu ya da olumsuz bir etki
yapmadigi tespit edilirken 500 mg/kg/giin dozda sadece tek bir genin (hspb7) ifade dizeyi
kontrole oranla anlamli olarak artti§i goézlendi. Calisilan yliksek dozda (750 mg/kg/glin) ise 9
adet gende degisiklik tespit edildi. Bu genlerden Crya, Dnaja1, Hsp90aa1, Hspa8, Hspb1,
Hspb7 Hspd1 ve Hspe1 genlerinde kontrole gore artis gozlenirken sadece Hspa4 geninde

azalis tespit edildi.

3.2.8 Katlanmamig Protein Stresi

Yanlis katlanmis veya katlanamamis ve endoplazmik retikulumda (ER) biriken protein
birikimine yanit 31 6nemli genin ifade dizeyleri saptanmistir. Katlanmamis proteinlere
baglanan saperonlar ER protein sentezini inhibe eder ve bir protein kinaz kaskadini baslatirlar,
ER protein translokasyonu tersine doner ve ER-6zel ubikuitinasyon enzimleri aktive olurlar.
Cesitli ajanlar ve bu yolaga etki ederek olumsuz etkiler olusturur. Caligilan genlerin listesi
asagidaki Tablo 22’de verilmektedir.

Tablo 8. MT dizininde kullanilan katlanmamis protein stresinde rol alan genlerin listesi



Gen
Semboli
Amfr
Atf4

Atf6
Ddit3
Derl1
Edeml
Edem3
Eif2ak3
Ern2
Eroll
Erollb
Fbxo6
Herpudl

Htra2
Htra4
Mbtpsl
Mbtps2
Nploc4
Nucb1
Os9
Pfdn5
Ppia
Sec62
Selll
Serpl
Syvnl
Ube2g2
Ube2j2
Ubxn4
Vcp
Xbpl

Genin Aglk ismi

Otokrin hareket faktor reseptori

Etkinlestirici transkripsiyon faktéri 4 (vergi duyarli artirici

eleman B67)

Etkinlestirici transkripsiyon faktéri 6

DNA hasari-indiklenebilir transkript 3

Der1 benzeri etki ailesi, tye 1

ER bozunma glglendirici, mannosidaz alfa-1 gibi
ER bozulmasi arttirici, mannosidaz alfa-3 gibi
Okaryotik translasyon baslatma faktéri 2-a kinaz 3
Endoplazmik retikulumdan ¢ekirdege sinyal 2
ERO1 benzeri (S. cerevisiae)

ERO1 benzeri 3 (S. cerevisiae)

F-kutusu proteini 6

Homosistein induklenebilir,
indUklenebilir, ubikuitin benzeri domeyni tye 1

HtrA serin peptidaz 2

HtrA serin peptidaz 4

Zara bagh transkripsiyon faktor peptidaz, bolge 1

Zara bagl transkripsiyon faktor peptidaz, bélge 2

Nukleer protein lokalizasyonu 4 homologu (S. cerevisiae)
Nukleobindin 1

Osteosarkom 9 glglendiriimis, endoplazmik retikulum lektin
Prefoldin alt birimi 5

Peptidil-prolil izomerazi A (siklofilin A)

SEC62 homologu (S. cerevisiae)

Lin-12-benzeri (C. elegans) Sel-1 baskilayici

Stres iligkili endoplazmik retikulum protein 1

Sinoviyal apoptoz inhibitéri 1, sinoviolin

Ubikuitin-konjuge edici enzim E2G 2

Ubikuitin-baglayici enzim E2, J2

UBX domeyn proteini 4

Valosin igeren protein

X-kutusu baglayici protein 1

endoplazmik retikulum stres

Genin Kodu

NM_001144
NM_001675

NM_007348
NM_004083
NM_024295
NM_014674
NM_025191
NM_004836
NM_033266
NM_014584
NM_019891
NM_018438
NM_014685

NM_013247
NM_153692
NM_003791
NM_015884
NM_017921
NM_006184
NM_006812
NM_002624
NM_021130
NM_003262
NM_005065
NM_014445
NM_172230
NM_182688
NM_194458
NM_014607
NM_007126
NM_005080



Katlanmamig protein stresinde rol alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi
asagidaki Sekil 100-101’de verilmektedir.
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Sekil 15. MSCov ekstresinin katlanmamig protein tepkisi genlerine etkisi |
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Sekil 16. MSCov ekstresinin katlanmamigs protein tepkisi genlerine etkisi Il



Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi caligilan 250 ve 500 mg/kg/giin dozlarda
kontrol ile karsilastirildiginda katlanmamis protein stresi ile iligkili genlerden hig birisine olumlu
ya da olumsuz bir etki yapmadigi tespit edildi. Calisilan yuksek dozda (750 mg/kg/gun) ise 2
adet gende (Fbxo6 veHerpud1) kontrole gore azalis gdzlenirken degisiklik 2 adet gende de
(Mbtps1 ve Ppia) genlerinde artis tespit edildi.

3.2.9 Sitokrom P450 Ve ilag Metabolizmasi

ilac metabolizmasi genleri de kanser, entoksikasyon, bagimlilik, ve metabolik hastaliklar gibi
birgok hastalik durumlarinda rol oynar. Ayrica, bizim ¢alismamizda oldugu gibi komplementer
ve tamamlayici ajanlarin ilag ve diyet etkilesimlerinin saptanmasinda da ¢ok énemlidirler. Faz
| metabolizmasi (6zellikle P450 ailesi) ve faz || metabolizmasi (6rn. transferaz ve hidrolaz gibi)
icin dnemli olan enzimleri kodlayan genler bazi transporterlarla birlikte incelenmistir. Caligilan

genlerin listesi asagidaki Tablo 23’te verilmektedir.

Tablo 9. MT dizininde kullanilan ilag metabolizmasi iligkili rol alan genlerin listesi

Gen Genin Agik ismi Genin Kodu
Semboli

Cyplal Sitokrom P450, aile 1, alt familyasi A, polipeptit 1 NM_000499
Cypla2 Sitokrom P450, aile 1, alt familyasi A, polipeptit 2 NM_000761
Cyp2d22 Sitokrom P450, aile 2, alt familyasi D, polipeptit 22 NM_001163472.1
Cyp2el Sitokrom P450, aile 2, alt familyasi E, polipeptit 1 NM_000773
Cyp3all Sitokrom P450, aile 3, alt familyasi A, polipeptit 11 NM_007818
Cyp4al4d Sitokrom P450, aile 4, alt familyasi A, polipeptit 14 NM_07822
Cyp7al Sitokrom P450, aile 7, alt familyasi A, polipeptit 1 NM_000780
Cyp7bl Sitokrom P450, aile 7, alt familyasi B, polipeptit 1 NM_004820
Esd Esteraz D NM_001984
Fmo2 Flavin iceren monooksijenaz 2 (islevsel olmayan) NM_001460
Fmo3 Flavin iceren monooksigenaz 3 NM_006894
Fmo4 Flavin iceren monooksigenaz 4 NM_002022
Fmo5 Flavin iceren monooksigenaz 5 NM_001461
Maoa Monoamin oksidaz A NM_000240

Maob Monoamin oksidaz B NM_000898



Katlanmamig protein stresinde rol alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi

asagidaki Sekil 102°de verilmektedir.
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3 - EI ¥

2 H .z I I I
: I e

Kat Degisim (Gen/ACTB)

Sekil 17 . MSCov ekstresinin sitokrom P450ler ve ilag metabolizmasi genlerine etkisi

Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi galisilan 250 ve 500 mg/kg/gin dozlarda
kontrol ile karsilastirildiginda sitokrom P450 ve ilag metabolizmasi ile iligkili genlerden hi¢
birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmadigi tespit edildi. Calisilan yuksek dozda (750
mg/kg/gun) ise 2 adet gende (Cyp1a2 ve Cytp7b1) kontrole gore artis gézlenirken 2 adet
gende de (Cyp7a1 ve Fmo4) genlerinde azalis tespit edildi.

3.2.10 Steatoz

Steatoz bilinenin aksine tim dokularda gerceklesebilir. Yag sit metabolizmasinda gergeklesen
bozulmalar neticesinde hucre igerisinde lipid birikimi anlamina gelen steatoz alkol gibi bazi
ajanlarin etki yolaglari arasindadir. Bu nedenle lipid yapim, yikim ve transportunda yer alan ve
steatoz ile ilgili oldugu gosterilen 31 gen ifadesi incelenmistir. Caligilan genlerin listesi
asagidaki Tablo 24’te verilmektedir.

Tablo 10. MT dizininde kullanilan ila¢ metabolizmasi iligkili rol alan genlerin listesi



Gen Genin Agik ismi Genin Kodu

Sembolu

Acaca Asetil-KoA karboksilaz alfa NM_198834
Adk Adenosin kinaz NM_001123
Aldh2 Aldehit dehidrogenaz 2 aile (mitokondrial) NM_000690
Agp4 aquaporin 4 NM_001650
Cd36 CD36 molekili (trombospondin reseptort) NM_000072
Comt Katekol-O-metiltransferaz NM_000754
Dnm1 Dynamin 1 NM_004408
Enol Enolaz 1, (alfa) NM_001428
Fasn Yag asidi sentaz NM_004104
Gpdl Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz 1 (¢6zunur) NM_005276
Haao 3-3,4-dioksijenaz hydroxyanthranilate NM_012205
Hadhb Hidroksiasil-KoA dehidrogenaz/3-ketoasil-KoA tiyolaz/enoil- = NM_000183

KoA hidrataz (g islevli protein), beta alt birimi

Khk Ketohekzokinaz (fruktokinaz) NM_000221
Lmna Lamin A/ C NM_005572
Lpl Lipoprotein lipaz NM_000237
Ly6d Lenfosit antijen 6 kompleksi, lokus D NM_003695
Mapk8 Mitojenin aktive ettigi protein kinaz 8 NM_002750
Mttp Mikrozomal trigliserid transfer protein NM_000253
Pcca Propiyonil KoA karboksilaz, alfa polipeptidi NM_000282
Pnpla3 Patatin benzeri 3 fosfolipaz domeyni iceren 3 NM_025225
Ppara Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptor alfa NM_005036
Retn resistin NM_ 020415
Scdl Stearoyil-KoA desaturaz (delta-9-desatlraz) NM_005063
Srebfl Sterol dizenleyici element baglanici transkripsiyon faktori 1 = NM_004176
Sytl Sinaptotagmin | NM_005639
Tff3 Yonca faktora 3 (bagirsak) NM_003226

Katlanmamig protein stresinde rol alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi
asagidaki Sekil 103 ve 104°te verilmektedir.
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Sekil 18. MSCov ekstresinin steatoz genlerine etkisi |
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Sekil 19. MSCov ekstresinin steatoz genlerine etkisi Il

Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi ¢alisilan 250 ve 500 mg/kg/gin dozlarda
kontrol ile karsilastirildiginda sitokrom steatoz ile iligkili genlerden hig birisine olumlu ya da
olumsuz bir etki yapmadigi tespit edildi. Calisilan yiksek dozda (750 mg/kg/gun) ise 4 adet
gende (Comt, Hadhb, Pnpla3 ve Ppara) kontrole gére artis gézlendi. Bu yolakta yiksek doz
MSCov hicbir gene negatif etki gdstermedi.



3.2.11 Kolestaz

Kolestaz karaciger toksisite belirlemelerinde dnemli olgulardan birisidir. Safra sentezi, yikimi

ve salgllanmasinda rol alan 19 anahtar gen bu calismada etki belirlenmesi igin
degerlendirilmistir. Kolestaz bir ¢ok ilag ve benzeri ajanlarin olusturdugu br durum olmasi

nedeni ile toksikolojik incelemeye dahil edilmistir. Calisilan genlerin listesi asagidaki Tablo

25’te verilmektedir.

Tablo 11. MT dizininde kullanilan ila¢ metabolizmasi iligkili rol alan genlerin listesi

Gen

Sembolii

Genin Agik ismi

Genin Kodu

Abcbla ATP-baglayici kaset, alt aile B (MDR/TAP), Uye 1 NM_000927
Abcb4 ATP-baglayici kaset, alt aile B (MDR/TAP), Uye 4 NM_000443
Abccl ATP-baglayici Kaset, alt aile C (CFTR/MRP), tuyesi 1 ATP- NM_004996
baglayici
Abcc2 ATP-baglayici Kaset, alt aile C (CFTR/MRP), tyesi 2 ATP- NM_000392
baglayici
Abcc3 ATP-baglayici Kaset, alt aile C (CFTR/MRP), Uyesi 3 ATP- NM_003786
baglayici
Apoe apolipoprotein E NM_000041
Atp8b1l ATPaz, aminofosfolipid tasiyici, sinif I, tip 8B, Uye 1 NM_005603
Dlat Dihidrolipoamid S-asetiltransferaz NM_001931
Esrl Estrojen reseptoru 1 NM_000125
Jagl Jagged 1 NM_000214
Nrilh4 Nukleer reseptor alt ailesi 1, grup H, Gye 4 NM_005123
Nup210 Nukleoporin 210kDa NM_024923
Osta Organik ¢ézunen tasiyici alfa NM_152672
Ostb Organik ¢6zinen tagslyici, beta NM_178859
Pdyn Prodinorfin NM_024411
Rdx Radiksin NM_002906
Slc10al Cdzinen taslyici ailesi 10 (sodyum/safra asidi ortak tasiyici  NM_003049

Kolestazda rol alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi asagidaki Sekil 105'te

verilmektedir.
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Sekil 20. MSCov ekstresinin kolestaz genlerine etkisi

incelenen molekiiler toksikoloji dizininde MSCov ekstresinin 500 mg/kg/giin dozda en ¢ok
etkiledigi yolak kolestaz oldugu tespit edildi. Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi
calisilan dusuk dozda (250 mg/kg/gun) kontrol ile karsilastirildiginda kolestaz iligkili genlerden
hi¢ birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmadigi tespit edildi. 500 mg/kg/gun dozda ise 3
adet kolestaz iligkili gen (Abcc2, Abcc3 ve Apoe) kontrole gore artisg gosterdi. Caligilan yluksek
dozda (750 mg/kg/giin) ise yukaridaki 3 adet gene ilave Abcb4, Esrl, Ostb ve Pdyn genlerinde
de kontrole goére artis gézlendi. Bu yolakta yiksek doz MSCov sadece Dlat genenine negatif

etki gosterdigi tespit edildi.

3.2.12 Fosfolipidoz

Fosfolipidozis huicre iginde asir fosfolipid birikmesipatolojik durumudur. Bazi katyonik amfifilik
bilesikleri fosfolipidozis neden potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle MSCov
icerisinde bu sekilde etki eden aktif ajanlarin varhgi yada etkili olup olmadigini sinamak
amaciyla fosfolipidoz mekanizmasina katilan 30 adet 6nemli gen bu galismada incelenmistir.

Calisilan genlerin listesi asagidaki Tablo 28’de verilmektedir.



Tablo 12. MT dizininde kullanilan ila¢ metabolizmasi iligkili rol alan genlerin listesi

Gen Genin Agik ismi Genin Kodu
Sembolii

Abcb1lb ATP-baglayici kaset, alt aile B (MDR/TAP), Gye 1B NM_11075
Aldhlal Aldehit dehidrogenaz aile 1, Gye A1 NM_000689
Asahl N-acilsfingozin amidohidrolaz (asit seramidaz) 1 NM_004315
Asns Asparajin sentetaz (glutamin-hidrolize edici NM_183356
Ces2c Karboksilesteraz 2 NM_198061
Ephx1 Epoksit hidrolazi 1, mikrozomal (ksenobiyotik) NM_000120
Fabpl Yag asidi baglayici protein 1, karaciger NM_001443
Fxcl Kirilma kallus 1 homolog (si¢an) NM_012192
Gstm4 Glutation S-transferaz mu 4 NM_000850
Hpn Hepsin NM_002151
Inhbe inhibin, beta E NM_031479
Lss Lanosterol sintaz (2,3-oksidoskualen-lanosterol siklaz) NM_002340
Manba Mannosidaz, beta A, lizozomal NM_005908
Mix MAX benzeri protein X NM_198205
Mrps18b  Mitokondriyal ribozomal protein S18B NM_014046
NrOb2 Nukleer reseptor alt ailesi 0, B grubu, Uye 2 NM_021969
Por P450 (sitokrom) Oksidoreduktaz NM_000941
S100a8 S100 kalsiyum baglayici protein A8 NM_002964
Sc4mol Sterol-C4-metil oksidaz benzeri NM_006745

Serpina3n | Serpin peptidaz inhibitori, klad A (alfa-1 antiproteinaz A NM_001085

antitripsin), dye 3

Slcola2 Cozunen taglyici organik anyon tagsiyici ailesi, tye 1A2 NM_021094
Smpd1l Sfingomiyelin fosfodiesteraz 1, asit lizozomal NM_000543
Stbd1l Nisasta baglayici domeyn 1 NM_003943
Tagln Transjelin NM_003186
Ugtlal UDP glukuronosiltransferaz 1 aile, polipeptit A1 NM_000463
Ugt2al UDP ukuronosiltransferaz 2 aile, polipeptit A1, karmasik NM_006798
odagi
Ugt2bl UDP ukuronosiltransferaz 2 aile, polipeptit B1 NM_021139

Wipil WD tekrar domeyni, fosfoinositid etkilesici 1 NM_017983



Fosfolipidozda rol alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi asagidaki Sekil 106-
107°de verilmektedir.
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Sekil 22. MSCov ekstresinin fosfolipidoz genlerine etkisi Il



Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi calisilan 250 ve 500 mg/kg/gin dozlarda
fosfolipidoz iligkili genlerden hig birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmadigi tespit edildi.
Calisilan yiksek dozda (750 mg/kg/gun) ise 7 adet gende (Aldh1a1, Ces2c, Epx, Fabp1,
Nrob2, Sc4mol ve Smpd1) kontrole gére artis gézlendi. Bu yolakta ylksek doz MSCov Abcb1b,
Inhbe, S100a8, Slcola4 ve Wipil genlerine kontrole gdére azaltici etki gosterdigi tespit edildi.

3.2.13 immiintoksisite

immiinotoksisite bagisiklik sistemi igleyisi izerinde olumsuz etki olaraktanimlanabilir. isleyisi
degistirilmis bagisiklik sistemi kanser dahil bir ¢ok patofizyolojik degisikliklere neden olabilir.
Bagisik sisteminin kendi karmasikligi yani sira gesitli ajanlar bagisikhk fonksiyonu Gzerinde
¢ok karmasik etkilere neden olabilirler ve bu nedenle belirlenmesi oldukga zordur. Bu sebeple,
bu karmasik mekanizmalarda genellikle rol aldigi distnulen 44 anahtar gen (en fazla sayida

gen) bu calismada incelenmistir. . Calisilan genlerin listesi asagidaki Tablo 27°de verilmektedir.

Tablo 13. MT dizininde kullanilan immuntoksisite iligkili genlerin listesi

Genin Agik ismi Genin Kodu
Adhl Alkol dehidrogenaz 1C (sinif 1), gama polipeptit NM_000669
Ahr Aril hidrokarbon reseptéri NM_001621
Ahsg Alfa-2-HS-glikoprotein NM_001622
Alb AlbUmin NM_000477
Apoab Apolipoprotein A-V NM_052968
Apof Apolipoprotein F NM_001638
C3 Kompleman bilesen 3 NM_000064
C9 Kompleman bilesen 9 NM_001737
Cd19 CD19 molekili NM_001770
Cdso CD80 molekdlu NM_005191
Cds6 CD86 molekdli NM_006889
Cd8a CD8a molekilu NM_001768
Ctse Katepsin D NM_001910
Ep300 E1A baglayici protein p300 NM_001429
F2 Pihtilasma faktord Il (trombin) NM_000506

Gpt Glutamik-piruvat transaminaz (alanin aminotransferaz) NM_005309



Gsta3d Glutatyon S-transferaz alfa 3 NM_000847

Hpx Hemopeksin NM_000613
Hrg Histidin bakimindan zengin glikoproteinin NM_000412
l11a interlkin 1, alfa NM_000575
112 interldkin 2 NM_000586
114 interlokin 4 NM_000589
115 interldkin 5 (koloni uyarici faktér, eosinofil) NM_000879
IL6 Interleukin-6 (interferon beta 2) NM_000600
Iltgax integrin alfa X kompleman bilesen 3 reseptdr alt-birimi 4) NM_000887
KIf1 Kruppel benzeri faktor 1 (eritroid) NM_006563
Lyz2 Lizozim NM_000239
Metap2 Metionil aminopeptidaz 2 NM_006838
MKi67 Monoklonal antikor Ki-67 tarafindan tanimlanan Antijen NM_002417
Nr5a2 Nukleer reseptor alt ailesi 5, Grup A, elemani 2 NM_ 003822
Ponl Paraoksonaz 1 NM_ 000446
Pou3f3 POU sinifi 3 homeobaks 3 NM_ 006236
Ptgs2 Prostaglandin endoperoksit sentaz-2 (prostaglandin G/H NM_000963
sentaz ve siklooksijenaz)
Ptprc Protein tirozin fosfataz, reseptor tipi, C NM_002838
Trim10 10 iceren Ugli motifi NM_006778
Ubqgin2 Ubikuilin 2 NM_013444

Immunotoksisitede rol alan genlerin 3 degisik MSCov dozu ile nasil etkilendigi asagidaki Sekil
108-110’da verilmektedir.
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Sekil 24. MSCov ekstresinin immuntoksisite genlerine etkisi Il
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Sekil 25. MSCov ekstresinin immuntoksisite genlerine etkisi Il

Yukaridaki yolaklarda oldugu gibi MSCov ekstresi caligilan 250 mg/kg/gin dozda
immuntoksisite iligkili genlerden hi¢ birisine olumlu ya da olumsuz bir etki yapmadigi tespit
edildi. MSCov 500 mg/kg/giin dozda ise 3 adet gene (Ahr, Apof ve Hrg) kontrole gore ifade
dizeylerini artirici sekilde etki etigi gozlendi. Calisilan ylksek dozda (750 mg/kg/gun) ise
verilen 3 gene ilaveten 5 adet gende (Cd86, Ep300, Hpx, ll1a, ve lI5) kontrole goére artis
gOzlendi. Bu yolakta ylksek doz MSCov Adh1, Cd8a ve Ahsg genlerine kontrole gore azaltici
etki gosterdigi tespit edildi.

Molekuler etki saptayici dizin analizleri igin ‘Custom design’ dizinler olusturulup 384 gen
laboratuarimizda bulunan 96 o&rneklik blok cihazinda (Bioneer) taranmistir. Analiz
sonuglarindan elde edilen degerlendirmeye goére oncelikle 250mg/kg dozda c¢alisilan higbir
genin ifade duzeyinde anlamli bir farkhlik gérulmemistir. Bunun yanisira, 500 mg/kg dozda ise
sadece 10 genin ekspresyon dizeyinde anlamli degisim g6zlenmistir. Daha yiksek doz olan
750mg/kg’da ise yaklagsik 110 genin ekspresyon duzeyinde anlamh farklihk goéraimugtar.
Buradan yola ¢ikarak bundan sonraki deneylerimizde 500mg/kg dozunun kullanilmasina karar

verilmistir.

Verilerin analizler giagen firmasinin Ucretsiz olarak sagladigi RT? Profiler™ PCR Array Data
Analysis v3.4 ile web Uzerinden gevirim i¢i gerceklestirilmistir.



3.3 Deneysel Alerjik Ensefalomiyelit (DAE) Caligmalari
3.3.1 Hayvanlarda DAE Olugturulmasi

Hayvanlarda deneysel hayvan modeli olusturmak icin %95 safliktaki Miyelin Oligodendrosit
Glikoprotein 35-55 aminoasit peptit (MOG35-55), Mycobacterium tuberculosis (is1 inaktive
edilmis) ve Freund Adjuvan kullanildi. Freund adjuvant ile emdulsifiye edilmis 250 ug MOG 35-
55 ve 400 pug 1si1 inaktive edilmis Mycobacterium tuberculosis karigimi, her hayvanin deri altina
enjekte edildi. Bu islemden hemen sonra ve 48 saat sonra 400 ng pertussis toksin karin
bosluguna enjekte edildi. Hayvanlarda hastalik olustuktan sonra hayvanlar hasta kontrol grubu
(DAE) ve tedavi gruplar olarak ayrildi. Skorlama grafigi Sekil X de verilmistir. Bu grafik 3 yil

icerisinde 4 kez tekrar edilen deneylerin ortalama + standart sapma verilerini igermektedir.
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Sekil 26. DAE (hasta), PDAE (paralel hasta) ve MSCov Tedavi grubu farelerde gbézlenen klinik

skorlar.
3.3.2 MS Dizin Analizleri

Baslangicta anlamli sayida drnekte (8) ¢ok sayida genin (84 adet MS patojenezinde rol
oynadidi tespit edilmis gen) ifade dizeyini analiz etmek ve taramak ic¢in hazir diziler
kullaniimigtir. Boylelikle, Oncelikle degisiklik gosteren genler kolaylikla saptandi ve daha
sonraki basamakta detayli ¢calisiimak icin veri elde edildi. Bu dizinler pahali olmasina ragmen
projenin ve analizlerin Snemi ve sihhati agisindan Qiagen firmasindan satin alindi ve kullanild.
Gunkd bu analizler takip eden tim g¢alismalarimizi tanimlamasi agisindan son derece

onemliydi.



3.3.2.1 MSdizi ile analiz edilen genler: (Detay isimleri, Tablo 28’de verilmektedir).
Myelinizasyon: Cd9, Hexb, Ifng, Mal, Mbp, Ntf3, Plpl, Pmp22, Sodl, Tgfbl.

T HucreAktivasyonu/Sinyali: Apc, Cd28, Cd4, Egrl, Foxp3, Icaml, Ifng, 1110, 1118, 111B, I12ra,
16, lI6st (Gp130), Mapkl (Erk2), Sod1, Tgfbl, Vcaml.

Adaptif Bagisiklik: C1s, Cd40 (Tnfrsf5), Foxp3, Icam1, Ifng, 1110, 118, l11b, lI6st (Gp130), Tgfb1,
Vegfa.

Sitokin/Kemokin: Ccl12, Ccl3 (Mip-1a), Ccl5 (Rantes), Ccl7 (Mcp-3), Csfl (Mcsf), Cxcl10
(Inp10), Cxcl1l (I-TAC/IP-9), Cxcl9 (Mig), Fasl (Tnfsf6), Ifng, 1110, 1118, 111B, 1I6, Lta (Tnfb),
Tgfb2, Tnf, Vegfa.

inflamasyon Kontrol: Ccl5 (Rantes), Ednra, Gpx1, 116, 1I6st (Gp130), Jak2, Tnfrsfla.

inflamasyon Tepki: C1s, Ccl12, Ccl3 (Mip-1a), Ccl7 (Mcp-3), Ccrl, Ccr5, Cd40 (Tnfrsf5), Cd44,
Cxcl10 (Inp10), Cxcl11 (I-TAC/IP-9), Cxcl9 (Mig), Fnl, Hifla, 110, 1113, ll1b, ll2ra, Itgh2, Nfkb1,
Stat3, Tgfbl, Tnf, Tnfrsflb.

Noral Apotoz: Akt1s1, Bax, Bcl2, Bcl2l1 (Bcl-x), Erbb3, Gpx1, Jak2, Jun, Ntf3, Sod1, Tgfb2,
Tnf.

Genel Apoptoz: 1110, Mapkl (Erk2), Tnfrsflb, Il6st (Gp130), Hdacl, Rafl, Apc, App, Ccll12,
Cd28, Fasl (Tnfsf6), Ifng, 1l1b, 112ra, 116, Itgh2, Mmp9 (Gelatinase B), Nfkb1, Tgfbl, Tnfrsfla,
Adm, Cd44, Lta (Tnfb), Mal, Vegfa.

Hucre Adhezyonu: Apc, App, Bcl2, Ccl12, Ccl5 (Rantes), Ccr1, Cd4, Cd44, Cd9, Csf1 (Mcsf),
Cxcr3, Erbb3, Ezr, FN1, lcaml, 1118, ll1b, Itgh2, Jak2, Mag, Map2kl1 (Mek1), Tgfbl, Tgfb2, Tnf,

Vcaml.
Hucre Stresi: Adm, Bcl2, Gpx1, Hifla, Ifng, ll1b, Jak2, Jun, Ptpnl1, Sod1, Tgfb2, Tnf.

Reseptorler: Ccr1, Ccr5, Cd28, Cd4, Cd40 (Tnfrsf5), Cd44, Cxcr3, Ednra, Epha1, H2-Eb1,
Icaml, 112ra, lI6st (Gp130), Itgh2, Nr2fl, Tnfrsfla, Tnfrsflb.

Transkripsiyon Faktorleri: Egr1, Foxp3, Hdacl, Hifla, Jun, Myc, Nfkb1, Nr2f1, Stat3.

Digerleri: Aspa, Edc4, Gfap, Gnai2, Grb2, Jak1, Phgdh, Rangap1, Top1, Tubb4, Ywhah

Tablo 14. MS PCR Dizi (array) Gen Tablosu



Gen Genin Agik ismi Genin Kodu

Sembolu

AKT1S1 AKT1 substrat 1 (prolin zengin) NM_026270
APC Adenomatoz poliposis koli NM_007462
APP Amiloid beta (A4) 6ncu proteini NM_007471
ASPA Aspartoagilaz NM_023113
BAX Bcl2 iligkili X proteini NM_007527
BCL2 B-hlcresi I6semi/lenfoma 2 NM_009741
BCL2L1 Bcl2 benzeri 1 NM_009743
C1s Kompleman bilesenin 1, s alt bileseni NM_144938
CCL12 Kemokin (C-C motifi) ligandi 12 NM_011331
CCL3 Kemokin (C-C motifi) ligandi 3 NM_011337
CCL5 Kemokin (C-C motifi) ligandi 5 NM_013653
CCL7 Kemokin (C-C motifi) ligand 7 NM_013654
CCR1 Kemokin (C-C motifi) reseptoru 1 NM_009912
CCR5 Kemokin (C-C motifi) reseptori 5 NM_009917
CD28 CD28 antijeni NM_007642
CD4 CD4 antijeni NM_013488
CD40 CD40 antijeni NM_011611
CDh44 CD44 antijeni NM_009851
CD9 CD?9 antijeni NM_007657
CSF1 Koloni uyarici faktor 1 (makrofaj) NM_007778
CXCL10 Kemokin (C-X-C maoatifi) ligandi 10 NM_021274
CXCL11 Kemokin (C-X-C motifi) ligandi 11 NM_019494
CXCL9 Kemokin (C-X-C moatifi) ligandi 9 NM_008599
CXCR3 Kemokin (C-X-C motifi) reseptoru 3 NM_009910
EDC4 MRNA 4 Dekapaj guglendirici NM_181594
EDNRA Endotelin reseptor tip A NM_010332
EGR1 Erken blylime yaniti 1 NM_007913
EPHA1 Eph reseptor A1 NM_023580
ERBB3 V-erb-B2 eritroblastik I6semi, viral onkogen homologu 3 | NM_010153

(kus)
EZR Ezrin NM_009510

FASL Fas ligand (TNF sUper ailesi, 6) NM_010177



FN1
FOXP3
GFAP

GNAI2

GPX1
GRB2
H2-EB1
HDAC1
HEXB
HIF1A
ICAM1
IFNG
IL10
IL13
IL18
IL1B
IL2ZRA
IL6
IL6ST
ITGB2
JAK1
JAK?2
JUN
LTA
MAG
MAL
MAP2K1
MAPK1
MBP
MMP9
MYC
NFKB1

NR2F1

Fibronektin 1

Forkhead kutu P3
Glial fibriller asidik protein

Guanin nikleotid baglayici protein (G proteini), alfa 2

inhibe edici

Glutatyon peroksidaz 1

BlUyUme faktoéri reseptdr protein 2 baglanmig
Doku 2, sinif Il antijen E beta

Histon deasetilaz 1

Heksosaminidaz B

Hipoksi indiklenebilir faktor 1, alfa alt birimi
Adezyon molekult 1

Interferon gamma

interldkin 10
interleukin 13

interldkin 18

interldkin 1 beta

interlokin 2 reseptori, alfa zinciri

interlokin 6

interlékin 6 sinyal dénlstiriici

integrin beta 2

Janus kinaz 1
Janus kinaz 2
Jun onkogen

Lenfotoksin A

Miyelin baglantili glikoproteinin

Miyelin ve lenfosit proteini, T-hlicresi farklilasmasi proteini
Mitojenin aktive ettigi protein kinaz kinaz 1

Mitojenin aktive ettigi protein kinaz 1

Miyelin bazik protein

Matrix metalopeptidaz 9

Myelocytomatosis onkogen

B-hlcreleri 1, p 105 kappa hafif polipeptid gen arttirici
Nukleer faktor

Nukleer reseptdr alt ailesi 2, F grubu, tye 1

NM_010233
NM_054039
NM_010277
NM_008138

NM_008160
NM_008163
NM_010382
NM_008228
NM_010422
NM_010431
NM_010493
NM_008337
NM_010548
NM_008355
NM_008360
NM_008361
NM_008367
NM_031168
NM_010560
NM_008404
NM_146145
NM_008413
NM_010591
NM_010735
NM_010758
NM_010762
NM_008927
NM_011949
NM_010777
NM_013599
NM_010849
NM_008689

NM_010151



NTF3 Norotropin 3 NM_008742

PHGDH 3-fosfogliserat dehidrojenaz NM_016966
PLP1 Proteolipid protein (miyelin) 1 NM_011123
PMP22 Periferal miyelin proteini 22 NM_008885
PTPN11 Protein tirozin fosfataz, reseptor-disi tart 11 NM_011202
RAF1 V-raf-ldsemi, viral onkogen 1 NM_029780
RANGAP1 RAN GTPaz aktive edici protein 1 NM_011241
SOD1 Superoksit dismutaz 1, ¢ézulebilir NM_011434
STAT3 Sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatoru 3 NM_011486
TGFB1 Transforme edici blylime faktori beta 1 NM_011577
TGFB2 Transforme edici buylime faktoérd, beta 2 NM_009367
TNF TUmor nekroz faktori NM_013693
TNFRSF1A | Tumor nekroz faktor reseptori stper ailesi, 1a NM_011609
TNFRSF1B TUumor nekroz faktor reseptort siper ailesi, 1b NM_011610
TOP1 Topoizomeraz (DNA) | NM_009408
TUBB4 Tubdlin, p 4 NM_009451
VCAM1 Vaskdler hiicre yapisma molekdli 1 NM_011693
VEGFA Vaskiler endotelyal blylime faktéri A NM_009505

YWHAH Tirozin 3-monooksijenaz/triptofan 5-monooksijenaz  NM_011738

aktivasyon proteini, eta polipeptit

GUSB Glukuronidaz, beta NM_010368
HPRT Hipoksantin guanin fosforibozil transferaz NM_013556
HSP90AB1 Isi sok proteini 90 alfa (sitozolik), B sinifi elemani 1 NM_008302
GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz NM_002046
ACTB Aktin, beta NM_001101

MS dizi analiz ¢alismalari icin her gruptan (Kontrol, DAE, PDAE, MSCov Tedavi) 8’er 6rnek
triplike olarak ¢alisildi. Calismalar sonucunda her grubun ortalamalari alindi ve analiz yapildi.
Verilerin analizleri giagen firmasinin Ucretsiz olarak sagladigi RT? Profiler™ PCR Array Data
Analysis v3.4 ile web lzerinden cevirim ici gerceklestirildi. Gen ekspresyon diizeyleri house
keeping gen olan ACTB (B aktin) kullanilarak normalize edildi. (*) ile isaretlenen genler P < .05
dizeyinde anlamli olarak farklihk gésteren genlerdir. MS dizi analiz sonuglari Sekil 112-118'de

sunulmaktadir.
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Sekil 31. MS dizin genleri ekspresyon duzeyleri V
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SSekil 32. MS dizin genleri ekspresyon dizeyleri VI
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Sekil 33. MS dizin genleri ekspresyon dizeyleri VII

MS dizin ¢calismalari ile ekspresyon dizeylerinde anlamlilik gérilen ve ortalama olarak anhmli
anlamli olmasa da tekrar ¢galismalarda zaman zaman farklilk gésteren ve anlamli olmaya yakin
olan genler belirlendi ve takip eden c¢alismalar bu yonde devam ettirildi. Bu genler; APP, C1S,
CCL5, CD4, CXCL9, CXCL10, GFAP, GNAI, H2-EB1, HIF1A, IL6, MBP, MAG, MMP9, NFKB,
PLP, PTPN11, STAT, SOD, TGFB1, TNF, YVHAHtIr.

3.3.3 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi: Gergek Zamanh PZR

Calisilan her bir gen igin dncelikle kendimizin dizayn ettigi “custom design” primerler saptandi
ve Genescript firmasina sentezlettirildi. amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi
olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapildi. Daha sonra bu degerler kullanilarak her bir gen
icin mRNA ekspresyon duzeyleri kontrol, MSCov kontrol, DAE olusturulmus érnekler, PDAE
ornekleri ve MSCov ile tedavi uygulanan &érnekler, n-Butanol, Etil asetat, Diklorometan ve

jelimsi faz 6rneklerinde saptandi.

Sonuglar 4 tekrarin triplike olgimlerinin ortalamalari alinarak verildi. Yukarida belirtilen MS

dizin analizleri ile tanimlanan genler tek tek ¢alisildi. Sonuglar Sekil 119-141°de verilmektedir.
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Sekil 34. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda APP mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile

normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 35. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda BCL2 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind. (¥) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlamli
olarak farkhlk gosteren drneklerdir.



C15

— 20 * iy

(ai]

Qs

o

v

0 10 -

v

O 0 -

. & S e
b {F‘Q‘ a@‘\ ‘0@ ‘a’
#‘a Std Hata

mCis

Sekil 36. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda C1S mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren drneklerdir. (v%) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 37. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda CCL5 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren érneklerdir. (¥%) P < .05 diizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farklihk gésteren érneklerdir.
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Sekil 38. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda CD4 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gosteren 6rneklerdir. () P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlaml olarak

farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 39. MSCov ekstresinin ve n-bitanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda CXCL9 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren érneklerdir. (¥%) P < .05 diizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farkhhk gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 40. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda CXCL10 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol deg@erleri 1 alind1. (*) P < .05 duizeyinde kontrol grubundan anlamh
olarak farklilik gosteren 6rneklerdir. (¥) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlaml olarak

farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 41. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda GFAP mRNA seviyesine olan etkisi. Kontrol degerleri
1 alindi. (*) P < .05 dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.

(%) P < .05 diizeyinde DAE grubundan anlaml olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 42. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda GNAI mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol deg@erleri 1 alindi. (*) P < .05 dlizeyinde kontrol grubundan anlamli

olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 43. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda HIF1A mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren érneklerdir. (¥%) P < .05 diizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farklihk gésteren érneklerdir.
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Sekil 44. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda H2EB1 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol deg@erleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamh
olarak farklilik gosteren 6rneklerdir. () P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlaml olarak

farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 45. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda IL6 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren érneklerdir. (¥%) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farklihk gésteren érneklerdir.
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Sekil 46. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda MAG mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile

normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi
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Sekil 47. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda MBP mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli

olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 48. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda MMP9 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol deg@erleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli

olarak farkhhk gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 49. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda NFKB mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gosteren orneklerdir. (v%) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamli olarak
farkhhk gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 50. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda PLP mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli

olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 51. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda PTPN mRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren érneklerdir. (¥%) P < .05 diizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farklihk gésteren érneklerdir.
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Sekil 52. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda STAT mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol deg@erleri 1 alind1. (*) P < .05 duizeyinde kontrol grubundan anlamh
olarak farklilik gosteren 6rneklerdir. (%) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlaml olarak

farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 53. MSCov ekstresinin ve n-bitanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda SOD mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farkhlk gosteren drneklerdir.
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Sekil 54. MSCov ekstresinin ve n-butanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda TGFB1 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol deg@erleri 1 alindi. (*) P < .05 duizeyinde kontrol grubundan anlamh
olarak farklilik gésteren drneklerdir. (%) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamli olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 55. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
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DAE olusturulan fare beyin dokularinda TNF mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile
normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gosteren orneklerdir. (v%) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamli olarak
farkhhk gosteren érneklerdir.



Kat Degisim [YVHAH/ACTB)

Sekil 56. MSCov ekstresinin ve n-batanol, diklorometan, etil asetat, jelimsi faz fraksiyonlarinin
DAE olusturulan fare beyin dokularinda YYHAH mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB
ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamli
olarak farklilik gésteren drneklerdir. (%) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlaml olarak

farklilik gosteren 6rneklerdir.

3.3.4 Protein Duzeyinde Ekspresyonlarin Tespit Edilmesi

Transkript dizeyinde anlamh degisiklik gosteren genlerin bazilari ayni zamanda protein
dizeyinde Western blot teknigi uygulanarak analiz edildi. Burada karsilasilan en énemli sorun
hayvanlardan elde edilen dokularin oldukga kuguk olmasi ve doularin yarisinin histolojik ve
immunuhistokimyasal analizler i¢i kullaniimasindan kaynaklanan doku yetersizligi oldu. Bu
nednele, RNA izolasyonunda kullanilan dokularin, izolasyon asamasinin ilk evresinde
¢oktlrlerek elde eilen protein fraksiyonu solubilize (¢éztunalUrlestirilerek) edilerek protein eldesi
icin kullanildi. Maalesef bu noktada her nekadar proje bltgesinde oldukga ytiksek rakam gibi
go6riinen proje butgesi, projenin toplam kapsami ile karsilastirilinca zengin bir bit¢ce olmadigi
icin bu islem icin ayr kit kullanilamadi. Bu nednle protein izolasyonlarinda énemli élglide
kayiplar yasandi. Bu nedenle de burada ¢ok érnek analizi yapilamadi. Onemli olan genler

calisildi. Sonugclar Sekil 142-151’de verilmektedir.
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Sekil 57. APP protein ekspresyon dizeyi ve blot gorintisi. Sonuglar ACTB proteini ile
normalize edilmistir. Veriler t¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir;

Kontrol degeri 100 olarak alinmistir
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Sekil 58. CCL5 protein ekspresyon dizeyi ve blot gorintlisid. Sonuglar ACTB ile normalize
edilmistir. Veriler l¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol

degeri 100% ahnmistir. (*) P < .05 dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklilik



gosteren érneklerdir. (¥) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamh olarak farkhlik gésteren

orneklerdir.
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Sekil 59. CXCL9 protein ekspresyon diizeyi ve blot goérintisi. Sonuglar ACTB ile normalize
edilmistir. Veriler t¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama dederleridir; Kontrol
degeri 100% alinmistir. (*) P < .05 dlzeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farkhlk
gb6steren érneklerdir. (3%¢) P < .05 diizeyinde DAE grubundan anlamli olarak farklilik gésteren

orneklerdir.
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Sekil 60. CXCL10 protein ekspresyon dizeyi ve blot goruntisu. Sonuglar ACTB ile normalize

edilmistir. Veriler U¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol
degeri 100% alinmistir. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamh olarak farklilik

gOsteren orneklerdir. (¥) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlaml olarak farklilik gdsteren

orneklerdir.
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Sekil 61. GFAP protein ekspresyon dizeyi ve blot goruntisu. Sonuglar ACTB ile normalize

Kontrol DAE Mscowv Diklorometan  Etil asetat Biitanol

edilmistir. Veriler U¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol



degeri 100% ahnmustir. (*) P < .05 dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farkhlk

gosteren érneklerdir. (¥) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamh olarak farkhlik gésteren

orneklerdir.
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Sekil 62. MAG protein ekspresyon dizeyi ve blot gorintist. Sonuglar ACTB ile normalize
edilmistir. Veriler U¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol
degeri 100% alinmistir. (*) P < .05 dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farkhlk

gOsteren orneklerdir. (¥¢) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlamli olarak farklilik gosteren

orneklerdir.
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Sekil 63. MMP9 protein ekspresyon dlizeyi ve blot goriintisi. Sonuglar ACTB ile normalize
edilmistir. Veriler ¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol
degeri 100% ahnmistir. (*) P < .05 dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklihk
gOsteren orneklerdir. (5¢) P < .05 dizeyinde DAE grubundan anlamli olarak farklilik gésteren

orneklerdir.
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Sekil 64. NFKB protein ekspresyon dizeyi ve blot goruntisu. Sonuglar ACTB ile normalize

Kontrol DAE Mscov Diklorometan Etil asetat Biitanol

edilmistir. Veriler G¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol
degeri 100% alinmistir. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklilik
gosteren drneklerdir. (¥) P < .05 dlzeyinde DAE grubundan anlamli olarak farkhlk gosteren

orneklerdir.



Relatif PLP Protein Seviyesi

Kontrol DAE Mscov Diklorometan  Etilasetat Biitanol Std Hata

mPLP

Sekil 65. PLP protein ekspresyon dizeyi ve blot goérintist. Sonuclar ACTB ile normalize

edilmistir. Veriler t¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol
degeri 100% alinmistir. (*) P < .05 duzeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklilik
gOsteren orneklerdir. (¥) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlaml olarak farklilik gosteren

orneklerdir.

TNF

140 -

120 -

100 -

Relatif TNF Protein Seyiyesi

Kontrol DAE Mscow Diklorometan Etil asetat Biitanol Std Hata
o THF

Sekil 66. TNF protein ekspresyon dizeyi ve blot gérintlsid. Sonuglar ACTB ile normalize

edilmistir. Veriler U¢ kez tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol



degeri 100% ahnmistir. (*) P < .05 dizeyinde kontrol grubundan anlamli olarak farklilik
gOsteren orneklerdir. (¥) P < .05 duzeyinde DAE grubundan anlamli olarak farklilik gosteren

orneklerdir.

3.3.5 Tim Genom Trankriptom Analizleri

Deney protokollerin uygulamalari sonucu hayvanlarda tim genomda transkriptom
degisimlerini tayin etmek ve uygulamalar arasi degiskenlikleri daha genig bir yalpezede

arastirmak icin Done Genetik firmasindan hizmet alinarak bu islemler gergekelstirildi.

Calisma kapsaminda; butce yetersiliginden (proje 6nerisi yapildiginda 1.75 TL diizeyinde olan
dolar kuru analizlerin yaptirildigi dénem 2,90’lar seviyesinde idi. Buna ragmen artis talebimiz
uygun gorulmedi. Bu bir serzenis degidir, realiteyi belitmek ve neden basta 24 6rnek ile
plananan deneyler sadece 12 érnek ile gergeklstirildi onu anlatmak icin deginildi). Bes farkh
gruptan [Kontrol (c1, c2); Hasta (DEA1, DEA2); MSCov Kontrol (MSCovl, MSCov2); Paralel
Hasta (PDEAL, PDEA2, PDEA3) ve Tedavi (DEA-MSCovl, DEA-MSCov2, PDEA-MSCov3)]
toplam 12 adet RNA sirkete kurubuz ile gonderilerek analizleri yaptirildi. Bu érneklerin cRNA
doénusumleri yapilarak Agilent platformunda 60 bin probe kullanilarak, “SurePrint G3 Mouse
Gene Expression 8x60K” ile tim genom ekspresyon profili gikariimistir. Calismada ayni 6érnek

grubuna dahil olan dérnekler ayni kodla adlandirilip, teknik replika olarak degerlendirilmigtir.

Ham mikrodizin verisi Agilent Feature Extraction v11.0.1.1 programi yardimi ile elektronik
verilere donusturdlmustir. Mikroarray verilerinin kalite kontrol amacli olusturulan sinyal
yogunluk grafikleri agsagida gdsterilmistir. Yapilacak karsilastirmali analizler igin her drnegin
verisinden arkaplan gurultist uzaklastirilmis ve tim orneklerin verisi ylzdelik (quantile)
normalizasyona tabi tutulmustur. istatistiksel analizler R 3.1.2 (www.r-project.org) programi ile
yapiimigtir (Sekil 152-154)
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Sekil 67. Her bir drnekte tespit edilen probe sayisi

After Quantile Norsalization

Before Quantile Normalization
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Sekil 68. Normalizasyonun “Box Plot” Gosterimi



Before Quantile Normalization After Quantile Normalization
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Sekil 69. Normalizasyonun “Density Plot” Gosterimi

Normalize edilen veriler (hangi grupta olduklari géz énune alinmadan) 6rneklerin tim genom
gen ekspresyon profilleri arasinda yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu asagidadir.
Hiyerarsik kimeleme ‘Hierarchical’ yaklagsimi kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik birimi
olarak “Euclidean” secilmistir. Ayrica teknik replika olarak caligilan érneklerden elde edilen

probe isimalarinin ortalama verileri hesaplanarak elde edilen grup verisinin hiyerarsik

kiimeleme sonucu ise asagida verilmektedir (Sekil 155).
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Sekil 70. Gruplar baz alinarak yapilan Kimeleme Analizi



Kimeleme analizinde goériuldigu gibi molekller galismalarda da tespit edildigi gibi DEA hasta
ile paralel hasta (PDEA) hayvanlar arasinda farkhliklar mevcuttur. Hastalar tUm gruplardan
oldukga farkli gen ifadesi géstermektedirler. Tedavi edilen (DEA-MSCov) hayvanlar arasinda
da farklilik vardir, PDAE hayvanalar arasinda oldugu gibi. Bu grup ici farkliliklar normaldir
cunku genetik farkliklalar ve diger faktorler bu degisikliklere etki edebilir. Biz ortalama degerleri
dikkate aldigimiz i¢in farkhliklar bu kadar dikkat cekmemektedir (Sekil 156).

c1 c2 DEA1Y DEAZ MSCo? MSCov2 PDEAY PDEA2 PDEA3 DEA-MSCov! DEAMSCov2 3

Sekil 71.. Kimeleme Analizi (Probelu Gdsterim)

Calismalara 55.681 adet probe’la baglandi ve probe’lar ekspresyon seviyelerine, arka planina,
sinyal yogunluguna gére filtrelendi. Log based transformasyon ve quantile normalizasyon
uygulandiktan sonra LPE testinin ardindan FC (Fold Change) Analizi yapilarak 2 den buyuk
kat degisimleri her bir probe igin artis ve azalig olarak belirtildi. Gruplar arasi anlamli degisim

g6zlenen prob sayilari Sekil 157°de verilmektedir.
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Sekil 72. Gruplar arasinda yukari ve asagi regule edilen probe sayilari (FC>=2)

Fonksiyonel analizlerde DAVID araci kullanilarak Figur
faydalanilmis ve gen ontoloji analizi sonuglari asagidaki Sekil 157-161 de verilmektedir.

KEGG_PATHWAY (Pathways)

Top 1@ Terms of DAVID Functional Annotation Chart
PValue<@.85(*), 0.81(**), ©.801(***)

mmue4612:Antigen processing and
presentation

mmue5330:Allograft rejection
mnues32e:Autoimmune thyroid disease
mmue5332:Graft-versus-host disease
mmue4942:Type I diabetes mellitus

mmue5416:Viral myocarditis

mmues61e:Complement and coagulation
cascades

mmu@4623:Cytosolic DNA-sensing
pathway

mmu85322:Systemic lupus erythematosus

mmuess14:Cell adhesion molecules
(Cams)

11°deki

Count

Sekil 73. Kontrol ve DEA hayvanlarda karsilastirmali KEGG yolaz analiz sonuglari

14

veritabanlarindan



KEGG_PATHWAY (Pathways)

Top 1@ Terms of DAVID Functional Annotation Chart
Pvalue<.@s5(*), 2.81{**), e.ee1{">*)

neu8ss12:Antigen processing and
presentation

mmues33e:Allograft rejection

maue532¢: Autoimmune thyroid disease

mauesa1s:viral myocarditis

mwes332:Graft-versus-host disease

mmuR4940:Type I diabetes mellitus

mUe5322:Systemic lupus erythematosus

mmuR4sis:Cell adhesion molecules
(Cams)

mmues31e:Asthes

mmu@sese: Cytokine.cytokine receptor
interaction

Count

Sekil 74. Kontrol ve PDEA hayvanlarda karsilastirmali KEGG yolaz analiz sonuglari

KEGG_PATHWAY (Pathways)

Top 1@ Terms of DAVID Functional Annotation Chart
PValu2<0.a85(*), 0.01("*), e.e01(***)

mau@5330:Allograft rejection

mmueS32e: Autoimmune thyroid disease

mmuB4612:Antigen processing and
presentation

mmues416:viral myocarditis
mmue5318:Asthma

mau@5322:Systemic lupus erythematosus

mnues672:Intestinal immune network
for Igh production

maueS332:Graft.-versus-host disease

mmUR4942: Type 1 diabetes mellitus

mmue4s14:Cell adhesion molecules
(Cans)

Count



Sekil 75. Kontrol ve MSCov hayvanlarda kargilastirmall KEGG yolaz analiz sonuglari

KEGG_PATHWAY (Pathways)

9 3 Terms of DAVID Functional Annctation Charst

Sekil 76. DEA ve DEA-MSCov hayvanlarda karsilastirmali KEGG yolaz analiz sonugclari

Bu yolaklarin incelendiginde MS modeli olusturulan hayvanlarda ifade degisimi gézlenen
yolaklar genellikle bagisikli ve enflamatuar ilhili yolaklar oldugu gortlmektedir. Bu degisimler

MSCov uygulamasi ile Gnemli oranda kontrol ifadelerine benzer sekilde degistirildigi gozlendi.

Bu veriler ile biyoenformatik analizler hala yapilmaktadir. Tartisma boéliminde kendi

gerceklestirdigimiz ilave analizlerden drnekler veriimektedir.
3.3.6 Beyin Dokularinda Histolojik Analizler

DAE olusturulan hayvanlardan beyin dokulari alindijinda metot bolimunde belirtildigi gibi
yarimkurenin birisi molekuler galismalar igin ayrilirken diger yarim kure ve spinal kord da %10

luk formaldehit ile saklanarak histokimyasal analizler igin kullanildi.
3.3.6.1.1 “Luxol Fast Blue” Histokimyasal Boyasi

Luxol fast blue histokimyasal boyamasi ile yapilan boyamalarda kontrol grubunda miyelinli sinir
fibrillerinin normal yapi ve goérinime sahip oldugu ancak DAE grubundaki deneklere ait beyin
kesitlerinin boyali preperatlarinda miyelinli fibrillerde dejenerasyon, bazi alanlarda fibriller
organizasyonun duzenliliginde bozulma gézlenmistir. Sekilde MSCov tedavi (C) ile isaretli

grupta miyelinizasyonun ve fibriller organizasyonun iyi korundugu gézlenmistir (Sekil 162).
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Sekil 77.: Beyin dokusuna ait kesitlerin Luxol fast blue ile boyanmasi; kontrol grubu (A), DAE
grubu (B), MSCov tedavi grubu (C), dikloromethan grubu (D), etil asetat grubu (E) n-bitanol
grubu (F). Sekilde kontrol grubunda miyelinli sinir liflerinin normal yapilarini koruduklari
izlenmektedir, (B) EAE grubunda ise; miyelin kilifa ait degisiklikler okla isaretli olarak
izlenmektedir. (C)MSCov tedavi grubunda ise miyelin kilifla ilgili degisikliklerin azaldigi,
miyelinizasyonun ve fibriller organizasyonun iyi korundugu gézlenmigstir diklorometan grubu
(D), etil asetat grubu (E) ve n-butanol grubunda (F) ise MSCov tedavi grubuna benzer morfoloji

gbzlenmistir.




3.3.6.1.2 Toluidin Boyasi

Medulla spinalis dokusuna ait yari ince kesitlerin Toluidin mavi ile boyanmasinda kontrol
grubundaki deneklere ait miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin kilifin normal yapilarini
koruduklari izlenmektedir, DAE grubunda ise miyelin kilifta dejenerasyon izlenirken; MSCov
tedavi grubunda miyelin kilifla ilgili degisikliklerin azaldigi, diklorometangrubu, etil asetat grubu
ve n-bitanol grubunda ise miyelinli sinir fibrillerdeki dejenerasyonlarin geriledigi gézlenmistir
(Sekil X163.



Sekil 78. Medulla spinalis dokusuna ait yari ince kesitlerin Toluidin mavi ile boyanmasi; kontrol
grubu (A), DAE grubu (B), MSCov tedavi grubu (C), diklorometan grubu (D), etil asetat grubu
(E) n-bltanol grubu (F). Sekilde kontrol grubunda miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin
kilifin normal yapilarini koruduklari izlenmektedir, (B) DAE grubunda ise; miyelin kilifa ait
degisiklikler okla isaretli olarak izlenmektedir. (C)MSCov tedavi grubunda ise miyelin kilifla ilgili
degisikliklerin azaldigi, diklorometan grubu (D), etil asetat grubu (E) ve n-bitanol grubunda (F)

ise MSCov tedavi grubuna benzer morfoloji gézlenmistir.



3.3.6.1.3 Miyelin Basic Protein (MBP) ve Miyelin |liskili Glikoprotein (MAG)

immiinreaktivitesi;

Gruplar arasindaki histomorfolojik farkliliklar skorlanarak degerlendirildi. Skorlama igin onluk
biiyiitmede birbiriyle értiismeyen alanlar rastgele yontemle segildi. immunpozitif boyanmanin
derecesi, yodunluk ve dagihm agisindan 0O'dan 3'e kadar olan bir gdsterge cizelgesi
kullanilarak semikantitatif skorlama ile degerlendirildi. immunreaktivite yok ise 0, hafif ise 1,

orta ise 2 ve belirgin olmasi durumunda 3 puan verildi (Tablo 29) (Tuzun vd., 2011).
Tablo 15. MBP ve MAG immiinreaktivitesinin skorlanmasi

MBP MAG

Ortalama S. Sapma  Ortalama S. Sapma

Kontrol 2,67 0,52 2,67 0,52
DAE 1,00 0,00 1,00 0,00
MSCov 2,17 0,41 1,93 0,41
DMSO 2,43 0,52 2,00 0,00
Diklorometan 133 0,52 1,00 0,00
Etil Asetat 1,33 0,52 1,33 0,52
n-Biitanol 1,33 0,52 1,33 0,52
Jelimsi faz 1,67 0,52 1,67 0,52

Her iki antikora ait immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde; kontrol grubunda
beyinde periventrikiiler alanda yer alan beyaz cevherde olagan goérinen MBP ve MAG
immunreaktivitesinin, DAE gruplarinda azaldigi gézlendi. Tedavi gruplarinda ise MBP ve MAG
immunreaktivitesinin DAE grubuna gore farkli derecelerde artig gdsterdigi goruldu. Tedavi
gruplari degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak degerlendirilmekle birlikte, 6zellikle “MSCov
tedavi grubunda periventrikuler alan degerlendirildiginde, MBP ve MAG immunpozitifligin hem

miyelinli fibrillerde hem de oligodendroglialarda daha fazla oldugu gézlendi (Sekil 164-165)
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Sekil 79. Beyin dokusuna ait periventrikiler alandaki beyaz cevherden alinan kesitlerin anti-
MBP antikoru ile immunhistokimyasal boyanmasina ait resimler; kontrol grubu (A), DAE grubu
(B), MSCov tedavi grubu (C), diklorometan grubu (D), etil asetat grubu (E) ve n-butanol grubu
(F). Sekilde periventrikiler alandan alinan beyaz cevhere ait kesitlerde, kontrol grubunda
miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin kilifin normal yapilarini koruduklari, oligodendrositlerin
anti-MBP antikoru ile kuvvetli immunpozitif boyandiklari izienmektedir, (B) DAE grubunda ise;
anti-MBP antikoru ile oligodendrositlerin immunpozitif boyanmasinin azaldigi okla isaretli
olarak izlenmektedir.(C) MSCov tedavi grubunda ise miyelin kilifla ilgili degisikliklerin azaldigi
ve oligodendrositlerin, diklorometan grubu (D), etil asetat grubu (E) ve n-bitanol grubunda (F)



ise anti-MBP antikoru immunpozitifligin DAE grubuna gore arttigi ancak MSCov tedavi grubu

kadar glcli olmadigr gézlenmektedir.
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Sekil 80. Beyin dokusuna ait periventrikiler alandaki beyaz cevherden alinan kesitlerin anti-
MAG antikoru ile immunhistokimyasal boyanmasina ait resimler; kontrol grubu (A), DAE grubu
(B), MSCov tedavi grubu (C), diklorometan grubu (D), etil asetat grubu (E) ve n-bitanol grubu
(F) Sekilde periventrikller alandan alinan beyaz cevhere ait kesitlerde, kontrol grubunda
miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin kilifin normal yapilarini koruduklari ve anti-MAG

immunpositif boyanan hicreler izlenmektedir, (B) DAE grubunda ise; anti-MAG antikoru ile



immunpositif boyanmasinin azaldigi okla isaretli olarak izlenmektedir.(C) MSCov tedavi
grubunda ise miyelin kihfla ilgili degdisikliklerin azaldigi, diklorometan grubu (D), etil asetat
grubu (E) ve n-butanol grubunda (F) ise anti-MAG antikoru immunpositifligin DAE grubuna

gore arttigi ancak MSCov tedavi grubu kadar gigli olmadigi gézlenmektedir.

3.3.6.1.4 CD45 (Protein tyrosine phosphatase, receptor type C) inmunreaktivitesi

CD45 antikoruna ait immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde; kontrol grubunda
beyinde periventrikiler alanda yer alan beyaz cevherde olagan goérinen CD45
immanreaktivitesinin, DAE gruplarinda arttigi gozlendi. Tedavi gruplarinda ise CD45
immuUnreaktivitesinin DAE grubuna gore farkli derecelerde azalma gosterdigi goruldi. Tedavi
gruplar degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak degerlendiriimemekle birlikte, 6zellikle
“‘MSCov tedavi grubunda periventrikiler alan degerlendirildiginde, CD45 immunpozitifligin
daha az oldugu gdzlendi (Tablo 30 ve Sekil 166).

Tablo 16. CD45 immiunreaktivitesinin gruplara gore skorlanmasi

CD45

Ortalama S. Sapma

Kontrol 0,33 0,52
DAE 3,00 0,00
MSCov tedavi 1,17 0,41
DMSO 2,70 0,50
Diklorometan 2,67 0,52
Etil Asetat 2,33 0,52

n-biitanol 2,33 0,52
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Sekil 81. Beyin dokusuna ait periventrikiler alandaki beyaz cevherden alinan kesitlerin anti-

DAE grubu
batanol grubu

il

kontrol grubu (A)

CD45 antikoru ile immunhistokimyasal boyanmasina ait resimler;

diklorometan grubu (D), etil asetat grubu (E) ve n

(B), MSCov tedavi grubu (C)

anti-CD45

(F). Sekilde periventrikiler alandan alinan beyaz cevhere ait kesitlerde

(C) MSCov tedavi

immunpositif boyanan hucrelerin (B) DAE grubunda arttigi gézlendi.

gu

daha az oldu

de, CD45 immunpozitifligin

gin

grubunda periventrikiler alan degerlendirildi

g6zlendi. Oklar CD45 immiin positive hiicreleri gostermektedir.



3.3.6.1.5 GFAP (Glial fibriller asidik protein) Immunreaktivitesi:

Gruplar arasindaki histomorfolojik farkliliklar skorlanarak degerlendirildi. Skorlama igin onluk
blylitmede birbiriyle drtiismeyen alanlar rastgele yontemle segildi. immunpozitif boyanmanin
derecesi, yodunluk ve dagihm acgisindan 0O'den 3'e kadar olan bir gdsterge cizelgesi
kullanilarak semikantitatif skorlama ile degerlendirildi. immunreaktivite yok ise 0, hafif ise 1,
orta ise 2 ve belirgin olmasi durumunda 3 puan verildi (Tuzun vd., 2011). Ortalama skorlar

Tablo 31’de verilmektedir.

Tablo 17. GFAP imminreaktivitesinin skorlanmasi

GFAP

Ortalama S. Sapma

Kontrol 0,33 0,52
DAE 3,00 0,00
MSCov tedavi 1,33 0,52
DMSO 2,70 0,50
Diklorometan 2,67 0,52
Etil Asetat 2,33 0,52
n-butanol 2,33 0,52

GFAP antikoruna ait immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde; kontrol grubunda
beyinde periventrikiler alanda yer alan beyaz cevherde olagan goérinen GFAP
immanreaktivitesinin, DAE gruplarinda arttigi goézlendi. Tedavi gruplarinda ise GFAP
immunreaktivitesinin DAE grubuna goére farkli derecelerde azalma gdsterdigi goruldu. Tedavi
gruplan degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak degerlendiriimemekle birlikte, 6zellikle
“‘MSCov tedavi grubunda periventrikiler alan degerlendirildiginde, GFAP immunpozitifligin
daha az oldugu gézlendi (Sekil 167)



Sekil 82. Beyin dokusuna ait periventrikiler alandaki beyaz cevherden alinan kesitlerin anti-
GFAP antikoru ile immunhistokimyasal boyanmasina ait resimler; kontrol grubu (A), DAE
grubu (B), MSCov tedavi grubu (C), diklorometan grubu (D), etil asetat grubu (E) ve n-butanol
grubu (F). Sekilde periventrikiler alandan alinan beyaz cevhere ait kesitlerde anti- GFAP
immunpositif boyanan hicrelerin (B) DAE grubunda arttigi gozlendi. (C) MSCov tedavi
grubunda periventrikiler alan degerlendirildiginde, GFAP imminpozitifligin daha az oldugu

g6zlendi. Oklar anti- GFAP immunpozitifligi gbstermektedir.






3.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalan

Calismalarimizda proje 6nerisinde bulunmamasina ragmen zaman igerisinde projenin akigi
icerisinde elde edilen saf bilesiklerin hayvan deneyleri icin yeterli olmamasi nedeniyle, SBAG
Yurutme Komitesi bilgisi ve oluruyla insan néroblast hiicreleri (SH-SY5Y) eklendi ve kullanildi.
Bu amagla, dncelikle hicrelerin hayvan modelinde elde edilen sonuclarla paralelligi MSCov
ekstresi denenerek test edildi ve daha sonra elde edilen bilesikler hiicre kiltiriinde calisildi.
Hucreler uygun ortam ve sartlar saglanarak biyatdldid ve ilk olarak sitotoksisite deneyleri
yapildi. Her madde i¢in uygun dozlar belirlendikten sonra hcrelere uygulandi ve RNA
izolasyonu yapildiktan sonra, belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diuzeyleri tayin edildi. Bu
bdlim calismalarda tim sonuglar, aksi belirtiimedikge, 3 bagimsiz tekrarin triplike ¢olgiimlerin

ortalama * standard sapma seklinde verilmektedir.
3.4.1 SH-SY5Y Hiicrelerinde MSCov Ekstresi Caligmalari
3.4.1.1 MSCov Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda MSCov ekstresi suda ¢ozllerek 0,2 mikronluk
filtrelerden gecirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hlicre dizisi
Uzerine 24 saat suUresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda

MSCov ekstresinin hiicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 168)

120 5td Hata
m %'de Canhihik
100
BO
—
5 60
L
L
T a0 -
=
20 -
a
R T R N SRR
"‘I_,.ﬁ A "'*S' N:.“'? By’ "'l'“

MSCov Konsantrasyonu
Sekil 1. MSCov ekstresinin hicre canhhigina etkisi.

Her nekadar hicre ¢alismalari ile NOEL ve LOEL gibi degerlerin saptanmasi mimkin degilse

de ilerleyen calismalar icin toksik olmayan doz, en az toksik olan doz ve toksik olan doz



saptanmaya ve kullaniimaya caligildi. Bu sitotoksisite sonuglarina goére bundan sonraki

calismalarda 4mg/ml, 6mg/ml ve 9mg/ml MSCov konsatrasyonunun kullaniimasina karar

verildi.

3.4.1.2 MSCov Ekstresinin SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin mRNA

Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢calismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hicrelere bu belirlenen

dolarda MSCov ekstresi uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hicrelerden izole edilen

RNA’lar ile belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri ¢alisildi. Elde edilen sonuglar
asagida verilmistir (Sekil 169-185).
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Sekil 2. MSCov ekstresinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) APP mRNA seviyesine

olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) ile isaretlenen

genler P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren genlerdir.
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Sekil 3. MSCov ekstresinin insan noéroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) C1S mRNA seviyesine

olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 4. MSCov ekstresinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CCL5 mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlizeyinde

anlamli olarak farkhlik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 5. MSCov ekstresinin insan noéroblast hlicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.
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Sekil 6. MSCov ekstresinin insan ndéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CXCL10 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 7. MSCov ekstresinin insan noroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GFAP mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde

anlamli olarak farklilik gdsteren érneklerdir.
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Sekil 8. MSCov ekstresinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GNAI mRNA seviyesine

olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde

anlamli olarak farkhlik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 9. MSCov ekstresinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) HIF1A mRNA seviyesine

olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 diuzeyinde

anlamli olarak farkhlik gosteren érneklerdir.
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Sekil 10. MSCov ekstresinin insan néroblast hicre hattinda (SHSYSY) IL6 mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde

anlamli olarak farkhlik gosteren érneklerdir.
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Sekil 11. MSCov ekstresinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) MAG mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1. (*) P < .05 duzeyinde
anlamli olarak farklilik gosteren érneklerdir.
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Sekil 12. MSCov ekstresinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gésteren érneklerdir.
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Sekil 13. MSCov ekstresinin insan noroblast hicre hattinda (SHSY5Y) NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 14. MSCov ekstresinin insan noroblast hiicre hattinda (SHSYS5Y) PLP mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde

anlamli olarak farkhlik gosteren érneklerdir.
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Sekil 15. MSCov ekstresinin insan noroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duzeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 16. MSCov ekstresinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSYS5Y) STAT mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkhlk gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 17. MSCov ekstresinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) SOD mRNA seviyesine

olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 18. MSCov ekstresinin insan noroblast hicre hattinda (SHSY5Y) TNF mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dlizeyinde

anlamli olarak farkhlik gosteren 6rneklerdir.
3.4.2 SH-SY5Y Hiicrelerinde Diklorometan Alt Fraksiyonu Galigmalari
3.4.2.1 Diklorometan Sitotoksisite Caligmasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda Diklorometan alt fraksiyonu %20 DMSQO’da
cozulerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegcirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk)
ekilen SH-SY5Y hdcre dizisi Uzerine 24 saat slresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda
farkl konsantrasyonlarda Diklorometan alt fraksiyonunun hiicrelerin yasam oranlarina etkisi
belirlendi (Sekil 186).
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Sekil 19. Diklorometan alt fraksiyonunun hticre canliliina etkisi.



Bu sitotoksisite sonuglarina goére bundan sonraki g¢alismalarda 20ug/ml ve 40ug/ml

Diklorometan konsatrasyonunun kullaniimasina karar verildi.

3.4.2.2 Diklorometan Alt Fraksiyonunun SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin

MRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢calismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hicrelere bu belirlenen
dolarda Diklorometan alt fraksiyonu uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hicrelerden izole
edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon diizeyleri calisildi. Elde

edilen sonuclar asagida verilmistir (Sekil 187-203).
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Sekil 20. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSYS5Y) APP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 21. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast huicre hattinda (SHSY5Y) C1S mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 22. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hucre hattinda (SHSYS5Y) CCL5
MRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gésteren 6rneklerdir.
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Sekil 23. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9
MRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 24. Diklorometan alt fraksiyonunun insan noroblast hucre hattinda (SHSY5Y) CXCL10

MRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 25. Diklorometan alt fraksiyonunun insan noroblast hucre hattinda (SHSY5Y)
GFAPmMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1

alindi.
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Sekil 26. Diklorometan alt fraksiyonunun insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GNAI

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 27. Diklorometan alt fraksiyonunun insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) HIF1A
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)
P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren 6rneklerdir.
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Sekil 28. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) IL6 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol de@erleri 1 alindi.
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Sekil 29. Diklorometan alt fraksiyonunun insan noéroblast hucre hattinda (SHSY5Y) MAG
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 30. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MMP9

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 31. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSYSY) NFKB

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 32. Diklorometan alt fraksiyonunun insan ndroblast hiicre hattinda (SHSYS5Y) PLP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 33. Diklorometan alt fraksiyonunun insan ndroblast hiucre hattinda (SHSY5Y) PTPN
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 34. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hucre hattinda (SHSYS5Y) STAT

MRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 35. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hucre hattinda (SHSY5Y) SOD

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.



TNF_DKM

1,5 -

— -

@ 1

o 05 -

=L

Prag

=

E 05 Kontrol

E a-

o

"&F -1,5

(] i

'E -2

X 25 - B .S_Id'l:lata
3 L7 “mTNF

Sekil 36. Diklorometan alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) TNF mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.

3.4.3 SH-SY5Y Hiicrelerinde Etil Asetat Alt Fraksiyonu Calismalari
3.4.3.1 Etil Asetat Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda Etil Asetat alt fraksiyonu %20 DMSO’da
cozulerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegcirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk)
ekilen SH-SY5Y hucre dizisi Uzerine 24 saat suresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda
farkh konsantrasyonlarda Etil Asetat alt fraksiyonunun hicrelerin yagsam oranlarina etkisi
belirlendi (Sekil 204).
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Sekil 37. Etil Asetat alt fraksiyonunun hucre canliligina etkisi.

Bu sitotoksisite sonuclarina gore bundan sonraki calismalarda 50ug/ml ve 100ug/ml Etil asetat

konsatrasyonunun kullaniimasina karar verildi.

3.4.3.2 Etil Asetat Alt Fraksiyonunun SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin mRNA

Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite galismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hiicrelere bu belirlenen
dolarda Etil asetat alt fraksiyonu uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hucrelerden izole
edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri ¢alisildi. Elde

edilen sonuglar asagida verilmistir (Sekil 205-221).
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Sekil 38. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) APP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 39. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) C1S mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 40. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duzeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 41. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 42. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CXCL10
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren 6rneklerdir.
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Sekil 43. Etil asetat alt fraksiyonunun insan ndroblast hiicre hattinda (SHSYS5Y) GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 44. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast huicre hattinda (SHSY5Y) GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duizeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren érneklerdir.
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Sekil 45. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) HIF1A mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren érneklerdir.
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Sekil 46. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duzeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 47. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSYS5Y) MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkhlk gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 48. Etil asetat alt fraksiyonunun insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 duizeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 49. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 50. Etil asetat alt fraksiyonunun insan ndroblast hucre hattinda (SHSY5Y) PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duzeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren 6rneklerdir.
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Sekil 51. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 52. Etil asetat alt fraksiyonunun insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) STAT mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duizeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 53. Etil asetat alt fraksiyonunun insan noéroblast hucre hattinda (SHSY5Y) SOD mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 54. Etil asetat alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) TNF mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir.

3.4.4 SH-SY5Y Hiicrelerinde n-Biitanol Alt Fraksiyonu Galismalari
3.4.4.1 n-Bitanol Sitotoksisite Caligmasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda n-bitanol alt fraksiyonu %20 DMSO’da
cOzllerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk)



ekilen SH-SY5Y hiicre dizisi Uzerine 24 saat slresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda
farkli konsantrasyonlarda n-bitanol alt fraksiyonunun hicrelerin yasam oranlarina etkisi
belirlendi (Sekil 222).
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Sekil 55. n-Butanol alt fraksiyonunun hiicre canliiina etkisi.

Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki galismalarda 50ug/ml ve 100ug/ml n-bitanol

konsantrasyonlarinin kullaniimasina karar verildi.

3.4.4.2 n-Butanol Alt Fraksiyonunun SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin mRNA

Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hiicrelere bu belirlenen
dolarda n-bitanol alt fraksiyonu uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan htcrelerden izole
edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri caligildi. Elde

edilen sonuglar agagida verilmigtir (Sekil 223-239).
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Sekil 56. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) APP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol de@erleri 1 alindi.
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Sekil 57. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hucre hattinda (SHSY5Y) C1S mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 58. n-Butanol alt fraksiyonunun insan noroblast hucre hattinda (SHSY5Y) CCL5 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 59. n-Bitanol alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol de@erleri 1 alindi.
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Sekil 60. n-Butanol alt fraksiyonunun insan noéroblast hucre hattinda (SHSY5Y) CXCL10
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 61. n-Bltanol alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 62. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GNAI mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 63. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hucre hattinda (SHSYS5Y) HIF1A mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 64. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSYSY) IL6 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 65. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 duizeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 66. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gésteren érneklerdir.
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Sekil 67. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duizeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 68. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hucre hattinda (SHSYS5Y) PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 69. n-Biutanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duzeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren érneklerdir.
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Sekil 70. n-Butanol alt fraksiyonunun insan noéroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) STAT mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol de@erleri 1 alindi.
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Sekil 71. n-Bltanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) SOD mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 72. n-Butanol alt fraksiyonunun insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) TNF mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkllik gésteren érneklerdir.

3.4.5 SH-SY5Y Hiicrelerinde izole Edilen Saf Maddelerin Calismalan
3.4.5.1 SH-SY5Y Hucrelerinde Glucocapparin Aktif Maddesi Caligsmalari
3.4.5.1.1 Glucocapparin Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda glucocapparin (GC) %20 DMSO’da ¢ozilerek
0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha énce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk) ekilen SH-
SY5Y hicre dizisi Uzerine 24 saat slresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkl

konsantrasyonlarda GC’in hicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 240).
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Sekil 73. Glucocapparinin hicre canliligina etkisi.

Bu sitotoksisite sonuglarina goére bundan sonraki caligmalarda 8 pg/ml ve 15 pg/ml GC

konsantrasyonlarinin kullaniimasina karar verildi.

3.4.5.1.2 Glucocapparin Aktif Maddesinin SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin
mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢calismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hicrelere bu belirlenen
dolarda GC uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hicrelerden izole edilen RNA’lar
kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri galisildi. Elde edilen sonuglar
asagida verilmistir (Sekil 241-255).
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Sekil 74. Glucocapparin aktif maddesinin insan noéroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) APP

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren 6rneklerdir.
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Sekil 75. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CCL5

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir.
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Sekil 76. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 77. Glucocapparin aktif maddesinin insan ndroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CXCL10
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 78. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GFAP
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)
P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren 6rneklerdir.
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Sekil 79. Glucocapparin aktif maddesinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSYS5Y)
GNAIMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1

alindi. (*) P < .05 duzeyinde anlamlh olarak farklilik gosteren érneklerdir.
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Sekil 80. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) HIF1A
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 81. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) IL6 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 82. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MAG
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gésteren érneklerdir.
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Sekil 83. Glucocapparin aktif maddesinin insan noéroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) MMP9
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren érneklerdir.
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Sekil 84. Glucocapparin aktif maddesinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) NFKB
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gésteren érneklerdir.
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Sekil 85. Glucocapparin aktif maddesinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PLP
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren érneklerdir.
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Sekil 86. Glucocapparin aktif maddesinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PTPN
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol de@erleri 1 alindi.
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Sekil 87. Glucocapparin aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSYS5Y) SOD
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 88. Glucocapparin aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) TNF

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.



3.4.5.2 SH-SY5Y Hiicrelerinde Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat - OPC Aktif Maddesi

Caligmalari
3.4.5.2.1 Olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat - OPC Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat (OPC)
%20 DMSO’da ¢ozilerek 0,2 mikronluk filtrelerden gegirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya
(1x103/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hicre dizisi Gzerine 24 saat sliresince maruz birakildi. 24
saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda OPC’nin hiicrelerin yagsam oranlarina etkisi belirlendi
(Sekil 256).
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Sekil 89. Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat’in hiicre canllijina etkisi.

Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan sonraki ¢alismalarda 15 pug/ml ve 20 pg/ml GC

konsantrasyonlarinin kullaniimasina karar verildi.

3.4.5.2.2 Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat Aktif Maddesinin SH-SY5Y Hiicrelerinde

Belirlenen Genlerin mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite galismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hicrelere bu belirlenen
dolarda OPC uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hicrelerden izole edilen RNA'lar
kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri ¢alisildi. Elde edilen sonuglar
asagida verilmistir (Sekil 257-272).
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Sekil 90. OPC aktif maddesinin insan néroblast hucre hattinda (SHSYS5Y) APP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 91. OPC aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) C1S mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 92. OPC aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CCL5 mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 93. OPC aktif maddesinin insan néroblast hucre hattinda (SHSY5Y) CXCL9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duizeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren érneklerdir.
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Sekil 94. OPC aktif maddesinin insan noroblast hicre hattinda (SHSYS5Y) CXCL10 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 95. OPC aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 96. OPC aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GNAI mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 97. OPC aktif maddesinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSYS5Y) HIF1A mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.
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Sekil 98. OPC aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) IL6 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 99. OPC aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 100. OPC aktif maddesinin insan noroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MMP9 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 101. OPC aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) NFKB mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 duizeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren érneklerdir.



PLP_OPC

2 -
1,8 -
1,6 -
14
1,2

0,8 -

0,6 -

04 -

0,2 - _

i % Std Hata
Kontrol 15pg/mlOPC 20pg/mlOPC mPLP

Kat Degisim (PLP/ACTB)

Sekil 102. OPC aktif maddesinin insan ndroblast hucre hattinda (SHSYSY) PLP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 103. OPC aktif maddesinin insan néroblast hiucre hattinda (SHSY5Y) PTPN mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 104. OPC aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) STAT mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 105. OPC aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) TNF mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
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.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.

3.4.5.3 SH-SY5Y Hiicrelerinde Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat - OPC Aktif Maddesi
ve Rutin Paralel Galigmalan

Proje kapsaminda yeni izole edilen ve MS iligkili genlerde DAE modelinde gérilen etkileri geri

donustirme konusunda son derece pozitif veriler sunan OPC bilesidi yine proje kapsaminda



MSCov igerisinde en fazla bulundugunu tespit ettigimiz rutin bilesigi ile kombine etkisi

tanimlamak igin birlikte calisildi.
3.4.5.3.1 Rutin Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi igin degisik konsantrasyonda Rutin %10 DMSO’da ¢6zllerek 0,2 mikronluk
filtrelerden gegirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y hcre dizisi
Uzerine 24 saat suresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkli konsantrasyonlarda rutinin

hlcrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 273).
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Sekil 106. Rutin’in hicre canliigina etkisi.

Bu sitotoksisite sonucglarina gbére bundan sonraki ¢alismalarda 20uM  Rutin
konsantrasyonunun 15ug/ml ve 20ug/ml OPC konsantrasyonlariyla paralel olarak hiicrelere

uygulanmasina karar verildi.

3.4.5.3.2 Rutin ve Olean-12-en-28-0l, 38 pentakosanoat Aktif Maddesinin Kombine
Uygulanmasinin SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin mRNA

Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢aligsmasiyla kullanilacak olan OPC ve Rutin dozlari belirlendikten sonra hicrelere
bu belirlenen dolarda OPC+Rutin uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hicrelerden izole
edilen RNA’lar kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri caligildi. Elde
edilen sonuglar asagida verilmistir (Sekil 274-287).
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Sekil 107. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hiicre hattinda
(SHSY5Y) APP mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren dérneklerdir.
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Sekil 108. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan noroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) CCL5 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindu.
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Sekil 109. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan noroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) CXCL9 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi.

CXCL10_OPC+RUTIN

B 1' |
&
1.~ Std Hata
&

W OPC+Rutin[20uM)

L= T ¥
I

R
I I

oo A

Kat Degisim [CXCL10/ACTB)
- "

b o

Sekil 110. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) CXCL10 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren dérneklerdir.
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Sekil 111. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hiicre hattinda
(SHSY5Y) GFAP mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi.
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Sekil 112. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) GNAI mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi.
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Sekil 113. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) HIF1A mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi.
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Sekil 114. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) MAG mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren drneklerdir.
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Sekil 115. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan noroblast hicre hattinda
(SHSY5Y) MMP9 mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindu.

NFKB_OPC+RUTIN

=
I

Kontrol

Kat Degisim [NFKB/ACTB)

. StdHata”
-2 - WOPC#Rutin{20pM)

Sekil 116. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hiicre hattinda
(SHSY5Y) NFKB mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol
degerleri 1 alindu.
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Sekil 117. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hucre hattinda
(SHSY5Y) PLP mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi. (*) P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren dérneklerdir.
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Sekil 118. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hucre hattinda
(SHSY5Y) PTPN mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindu.
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Sekil 119. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hiicre hattinda
(SHSY5Y) SOD mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi.
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Sekil 120. OPC aktif maddesi ve rutin paralel uygulanmasinin insan néroblast hiicre hattinda
(SHSY5Y) TNF mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol

degerleri 1 alindi. (*) P < .05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren dérneklerdir.

3.4.5.4 SH-SY5Y Hiicrelerinde Oleanolik Asit Aktif Maddesi Caligmalari
3.4.5.4.1 Oleanolik Asit Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda Oleanolik Asit (OA) %20 DMSO’da ¢ozullerek
0,2 mikronluk filtrelerden gegcirildi ve daha 6nce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk) ekilen SH-



SY5Y hicre dizisi Uzerine 24 saat slresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkl

konsantrasyonlarda OA’in hicrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 288).
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Sekil 121. Oleanolik asitin hicre canliligina etkisi.

Bu sitotoksisite sonuclarina gdre bundan sonraki galismalarda 10ug/ml ve 20ug/ml OA

konsantrasyonlarinin kullaniimasina karar verildi.

3.4.5.4.2 Oleanolik Asit Aktif Maddesinin SH-SYSY Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin
mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hicrelere bu belirlenen
dolarda OA uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hucrelerden izole edilen RNA’lar
kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri galisildi. Elde edilen sonuglar
asagida verilmigtir (Sekil 289-302).
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Sekil 122.0leanolik asit aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSYSY) APP
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.
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Sekil 123. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSYSY) C1S
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)
P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhhk gésteren drneklerdir.

Sekil 124. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CCL5
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)
P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren drneklerdir.
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Sekil 125. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.
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Sekil 126.0leanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) CXCL10
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 dizeyinde anlamli olarak farklilik gésteren érneklerdir.
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Sekil 127. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSYSY) GFAP
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.
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Sekil 128. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GNAI
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren drneklerdir.
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Sekil 129. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) HIF1A

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren érneklerdir.
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Sekil 130. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MAG

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 131. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) MMP9
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren érneklerdir.
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Sekil 132. Oleanolik asit aktif maddesinin insan noroblast hicre hattinda (SHSY5Y) NFKB
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren drneklerdir.
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Sekil 133. Oleanolik asit aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PLP

mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 134. Oleanolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PTPN
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)
P < .05 duzeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren orneklerdir.
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Sekil 135. Oleanolik asit aktif maddesinin insan noroblast hicre hattinda (SHSYS5Y) TNF
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonucglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren 6rneklerdir.

3.4.5.5 SH-SY5Y Hiicrelerinde Ursolik Asit Aktif Maddesi Calismalari

MSCov ekstresi ve Capparis ovata bitkisinden izole edilen bir diger biesik olan ursolik asitin de

MS iligkili genlere olan etkileri arastirildi.
3.4.5.5.1 Ursolik Asit Sitotoksisite Calismasi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda Ursolik Asit (UA) %20 DMSQO’da ¢dzilerek 0,2
mikronluk filtrelerden gecirildi ve daha énce 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk) ekilen SH-SY5Y
hlcre dizisi Uzerine 24 saat slresince maruz birakildi. 24 saatin sonunda farkh

konsantrasyonlarda UA'in hlcrelerin yasam oranlarina etkisi belirlendi (Sekil 303).
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Sekil 136. Ursolik asitin hicre canhligina etkisi.

Bu sitotoksisite sonuglarina gdre bundan sonraki calismalarda 5ug/ml ve 10ug/ml UA

konsantrasyonlarinin kullaniimasina karar verildi.

3.4.5.5.2 Ursolik Asit Aktif Maddesinin SH-SY5Y Hiicrelerinde Belirlenen Genlerin
mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

Sitotoksisite ¢alismasiyla kullanilacak olan dozlar belirlendikten sonra hiicrelere bu belirlenen
dolarda UA uygulandi. 24 saatin sonunda toplanan hicrelerden izole edilen RNA’lar
kullanilarak belirlenen genlerin mRNA ekspresyon dizeyleri galisildi. Elde edilen sonuclar
asagida verilmigtir (Sekil 304-317).
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Sekil 137. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) APP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.



C1S_UA

2 -
—
b 1 -
—
2
—— 0
ﬂ Kontrol
o 1
E -
T
v 3
O
. ,
St 75td Hata
- mCis

Sekil 138. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) C1S mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gosteren érneklerdir.
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Sekil 139. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hucre hattinda (SHSY5Y) CCL5 mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.
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Sekil 140. Ursolik asit aktif maddesinin insan ndroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) CXCL9
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gdsteren érneklerdir.
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Sekil 141. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiucre hattinda (SHSY5Y) CXCL10
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 dizeyinde anlamli olarak farkllik gésteren érneklerdir.
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Sekil 142. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) GFAP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gosteren érneklerdir.
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Sekil 143. Ursolik asit aktif maddesinin insan ndroblast hicre hattinda (SHSY5Y) GNAI mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alind1.
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Sekil 144. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) HIF1A mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol de@erleri 1 alindi.
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Sekil 145. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSY5Y) MAG mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <
.05 duizeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren érneklerdir.
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Sekil 146. Ursolik asit aktif maddesinin insan noéroblast hicre hattinda (SHSY5Y) MMP9
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*)

P < .05 duzeyinde anlamli olarak farklilik gosteren drneklerdir.
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Sekil 147. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) APP mRNA

seviyesine olan etkisi. Sonuclar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi.
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Sekil 148. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hicre hattinda (SHSY5Y) PLP mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gésteren érneklerdir.
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Sekil 149. Ursolik asit aktif maddesinin insan noéroblast hucre hattinda (SHSY5Y) PTPN mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 duizeyinde anlamli olarak farkhlk gésteren érneklerdir.
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Sekil 150. Ursolik asit aktif maddesinin insan néroblast hiicre hattinda (SHSYS5Y) TNF mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar ACTB ile normalize edildi. Kontrol degerleri 1 alindi. (*) P <

.05 diizeyinde anlamli olarak farkhlik gosteren érneklerdir.



4 TARTISMA

Multipl skleroz giris béliminde de detayli olarak anlatildigi gibi son yilarda ézellikle Glkemizde
de prevelannsi artan, dinyanin en yaygin ndérolojik bozukluklardan biridir. Bununla birlikte
hastaligin etiyolojisinden ve patofizyolojisinden kaynaklanan bilinmeyenler ve hastalik
karakterlerinin goklu faktorlerce etkilenen heterojen yapida olmasindan dolayr MS icin hala
tamamen etkin bir tedavi yontemi ve kesin tedavi saglayan ilaglar yoktur. Bununla birlikte,
glinimizde MS’in semptomatik tedavisinde kullanilan yedi adet FDA tarafindan onaylanmis,
hastali§gi modifiye edici ilag bulunmaktadir ve bunlar da baslangi¢ olarak bu proje énerisinde

yurutilen analizlere benzer calismalar ile gelistirilmistir.

Bu nedenle hastaligin tedavisinde bitkilere dayali alternatif tedaviler halk arasinda
kullaniimaktadir. Bu calismada Turkiye’de MS hastalarinin tedavi icin siklikla kullandigi
Capparis ovata’nin iyilestirici etkileri fare MS modeli olan deneysel alerjik ensefalomiyelit
(DAE) modelinde molekuler, histolojik ve immunokimyasal metotlar ile agiga kavusturulmaya
calisildi. DAE MSS’nde gorilen ve insanlari etkileyen en yaygin nérodejeneratif hastalik olan
Multipl Skleroz (MS) igin bir hayvan modeli teskil etmektedir (Martin ve McFarland, 1995).
MSCov adini verdigimiz, tamamen dogal maddeler kullanilarak, higbir kimyasal madde ya da
¢ozlcu kullaniimadan Capparis ovata bitkisi tomurcuk, meyve ve cicek karisimindan elde
ettigimiz (patent X) ekstrenin iyilestirici etkisinin fraksiyonlanarak alt fraksiyonlarda ve izole

edilen saf bilesikler dizeyinde ile tanimlamaya caligildi.

Proje kapsaminda, oéncelikle MSCov ile molekiler toksikolojik calismalar gergeklestirildi.
Cunkl DAE modelinde kullanilacak glivenli doz saptamasi yapilmasi gerekliydi. Her ne kadar
proje 6ncesinde o6ngériler ile 500 mg/kg/gin dozu tek olarak arastiriimasi planlanmis
olmasina ragmen, daha bilimsel olmasi, daha dogru olmasi nedeniyle 2 doz (250 mg/kg/gun

ve 750 mg/kg/gliin) daha eklenerek 3 farkli doz ile calismalar yapildi.

Molekuler toksikoloji c¢esitli ksenobiyotik ajanlarin canh organizmalar Uzerinde etkileri
molekiiler gen ekspresyon diizeyinde inceleme calismalaridir. ilag-viicut etkilesimlerinin
anlasiimasi ilag gelistirme igin ¢ok énemlidir. Olasi yan etkiler i¢cin anahtar anlayiglar sunarak
ilag gelistirme programlarinin her asamasinda ¢ok énemlidir. 1980'lerin sonlarinda %40 olan
ilagc etkilesim toksisite orani molekiler profil ¢alismalari ile gliinimizde %13’Gn altina
dusurtlmis durumdadir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda toksik etkiye aktif sekilde yanit olan
13 farkli biyolojik yolakta yer alan 380 anahtar gen ve 4 adet normalizasyon (housekeeping)
geninin ekspresyonlari ¢aligildi. Segilen biyolojik yolaklar (apoptoz, nekroz, DNA hasari ve
tamiri, mitokondriyal enerji metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi, oksidatif stres, 1sI sok

tepkisi, katlanmamis protein stresi, sitokrom P450 ve ilag metabolizmasi, steatoz, kolestaz,



fosfolipidoz ve immun tepki) ¢cok genis bir yelpazede veri Uretecek sekilde ve temel genler
olarak segcildi. Boylelikle cok genis bir yan etki tarama ve belirlenmesi hedeflendi. Bu yolaklar
hemen hemen tim fizyolojik mekanizmalari kapsayacak verileri Uretebilmesi saglandi ve
onemli bir guvenilirlik olusturulmasi saglandi. Bdylelikle bu bitkiyi kullanilabilecek kitle
acisindan da onemli bir veri olusturulmus oldu. Cunku cesitli ajanlarin dogrudan insan
deneklerde guvenilirligi olmadigi ve denenemedigi ic¢in ilaglar gibi ajanlarin ve cesitli

uygulamalarin etkinligi yalnizca hayvan g¢alismalarindan spekiile edilebilir (Fay vd., 2012).

PubMed Uzerinde (arama tarihi: 26 Aralik 2015) "hayvan" terimi ile yaptigimiz arama 5.854.259
sonug verirken "hasta" terimi ile yapilan arama 5.368.066 sonu¢ vermektedir. Bir baska deyis
ile hayvan caligmalari dogrudan hastalar ile yapilan ¢caligmalardan daha fazladir. Her ne kadar
kemirgenler Homo sapiens ile tartismasiz uzak akrabalari olmalarina ragmen fareler ve
si¢anlar, biyomedikal literatlirde kral konumunda bulunmaktadir. Bu bilgiler proje kapsaminda
gerceklestirilen hayvan c¢alismalarinin gecerligini destekler verilerdir. Bu veriler ve
degerlendirmeler 1siginda elde ettigimiz verilerin dikkatli dederlendirmeler ile birlikte insan

biyolojisi icin faydali veriler oldugunu séylemek mumkuin olacaktir.

Molekuler toksikoloji profileme c¢alismalari ile DAE modelinde 500 mg/kg/gin dozun
kullaniimasina karar verildi. Cunkd daha dusuk olan doz (250 mg/kg/gun) ile aragtirilan
genlerin hi¢ birinde kontrol hayvanlara gore hicbir degisiklik gézlenmedi. Bununla birlikte daha
yuksek olan doz (750 mg/kg/gun) ile profileme calismalarinda yaklagik 110 genin ifade
dizeyleri kontrol hayvanlara gére anlamli olarak farklilik gésterdi. Bu genler Gzerine olan
etkilerde karmasik karakterlidir. Bu beklenen bir durumdur ¢linki ekstrede c¢ok farkli bilesen
bulunmasi nedeniyle incelenen genler Gzerinde de farkl etkiler gdzlenmistir. Halbuki bu proje
Onerisinde saptanilan ve kullanilan doz olan 500 mg/kg/gun molekuler toksisite profillemesinde
kullanilan 384 genden sadece 10 tanesinde farkhliklar olusturdu. Bu genler ve yolaklar takip
edilen bolumlerde tek ele alinarak degerlendiriimektedir. Bu noktada, saptanan dozun aslinda
oldukga yuksek bir doz oldugunu ¢uinki 1 gr ekstrenin yaklasik 100 gr yas bitkiden kurutularak
elde edildigi g6z 6nune alindiginda 6nemli bir miktardir. Ayrica, bu dozda guvenli sayilabilecek,
yan etki potansiyeli olmayan veriler Uretmesi de 6nemlidir. Burada su sekilde bir spekilasyon
yapllabilr: Kapari binlerce yillardir insanlar tarafindan tiketilen bir bitki olmasi bu noktada
toksik olma ihtimalini de digturmektedir. Netice olarak yuksek bir dozun tedavi etmeni olarak
herhangi bir yan etki gostermeden kullanilabilmesi 6nemlidir ve tedavi olugturmasi ve

kullanilabilirligi icin cok dnemli bir veridir.

MSCov'un MT dizin analizleri ile toksikolojik profili irdelendiginde apoptotoik yolaktan 1 gen
(CD40L), DNA hasari ve tamiri iligkili 2 gen (Mgmt ve Ogg1)isi sok tepkisi iliskili 1 gen (HspB7),
kolestaz iligkili 3 gen (Abcc2, Abcc3 ve Apoe), fosfolipidoz iligkili 2 gen ve immun yanit iligkili



3 gen (Ahr, Apof ve Hrg) olmak lzere toplam 10 gen profili degisiklik gdstermistir. Bu genlerin
tamami kontrol degerlere gore artis gostermekle birlikte artis degerleri aslinda higbir gen igin
2,5 kat degerinin Gzerine c¢ikmamistir. Anlamhlik didzeyinin + 2 oldugu g6z 6ninde
bulunduruldugunda aslinda bu genlerdeki degisimlerin dramatik degisimler olmadigini, sifir

degerlerde oldugunu séylemek mimkundar.

CD40L, ayrica CD154 olarak da adlandirilir, genellikle etkinlestirilmis T hlcreleri Gzerinde ifade
edilir ve TNF super ailesinin Uyesi olan bir proteindir (Schonbeck ve Libby, 2001). Ekspres
edildigi hicre tipine bagl olarak ¢ok farkl etkilere yol agmaktadir. Genel olarak adaptif immuan
sistem igin 6nemli bir reseptordur. Bu agidan 500 mg/kg/gin MSCov un adaptif immuniteyi
uyarici etkisi oldugunu séylemek mimkindir. Bununla birlikte bu ligandin aktiflesmesi igin
gerekli olan CD40 antijeni MS dizin analizlerinde kontrol ile ayni bulunmasi bu etkinin karsilik

bulmadigi degerlendirmesini de birlikte getirmektedir.

DNA hasari ve iligkili genlerden Mgmt, ayni zamanda Agt veya Agat olarak da bilinen O6-
alkilguanin DNA alkiltransferaz enzimini kodlayan gendir (Tano vd., 1990). O6-alkilguanin DNA
alkiltransferaz enzimi genom kararlihgi igin ¢ok 6nemlidir ¢inki bu enzim replikasyon ve
transkripsiyon esnasinda dogal olarak gerceklesen mutajenik OG6-metilguanin DNA
lezyonlarinin geri onarimini gergeklestirir. Boylelikle olusabilecek hatali-eslesme olasiliklilarini
ve mutasyonlari 6nler. Bu agidan MSCov’'un bu enzimin ifade dlzeyini 6nemli dlgliide artirmasi
(yaklasik 4 katlara kadar tespit edilen tekrarlar oldu) MS igin olmasa da genel anlamda dnemli
bir etkidir. Bdylelikle MSCov kimyasal karsinojenlere de karsi arti bir deger igerdigini ileri

surmek yanlis olmayacaktir.

DNA hasari ve tamiri iligkili diger gen olan 8-Okzoguanin glikosilaz (Oggl), baz-eksizyon
tamirinde rol alan bir DNA glikosilaz enzimidir (Bav d., 2014). 8-Oxkzoguanine (8-0kzoG),

reaktif oksijen turlerinin (ROS) etkisi sonucu olarak ortaya ¢ikan mutajenik bir Grundur.

Yapilan galismalar viucut sivilarindaki 8-okzoG seviyesinin gesitli toksik kimyasallara, inhale
ajanlara ve oksidanlara maruz kalmanin iyi bir biyobelirteci oldugunu, maruziyetin duizeyi ile
de iyi korrelasyon sergiledigini gostermistir (Lunec 1998). Ayrica, artan 8-okzoG’nin kiguk
GTPaz aktivasyonu ile 6zellikle proenflamatuar etki gésteren genlerin ifade duizeylerini de
artirdid1 bildirilmistir (Radag ve Boldogh, 2010). Bu bilgiler 1siginda MSCov’'un hem cesitli
kimyasal ajanlar tarafindan olusturulan reaktif oksijen turlerinin neden oldugu 8-okzoG
duzeyini sipuren enzimi aktive etmesiyle ant-mutajenik etkiye sahiptir ve hem de bu 8-okzoG
tarafindan gerceklestirilen proenflamatuar etkiyi baskilamasiyla da antienflamatuar etkiye
sahip oldugu tespit ilk kez bu galismamiz ile tespit edildi. Gergekten MSCov’un bu sekilde dual

bir etki gostermesi MS hastaligi tedavi icinde énemli bir 6zelliktir.



Bu profileme galismalar ile tespit edilen diger bir gen is1 sok proteini beta 7, 27 kDa
buyuklugunde kardiovaskuler bir saperondur (Entrez gen ID: 27129, 6-Aralik 2015). Literaturde
Uzerinde fazla galisma ve bilgi bulunmayan bu proteinin iskelet protein aglarinin olusmasinda
ve duzenlenmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (Brinkmeier ve Ohlendieck, 2014). Ayrica
literatirde bu gen ile iligkili bir hastalikta bildiriimemektedir (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=HSPB7; 26 Aralik 2015). Mevcut veriler 1siginda MSCov'un HspB7

geninin ifade dizeyini az bir miktar da olsa artirmasi, kalp ve iskelet kasinin protein ag

yapisinin korunmasinda koruyucu bir etki seklinde yorumlanmasi yanlis olmayacaktir.

AbcC2, ATP-baglayici kaset alt familyasi C Uyesi 2 yada kanalikul multispesifik organik anyon
tasiyici 1 (cMOAT) olarak adlandirilan ¢oklu ilag direnci ile iligkili protein 2 (MRP2) kodlayan
bir gendir (van der Schoor vd., 2015). Benzer olarak AbcC3 de ATP-baglayici kaset alt
familyasi C Uyesi 3 veya ¢oklu ilag direnci ile iligkili protein 3 (MRP3) olarak adlandirilan proteini
kodlar. Bu proteinler 6zellikle hepatositlerin kanalikul (apikal) kisminda ifade edilmektedir ve
safra tagima islevleri yapmaktadir (Sekine vd., 22006). Organik anyonlarin safra ve bagirsak
salgilanmasinda induklenebilir bir tasiyici olarak hareket etmesiyle kolestatik hepatositlerden
safra asitlerinin ve glukuronidlerin atilimi icin alternatif bir yol olarak islev gorebilmektedir (van
der Schoor vd., 2015). Bunun yani sira, vinblastin gibi antikanser ilaglari da dahil olmak tzere
bir ¢ok ilacin geri taginmasinda rol oynamasi nedeni ile de memeli hicrelerinde ilag¢ direncine
onemli katkida bulundugu goériimektedir. Sonug olarak MSCov’un bu genler lzerindeki etkisi
kilicin iki yGzu gibi yorumlanabilir. Bir yandan normal fizyolojik kosullar ve kolestatik durumlar
icin avantaj olabilecek bir durum sergilerken diger yandan ila¢ direncine katki saglamasi bir
negatif durum olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, MSCov kullanimin duruma gore
degisiklik arz etmesi ve dikkatli kullaniimasi gereklidir. Bu noktada, bu genleri ile ilgili dikkate
alinmasi gereken bir diger durum da he iki genin intron yapilarinda Nrf2 (Nukleer faktor 2)
cevap elemani olarak gorev yapan diziler bulundurmalaridir (van der Schoor vd., 2015).
Bdylelikle oksidatif hasara kargi da cevap olarak igslev yapmaktadirlar. Buradan su yorumu
yapmak yanlis olmayacaktir. MSCov ekstresi igerisindeki bir bilesik Nrf2 izerinden bu genlerin
ifadelerini uyariyor olabilir. Bu ydnuyle de oksidan stresine kargi bir tepki olarak ele alindiginda

da MSCov koruyucu bir rol sergilemektedir.

ApoE geni tarafindan kodlanan protein silomikronlarin majér bir apoproteini olup. Belirli bir
karaciger ve periferal hiicresi reseptoriine baglanan ve trigliserid zengin lipoprotein bilesenlerin
normal katabolizmasi igin gereklidir (Rall vd., 1982) . Gelisen galismalar APOE ve APOE
izoformlarinin  fonksiyonlarinin lipid metabolizmasi 6tesine gectigini ve normal beyin
fonksiyonlarinin gerceklesmesi icin de dnemli oldugunu goéstermistir (Mahley vd., 2000).
MSS’nde kolesterol ve lipid metabolizmasi periferalden farklidir ve miyelin tabakasinin sentezi

icin dnemlidir (Dietschy ve Turley, 2004). Oldukga yeni olan ve son donemlerde yapilan
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calismalar beyindeki ApoE’nin bazi nérolojik hastaliklarin ortak bir 6zelligi olan beta-amiloid
(AB) temizlenmesini duzenledigini 6nermektedir. (Kim vd., 2011; Bien vd., 2012).Bunun yani
sira, tespit edilen ApoE artisinin periferalde triacil gliserol ve kolesterol metabolizmasini
dizenlenmesinde 6nemli oldugu da agikardir ¢iinku bu genin eksikliginde VLDL kalintilarinin
tamamen giderilememesinden dolay! disbetalipoproteinemia veya tip Il hiperlipoproteinemia
gibi hastaliklar ve artan kardiovaskuler hastalik riskleri bildirilmistir. Bununla birlikte ApoE
polimorfik bir gendir ve her ne kadar alelik isoformlari sadece 1 veya 2 amino asitte farklilik
goOsterse de fizyolojik ve islevsel olarak énemli farkhliklar arz etmektedir. Bu nedenle bu
calismada tayin edilen bu ApoE ifade degisikliginin tam anlamini tespit edebilmek igin alelik

isoform tespiti gereklidir.

Ayrica, ApoE’nin anti-enflamatuar, ve immun modulator o6zellikleri oldugu gosterilmigtir
(Grainger vd., 2004; Ali vd., 2005; Braesch-Andersen vd., 2013). ApoE eksojen lipid
antijenlerin teslim araci olarak iglev goérerek T-hlcre aktivasyonunu saglar (van den Elzen,
2005). Apolipoprotein E serum kaynakl lipid antijenlerinin antijen sunan htcreler (APC)
tarafindan T-hlcre aktivasyonunda kullaniimasi igin tasinmasina aracilik eder. Bdylece,
bagisiklik sistemi lipid antijenlere immunolojik tepkiler gelistirmek igin bir lipid metabolizmasi
bileseni olan ApoE ile birlikte calisir (van den Elzen, 2005). Bu acgidan ele aldigimizda bizim
icin elde ettigimiz bu sonuclar daha enteresan ve bu noktanin daha fazla irdelenmesi
gerektigini gostermistir. Clnkl toksikolojik 6nemi yanisira ApoE’nin ndrodejeneratif
hastaliklarda énemli olmasi, immun duzenleyici ve anti-enflamatuar etkiye sahip olmasi MS
calismalari icinde detaylandiriimasi gerekliligini gosterdi. Bu noktada ilerleyen zamanda daha
detayh calismalar yapilmasi dusunulmektedir. Bu konuda sonug olarak, yukarida da belirtildigi
gibi daha detay verilere ihtiyag duyulmasina ragmen mevcut verilerinin MSCov igin pozitif etki

olarak deg@erlendirilebilecegini gostermektedir.

Her ne kadar kolestaz yanisira immun tepkide de yer lan bir diger gen ApoF de aynen ApoE
gibi kolesterol tasinmasinda ve metabolizmasinda yer alan ancak lipoprotein yapisida minor
olan bir lipoproteindir. Bu gen ile ilgili literatiirde fazla bir veri bulunmamaktadir (Pubmed de
“ApoF” terimi ile yapilan tarama sonucunda sadece 29 yayina ulasiimaktadir, 26 Aralik 2015).
Bu vyayinlarda da bizim calisma alanimiz ile o6rtisen veriler yoktur. ApoF ile iligkili

“Dacryoadenitis” hastahgi bildirilmigtir (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=APOF; 26 Aralik 2015) . Bu da g6z yasi bezlerinin enflamasyonu ile ilgili

olan bir hastalik olmasi ve ApoF eksikligi ile iligkili olmasi agisindan MSCov’un bu genin ifade
dizeyini artirmasi pozitif olarak ele alinabilir. Ancak bunun ¢ok uzak bir ¢gikarim oldugunu da

belirtmek gerekir.
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Aril  hidrokarbon reseptéri  (AhR) aromatik hidrokarbonlarin  biyolojik yanitlarin
duzenlenmesinde rol oynayan bir ligand-aktiflestirici transkripsiyon faktoéradir (Bradford vd.,
1992; Kewley vd., 2004). Bu reseptor, sitokrom P450 olarak ksenobiyotik metabolize edici
enzimleri regule ettigi bilinmektedir ve cevresel adaptasyonun dizenlenmesinde dnemlidir.
AhR’in fizyolojik agidan en 6nemli rolt gelisimde ki roliddr (Hahn vd., 2006Bunun yanisira son
yillarda gercgeklestirilen calismalar AhR aktivasyonunu interlokin 22 uyarilarak ve Th17
bastirilarak enflamasyon baskilanmasi gibi immunolojik tepkilerin olusturulmasi i¢in de cok
onemli oldugu gosterilmistir (Quintana vd., 2008; Li vd., 2011; Monteleone vd., 2011; Wei vd.,
2014; Cella ve Colonna., 2015). Bu nokta da ¢alismamiz icin énemli bir diger veride bu konuda
elde edilmistir. Clinki MSCov'un anti-enflammatuar etkisinin altinda yatan mekanizmalara
aciklik saglayan bir veri oldu. Burada 0Ozellikle MSCov Uzerinden AhR’nin Th17 Uzerinden
baskilayici etki gosterdigini sdylemek ve tespit etmek 6énemli oldu. Cinkl bu hicreler MS’in
patofizyolojisinde de son derece dnemlidirler. Boylelikle MSCov’'un MS icin tedavi edici etkisine
de bir agiklik kazandirildi. Tabi ki bu verini dogrudan deneyler icin dogrulamasi gereklidir ve

bunu icin yeni deneyler (proje énerisinde yer almayan) gergeklestiriimesi gereklidir.

Hrg geni insanlarda histidin bakimindan zengin glikoproteini kodlar. Histidin bakimindan
zengin glikoproteinin (HRG), bir cok domeynli bir yapiya sahiptir ve bu nedenle Zn+2 , hem,
tropomiyozin, heparin ve heparan silfat, plazminojen, plazmin, fibrinojen, trombospondin, IgG,
ve FcgammaR gibi bir ¢ok ligand ile etkilesime girer ve dnemli biyolojik sureclerin
dizenlemesinde yer alir (Jones cd., 2005). Bu glikoprotein, T lenfositler, eritrosit, EBV
donustirilmus insan B hucreleri, thrombositler, gibi endotel, melanom, yumurtalik, fibroblast,
lenfoma ve miyeloid hicre hatlari dahil olmak Gzere bir ¢gok hicre tipine baglanmaktadir. Bu
gen ifade duzeyinin MSCov tarafindan artirilmasi bu ekstre igin ok énemli bir avantaj olarak
ifade edilebilir. Cunki Hrg ifadesi hicre proliferasyonu ve adhezyonu, koagulasyon ve
anjiogenez gibi sureclerde énemli olmasi yanisira immuan hdcrelerin duzenlenmesinde de yer
almaktadir. Yapilan c¢alismalar HRG’nin in vivo olarak immin komplekslerin olusumunda,
¢dzlindrlestiriimesinde ve sonradan d uzaklastiriimasinda édnemli bir role sahip olabilecegini
gb6stermektedir (Gorgani vd., 1999; Allison vd., 2005). Bu nedenle, MSCOV’in hrg Uzerinden

etki gostererek immun dizenleyici bir etki gosterdigini sdylemek mimkundur.

Bu bélimde gergeklestirilen toksikolojik profilleme galismalari MSCov igin hem toksikolojik ve
hem de MS Uzerinde patofizyolojik mekanizmalara etkisi agisindan énemli veriler Uretildi.
Genel anlamda proje 6nerisinde kullanilan 500 mg/kg/gin dozun toksik olmadigini, bu dozda
onemli bir yan etki olusturacak veri tespit edilmedigini sdylemek olasidir. Ancak, toksisitenin
doz bagimh olduguna vurgu yapmaya gerek olmamakla birlikte bu durumun 750 mg/kg/gin
dozda gecerli olmadigi gergegi ile teyit edilmektedir. MSCov kullanilan 500 mg/kg/gin dozda

protein ag yapilarini koruyucu, DNA hasari ve tamiri iligkili genler tzerinden mutajenik etki



engelleyici, toksik olusumlari baskilayici; ¢esitli tagiyicilar Gzerinden kolestatik hepatosit igin
alternatif olusturucu ve boylelikle tedavi edici, antioksidan sitemi uyarici, AhR tzerinden Th17
baskilayici, ApoE ve F Uzerinden kolesterol metabolizmasini dizenleyici ve ndrodejenaratif
olgulari gidericii ve birden fazla gen Uzerinden bagisiklik sistemini dizenleyici gibi dnemli
etkiler gosterdigi tespit edildi. Bu etkilerin yanisira, MS iligkili bazi fizyolojik ve patolojik olgulara
da etkisi belirlendi ve etki mekanizmalarina dolayh veriler saglandi. Sonug¢ olarak, kullanilan

500 mg/kg/guin doz toksik degildir ve yararli etkiler saglamaktadir.

Daha dnce de belirtildigi gibi 500 mg MSCov ekstre elde etmek igin yaklagik 50 gram yas
kapari gereklidir. Bu verilerden yola ¢ikarak insan igin bir spekilasyon yapacak olursak
ortalama 70 kg olan bir insanin bir batinda 3,5 kg kapari tuketmesi anlamina gelen bir degerdir.
Bu nedenle, bu dozda insan igin toksik bir etki gdstermesi olasi dedildir. Bu noktada yukarida
da belirtildigi gibi insanligin gelisim sirecinde binlerce yildir bu bitkiyi gida olarak kullanmasi

da bu durum igin altinda yatan bir adaptasyon mekanizmasi olarak kabul edilebilir.

Calismalarimizda toksik olmayan guvenli doz saptamasi gergeklestirildikten sonra DAE modeli
ile tedavi calismalarina gecildi. Bu islem icin proje baslarinda hayvanlarin kullanilan MOG
antijenine direng géstermesi nedeni ile bazi sikintilar yasandi ve hasta modeli olusturulmakta
zorluklar ile kasilasildi. Ancak ilerleyen suregte kobay firmasinin da yeni hayvan ithal etmesiyle
gelen ve kullanilan yeni grup hayvanlarda bu durum asildi ve bu deneyler proje stiresinde farkli
zamanlarda olmak Uzere dort defa tekrar edildi. Oncelikle, hastaligin klinik skor olarak pik
degerlere (3,5 + 0,5) ulastiyi durumlarda hayvanlarda kontrollere gore anlamli olarak degisen
gen ifadeleri dizinler (“array”) kullanilarak saptandi. Bu c¢aligmalar neticesinde 22 adet gen
saptadik. Bu genler enflamasyon/sitokin/kemokin iligikli genler (CCL5, CXCL9, CXCL10,
HIF1A, NFKB, PTPN11, STAT3, TNF a); miyelin ilisikli genler (MAG, MBP, PLP, SOD); T-
hucre aktivasyonu iligkili genler (CD4, IL6, TGFB1); kalitsal bagisiklik (adaptif immunite) iligkili
genler (C1s); apoptoz iligkili genler (BCL2, MMP9;); reseptor iligkili geneler (H2-Eb1); hicre
adezyonu iligkili genler (APP) ve digerleri (GFAP; GNAI; YWHAH) seklinde gruplandi.

incelendiginde bu genlerin MS patofizyolojisi ile bir sekilde ilgili oldugu gériilmektedir. Bu
genlerin proje ile ilgi ve dnemini agmak ve yorumlamalar getirebilmek icin, dncelikle kisa kisa

teorik bilgiler ele alinarak yapilan degerlendirmeler asagida verilmektedir.

RANTES adiyla da bilinen CCL5, monositler, bellek T-yardimci hicreler ve eozinofiller igin
kemo-cekicidir (kemokindir). Bazofillerden histamin salinimina neden olur ve eozinofilleri
aktive eder. MS hastalarinin beyin omurilik sivisinda arttigi ve biyobelirte¢ oldugu bildirilmigstir
(Sorensen vd., 1999; Tomioka ve Matsui, 2014). . CCL5 bizim galigmamizda, DAE modelinde
CXCL10’dan sonra en fazla artis gdsteren ikinci (78 kat) gen oldu.



CXCL10 geni, enflamatuar kemokin olarak tanimlanan ve CXCR3’e (néroimmin kemokin
reseptdrt) baglanarak T hucreleri, eozinofiller, monositler ve NK hcreleri gibi I6kositlerin
aktivasyonu yoluyla bagisiklik yanitlara aracilik eden ve pleiotropik etki gésteren kiguk bir
proteindir (Vazirinejad vd., 2014).. CXCL10 MS’de I6kosit go¢ faktori olarak etki ederek ve
proenflamatuar reaksiyonlara aracilik ederek demiyelinizasyonun sirecini tesvik edici etki
gOsterilmistir (Muller vd., 2004). Ayrica, yapisma molekullerinin ifade duzeylerini dizenleyen
ve dolayisiyla, otoreaktif bagisiklik uyumlu hicrelerinin kan-beyin bariyerini transendoteliyal
gegcisini oldukcga kolaylastirdigi bildirilmistir (Butmann vd., 2004). “Disease” veri bankasinda
MS’in yanisira bircok baska hastalik ile de iligskilendirilmistir. Yukarida belirtilen etkilerden
dolay1 MS patojenezinde ve niikslerde dnemli bir kemokindir. Proje ¢alismalarimizda en fazla

artis gosteren (yaklasik 80 kat) gen oldu.

CXCL10 gibi bir bagska CXCR3 ligandi olan CXCLS9, interferon-gamma tarafindan indiklenebilir
olarak bilinen ancak CXCL10 ile yapisal iliskisi olmayan ve iglevsel olmayan, C-X-C kemokin
alt grubu iginde bir proteindir. Genellikle fizyolojik sartlar altinda lenfoid olmayan dokularda
tespit edilemeyecek kadar disik olan bu kemokin, gugli bir enfeksiyon veya
immunoenflamatuar yanit sirasinda 6zellikle de interferon gama ile induklenir. CXCR3 ve
muhtemelen ilave reseptorlere baglanarak CD4*-Th1 hucreleri, CD8*-T hicreleri ve NK
hicreleri Uzerinde etki gostererek I6kosit goglerini uyarirdigi 6nerilmektedir (Muller vd. ,2010).
Bu nedenle 6zellikle merkezi sinir sisteminde MS ile birlikte pek ¢ok farkli patolojik kosullarda
arttigi bildirilmesine ragmen tam net bir veri yoktur (Carter vd., 2007). Bu ¢galigsmalarin sonuglari
bazen sasirtici bazen de cgeligkili oldugu goérulmektedir. Néroenflamatuar hastaliklarin
patogenezinde bu kemokinin rolu i¢in daha fazla ve detayli ¢galismalar ihtiyag vardir. Ancak
bizim ¢alismamizda yaklagik 13 kat gibi bir artis géstererek MS ile iligkili ve 6nemli oldugunu

gOsterdi.

Hipoksi induklenebilir faktori 1-alfa, HIF1A geni tarafindan kodlanan bir heterodimerik
transkripsiyon faktorinin hipoksi ile tetiklenebilen bir alt-birimidir (Semenza vd., 1996).
Temelde heliks-déngu-heliks PAS domeyni igeren bir proteindir ve hipoksiye karsi hiicresel ve
gelisimsel yanitin ana dizenleyicisi olarak kabul edilmektedir (Hogenesh vd., 1997). Bu genin
kontrolinuin bozulmasi yada fazla ifade edilmesi oncelikle kanser olmak Uzere bir ¢ok
patofizyoloijk durum i¢in neden oldugu bildirilmektedir (Hu vd., 2013). Son dénemlerde yapilan
calismalar MS’de spinal beyaz ve gri maddede gézlenen nérolojik bozukluklarin hipoksi iligkili
oldugu ve gozlenen fonksiyon bozukluklari ve kayiplarinin HIF 1a ekspresyonu ve aktivasyonu
ile dogrusal orantih oldugu bildirilmigtir (Davies vd., 2013; Gaber vd., 2015). Bizim
calismamizda HIF1a geni yaklasik ortalama 5 kat degisim gosterdidi tespit edildi.



NF-xB (aktiflesmis B hicreleri Nikleer Faktor kappa hafif zincir-arttirici) DNA transkripsiyonu,
sitokin dretimi ve hicre canliiginin kontrol eden, bir protein kompleksidir (Gilmore 2006).
Hemen hemen tim hayvan hicre tiplerinde bulunan ve stres, bircok uyanlara karsi hiicresel
tepkileri diizenlemede yer almaktadir. Her ne kadar enflamasyon ve otoimmuin hastaliklar ile
iliskisi gOsterilen bir faktor olmasina ragmen, Pubmed’'de “MS” ve “NF-«xB” terimleri ile yapilan
tarama sadece 7 adet yayin vermektedir (28 Aralik 2015). NF-xB hicrede hizli yanit olugturan
birincil transkripsiyon faktorlerindendir. Hiicrede normal zamanda etkin olmayan halde bulunur
ve aktiflesmek icin protein sentezine gerek duymaz ve sadece inaktif halden aktif hale déner.

Bu calismamizda NF-«B MS modelinde yaklasik 4 kat artis gosterdi.

Protein-tirosin fosfataz 1B (PTP-1B) veya protein-tirosin fosfataz 2C (PTP-2C) olarak bilinen
tirozin protein fosfataz reseptér olmayan tip 11 (PTPN11) insanlarda PTPN11 geni tarafindan
kodlanan bir enzimdir. Hicre farklilagsmasi, hicre proliferasyonu, apoptoz, immdunolojik sinyal
ve hticre iskeleti fonksiyonlari gibi hlicresel sureglerde ¢ok ¢esitli ve dnemli rol oynar (Ostman
vd., 1994). Son yillarda yapilan galismalar ile TNFa gibi proinflammatuvar sikokinlerin Gretimini
dizenleyici olarak rol aldigi da bildiriimistir (Seo vd., 2013). Bu gen ¢alismamizda aslinda
farkhlk géstermemekle distk oranda baskilanma gbzlenmesi ve MS ile iligkisi bildirilmemis

yeni bir gen olmasi nedeniyle deneylerimize kontrol amagli dahil edilmistir.

Janus Kinaz/Sinyal Doénusturicti ve Transkripsiyon Aktivatori (JAK/STAT) sinyal yolu
sitokinlerin biyolojik aktivitelerine aracilik eder ve bagisiklik tepkilerinin gelistirimesi ve
dizenlenmesi igcin énemlidir (O'Shea ve Plenge, 2012). JAK/STAT yolunun regulasyonu
MS/EAE de dahil olmak Uzere pek c¢ok oto-badisiklik hastaliklarina katkida bulunur
(Benveniste.vd., 2014). Altmistan fazla sitokin ve buyume faktéri bu yolagr kullanmaktadir.
STAT3 MS duyarlilik geni olarak teshis edilmistir (Baranzini vd, 2009; Jakkula vd., 2010), ve
bagimsiz bir diger calismada (Lill vd., 2012) STAT3 MS riskinde bir artis iligkisi bildirmistir. Bu
¢alismamizda da STAT3 gen ifade dizeyinde DAE modelinde anlamli artiglar kaydedildi.

TNFa geni, timoér nekroz faktord (TNF) suUper ailesine ait olan g¢ok fonksiyonlu bir pro-
enflamatuar sitokini kodlar (vasalli, 1992) Bu sitokin 6zellikle makrofajlar tarafindan salgilanir.
ve TNFRSF1A/TNFR1 ve TNFRSF1B/TNFBR reseptorlerine baglanarak islevlerini
gergeklestirir. Bu sitokin hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, apoptoz, lipid metabolizmasi ve
pihtilasma dahil gok genis bir yelpazede biyolojik sureglerin dizenlenmesinde yer almaktadir.
Bu sitokin, otoimman hastaliklar, instlin direnci ve kanser gibi hastaliklarda ¢esitli rol oynadigi
gosterilmistir (probet, 2015). “Disease” veri bankasinda multipl skleroz yani sira romatoid artrit,
enflamatuar barsak hastaligi, asiri duyarhlik reaksiyonu tip Il hastaligi, kanser, sitma, bag

dokusu hastaligi, ankilozan spondilit, psoriatik artrit, sedef hastaligi, tiberklloz, vaskiler



hastalik ve peritonit astim ile iligkisi bildiriimektedir. Bizim de bu ¢calismamizda DAE modelinde

dorduncu en fazla (26 kat) artig kaydettigimiz gen oldu.

MS dizin calismalarimiz ile farklilik tespit ettigimiz ikinci grup genler miyelin iligkili genlerdir.
Yukarida ki grup genlerde artis gézlenirken miyelin iligkili genlerin tamaminda baskilanma

g6zlemlendi.

Miyelin temel protein (MBP) geni tarafindan kodlanan bu protein, sinir sisteminde
oligodendrosit ve Schwann hicrelerinin miyelin kilifinin énemli bir yapi tasidir (Harauz ve
Boggs, 2013). MBP sadece kompakt miyelin olusunda klasik yapistirici roli oynamasinin yani
sira oligodendrosit cojalmasinda ve miyelinogenez sirasinda zar olusum ve uzatma slrecine
aktif katihm gésteren ve stabilizasyonda énemli bir proteindir (Kenrick vd., 2015). MBP’lerin
azalmasi miyelin membran baglanmada zayiflamalara neden olabilmektedir. Bu mekanizma
multipl skleroz gibi demiyelinasyon hastaliklarinda bir neden olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu

galismamizda MBP geni anlamli azalma gostermistir.

MBP gibi miyelin kilifinin yapisinda bulunan bir diger gen arini miyelin-iligkili glikoproteindir
(MAG). immiinoglobiilin Ust ailesinin bir (iyesi olan MAG, 100kD buyikligindedir ve miyelin-
olusturucu hcreler (oligodendrositler ve Schwann hiucreleri, her ikisi de) arasindaki
etkilesimleri duizenler (Quarles, 1989). Diger miyelin proteinlere kiyasla multipl skleroz
plaklarinin gelisiminde erken kaybi bu hastaligin patogenezinde énemli bir rol oynayabilecedini
distndurmektedir (Nakara vd., 2003, Quarlee, 2007). Bu ¢aismamizda da MAG ifadesinde

MBP’de gozlemlendidi gibi anlamli baskilanma tespit edildi.

Proteolipid protein 1 (PLP1) geni, merkezi sinir sisteminde ana miyelin proteini olan bir
transmembran proteolipid proteini kodlar. Bu protein, miyelin tabakasinin sikilagtiriimasi ve
stabilizasyonunda ve korunmasinda rol oynar ve yani sira oligodendrosit gelismesi ve aksonal
saghk bakimindan da olduk¢ga dnemlidir. Bu proteinin MS hastaliginin seyir suregleri ile
dogrusal iliski gosteren dort proteinden biri oldugu bildirilmistir (Raphael vd., 2012). Bizim

calismamizda anlamli olarak degismese de baskilanma gdzlendi ve ¢alismaya dahil edildi.

SOD1 geni stiperoksit dismutaz 1 ya da slperoksit dismutaz [Cu-Zn] olarak bilinen, insanlarda
kromozom 21 Uzerinde yer alan enzimi kodlar. SOD reaktif oksijen tlrlerini stpurtcu bir
enzimdir ve daha cok apoptoz ve amiyotrofik lateral skleroz ile iliskilendirilmistir. Ancak NiMS
hastalarinin kanlarinda SOD duzeylerinin kontrol hastalara oranla azaldigi rapor edilmistir
(Polachini vd., 2015). Aslinda SOD dogrudan miyelin ile iligkili olmamasina ragmen dolayh
olarak miyelin dejenerasyonununda iligkili oldugu 6énerildiginden bu grup genler icine alinmistir.

Calismamizda bizde SOD1 gen ifade dizeyinin baskilandigini tespit ettik.



MS dizin ¢alismalarimiz ile farklilik tespit ettigimiz Gglinct grup genler T-hiicre aktivasyonu

iligkili genler olarak ortaya c¢ikti. Bu grup genlerin tamaminda artis gozlendi.

CD4 antijeni ya da T-hucre yluzey glikoproteini olan CD4, MHC sinif Il antijen/T hiicre reseptori
etkilesimleri icin yardimci protein/reseptérdir. Bu gen, T lenfosit hicrelerinde ana histo-
uyumluluk kompleksi sinif Il antijenler ile etkilesime giren bir membran glikoprotein proteini
kodlar ve ayni zamanda insan immun yetmezlik virlsU icin de bir reseptordir (Brady vd., 1993).
Bu gen, sadece T lenfositlerde degil ayni zamanda B hicreleri, makrofajlar ve granulositlerde
de ifade edilir. Ayni zamanda, beynin belirli bolgelerinde de ifade edilir. Bu protein T-hlcre
aktivasyonunun erken doneminde aktivasyon baslatici ve artirici olarak iglev yapmasindan
dolayr merkezi sinir sisteminde enfeksiyon veya bagisiklik aracili néronal hasar olusunda
onemli bir rol oynar (Chitnis, 2007). “Disease” veri bankasinda MS’in yanisira bircok baska
hastalik ile de iligkilendirilmistir. Bizim ¢galismamizda da CD4 antijen ifade diizeyi ortalama dort

kat artis gOsterdigi tespit edildi.

interlokin 6 (IL-6) geni, enflamasyonda ve B hicrelerinin olgunlasmasinda rol oynayan bir
sitokin kodlar. Buna ek olarak, kodlanmis proteinin atesli ya da otoimmun hastaliklarda
enfeksiyon indikleme yetenedine sahip olan bir endojen pirojen gdsterilmistir. Bu protein,
Ozellikle serum igine salgilanmasi ve IL-6 reseptor alfa ile transkripsiyonel enflamatuar yanita
neden oldugu akut ve kronik enflamasyon bdlgelerinde Uretiimektedir (Krumbholz and meinl

2014). Bu galismamizda IL6 dizeyi yaklasik 5-6 kat artis géstermistir.

Transforme edici buyume faktori-beta 1 (TGF-beta1) hemopoietik hlcrelerde cesitli etkileri
olan gugcliu bir duzenleyici sitokindir (Goris vd., 2007). TGFb1’in bagisiklik sisteminde énemi,
lenfosit proliferasyonu, farklilagmasi ve fonksiyonunu dizenlenmesi ile toleransi muhafaza
etmesidir (Kim vd., 2005). T-hucreleri arasinda, CD4*CD25"FoxP3*-T reg hicreleri TGFB1’in
onemli kaynagidir ve enflamasyonik boélgelerde bagisikhk yanitlari bastirir (Marie vd., 2006).
TGFbl ekspresyonu veya onun T-hlcreleri Uzerindeki sinyal kusurlari gesitli otoimmin
hastaliklarin baslangici ile baglantilidir. Bu nedenle, TGF-betanin multipl skleroz gibi oto-
bagisiklik hastaliklarinin kontrolu i¢in terapdtik opsiyon olarak onerilmektedir.(Mirshafiey ve
Mohsenzadegan, 2009) Bununla birlikte, TGF-b1’nin, multipl skleroz veya deneysel modeli
Uzerinde koruyucu etkilerini gosterdigi ana mekanizma hala agiklanmaya ihtiyag duymaktadir
ve incelenmesi gereken konu olarak durmaktadir. Bizim c¢alismamizda da TGFb1 hasta

modelinde anlamli artiglar géstermistir.

MS dizini ile farkhhk arz eden bir diger gen de kalitsal bagigikta yer alan C1s geni oldu. C1s
klasik kompleman sistemi yolunun ilk bileseni olusturmak i¢cin Clq ve C1r ile kompleks
olusturan ve C2 ve C4‘U aktive eden bir serin proteazdir (Gal vd., 2002). Bu bilesen kalitsal

bagisiklik icin dnemlidir ve DAE modelinde oldukga artis gostermistir. Son dénem yapilan



calismalar kompleman sistemin sistemik aktivasyonunun MS'’in patogenezinde 6nemli
oldugunu goésteren kanitlar sunmaktadir (Ingram vd., 2009). Hatta bazi ¢alismalar artan serum
duzeylerinin biyomarkor (belirteg) olarak kullanilabilirligini ileri sirmektedir (Ingram vd., 2012).

Bu kanitlar bizim yaptigimiz tespitinde dogru oldugunu desteklemektedir.

Apoptoz iligki iki gende de MS dizini ile anlamli artislar tespit edildi. Bcl-2 (B-hicreli lenfoma
2), geni tarafindan kodlanan Bcl2 proteini insanlardaki Bcl-2 familyasinin temel bir dizenleyici
Uyesidir ve mitokondri dis zar integral proteinidir. Apoptoz ya da programlanmis hicre 8limu
dizenleyen bir proteindir. Genel anlamda Bcl2 , apoptozu inhibe etmesi nedeniyle anti-
apoptotik bir protein olarak kabul edilir (Hockenbery vd., 1990). Apoptotik gen ifadesi ve klinik
hastalik aktivitesinde degisiklikler arasinda kesin bir iligki degerlendirilmemistir. Ancak, NiMS
hastalarin periferal-kan-tek-cekirdekli-htcrelerinde (PBMC) anti-apoptotik (6zellikle Bcl2)
genlerinin ifade dluzeylerinin dnemli dizeyde arttigi bildiriimistir (Achiron vd., 2007). Bu

c¢alismada da Bcl2 ifade dizeyinin DAE modelinde yaklasik 2,5 kat arttigi tespit edildi.

MMP9 Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesinin bir proteini olarak hem embriyonik gelisme,
ureme ve dokunun yeniden sekillenmesi gibi normal fizyolojik streclerin, hem de artrit ve
metastaz gibi hastalik slreclerinde hicre digi matriks yikimina katilirlar. Birgok MMP hlicre
disi proteinazlar tarafindan kesildikleri zaman aktif hale gelen inaktif proproteinler olarak
salgilanirlar. Bu gen tarafindan kodlanan enzim izoformu, tip IV ve tip V kolajenleri parcalar.
Rhesus maymunlarda ve farelerde yapilan g¢alismalar enzimin kemik iligi hematopoetik
projenitdr hdcrelerin, IL-8 kaynakli harekete geciriimesinde etkili oldugunu gdstermektedir.
MMP-2/9’un MS patojenizinde potansiyel olarak BBB gegirgenligini arttirdig1 dnerilmektedir
(Tasaki vd., 2014). Bizim ¢alismamizda da MMP9 icin MS modelinde anlamli artiglar tespit
edildi.

Doku uyusmazlik 2, Sinif Il Antijen E Beta (H2-EB1) geni, HLA-DRB1, HLA sinif Il beta zinciri
paraloglarina dahildir. Sinif Il molekuld, bir alfa (DRA) ve bir beta zincirinden (DRB) olugan bir
heterodimerdir ve her iki alt birim de membrana baglidir. Hlicre disi proteinlerden turetilen
peptitlerin sunulmasinda yer almasi nedeni ile bagdisiklik sisteminde merkezi bir rol oynar. Bu
gen MS ile iligkisi ve risk faktdrt oldugu ilk tanimlanan lokustur ve esas sorumlu gendir (Schmid
vd., 2007; Handunnetthi vd., 2010). Bizim de bu calismamizda dordincl en ylksek artis tayin

ettigimiz gen oldu.

Bir hiuicre ylUzey reseptdri olarak calisan amiloyid beta prekérsor protein A (APP), néronlarin
ylzeyinde ndronal adhezyon, aksonogenez ve norit buylime ile ilgili fizyolojik islevleri yerine
getirmektedir (Aydin cd., 2012). Protein-protein etkilesimleri ile hicre hareketliligi ve
transkripsiyon duzenlenmesinde de rol alir. APBB1-KATS5e baglanarak transkripsiyon

aktivasyonunu indukler ve Numb proteini ile etkilesimiyle de Notch sinyal yoladini inhibe eder



(Multhaup.vd., 2015) “Disease” veri bankasinda bu protein ile iligkili olarak: alzheimer
hastaligi, amiloidoz nérodejeneratif hastaliklar, toksik ensefalopati, down dendromu, akciger
kanseri ve karsinoma gibi hastaliklar bildirilmistir. Bu gen aslinda bizim ¢alismamizda anlamli
bir degiskenlik gdéstermedi. Ancak ndrodejeneratif hastaliklarda ¢ok calisilan ve incelenen bir
gen olmasi agisindan dolay! projede bu genin ifade duzeylerinin degisimleri takip edildi: ClUnki
Ozellikle bu genin ifade dizeyinde baskilayici etki gésterme, énemli bir 6zelliktir ve populer

olmasi acgisindan bilimsel ve kamusal ilgi uyandirmaktadir.

MS dizin analizleri ile genelde herhangi bir kategoriye dahil edilmeyen 2 adet daha gen ile
anlaml farkhliklar tespit edildi. Bu genlerden ilki Glial fibriler asidik proteinidir (GFAP). Bu gen,
olgun astrositlerin ana ara filaman proteinlerden birini kodlar. GFAP’In MS hastalarinin beyin
omurilik sivisinda hastalik sureglerini belirlemede ve ndérodejenerasyonu tanimlamada bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi iddia edilmektedir (Giovannoni, 2006; 2014). Proje
¢alismalarimizda da GFAP ifade diizeyinde DAE modelinde yaklasik 5 kat artis gézlendi

YWHAH geni, son derece korunmus bir protein ailesi olan 14.3.3 protein ailesindendir ve
metabolizma, protein degis tokusu, sinyal iletimi, apoptoz ve hlcre dongusu regulasyonu gibi
bircok canli hiicre slreclerinde rol alirlar. Bu protein merkezi sinir sistemi néronlarinda yiksek
seviyelerde ifade edilen asidik 30-kDa agiriginda bir proteindir. Literatirde MS hastalarinin
beyin-omurilik sivisinda tespit edilen 14-3-3 proteinin beyin yikimi i¢in bir belirleyici oldugunu
gOsteren tek bir yayin bulunmaktadir ve 14-3-3 proteininin MS patolojisinde aktif bir rol
oynadi§i ileri surtlmektedir (Satoh vd., 2004). Baska veri olmamasi bu hipotezi dnemli
derecede sorgulanir kilmaktadir. Bizim ¢alismamizda da DAE modelinde yaklasik 2 kat artis
g6sterdigi icin ilerleyen galismalara dahil edilmistir. Bu yéniyle proje ¢alismalarimiz belki de

literatlire bu anlamda yeni bir veri saglamis olacaktir.

Sonug olarak, yapilan MS dizin galismalar ile 22 adet gen projenin tedavi protokollerinde takip
edilen genler olarak segildi. Tespit edilen genlerin literatlr ve veri bankalarinda sunulan bilgi
ve veriler ile uygunluk ve paralellik arz ettigi gorulmektedir. Bu genlerin tek tek ve farkli érnekler
ile kendi tasarladigimiz primerler ile validasyonlarini yapildi ve deneylerde kullanildi. Ayrica
bu genlerin bazilarini protein dizeyinde de immunokimyasal (Western blotting) olarak da
analiz ettik. Boylelikle sirekli 84 geni takip etmek yerine sadece degisen genleri kapsayan bir

kime ile genleri analiz ettik.

Takip eden calismalarimiza oncelikle ana ekstre olan MSCov ile basladik. Oncelikle,
MSCov'un tespit edilen gen ifade duzeylerin birkag tekrarli deneyler ile inceledik ve daha sonra
da MSCov yani sira bu ekstreden elde ettigimiz alt ekstreleri de DAE hayvanlara uygulayarak
fraksiyonlarin etkilerini de arastirdik. Tim bu deneylerden elde edilen veriler asagidaki Tablo

32’de genel olarak verilmektedir.



Tablo 1. Hayvanlarda deney gruplarinin beyin dokularinda segilen genlerde mRNA ekspresyon

dizeylerinin ortalama kat degisim (“kat degisim”) sonuglari.

NM_013653
NM_008599
NM_021274
NM_010431
NM_008689
NM_011202
NM_011486
NM_013693

NM_010758
NM_010777
NM_011123
NM_011434

MSCov
Kontrol

DAE

PDAE

DAE-
MSCov

DAE-
MSCov

DAE-
MSCov

DAE-
MSCov

DAE-
Jelimsi

1,63 78,28 62,23 4,94 20,03 13,86 7,75 36,47
1,31 13,43 8,65 2,44 3,35 3,68 2,94 5,67
2,01 79,13 67,25 6,26 15,52 7,13 8,48 31,36
1,75 4,95 3,55 1,28 3,75 2,79 2,69 8,49
-1,34 4,48 2,79 -1,41 -6,33 1,94 1,79 2,42
-1,22 -1,20 -1,47 -1,46 2,28 2,88 1,92 2,48
-1,42 2,78 2,18 -1,38 1,75 1,38 1,43 2,84
1,87 26,33 18,50 5,42 7,16 5,08 3,23 9,79
[Wiyelin sk Gerter ]
1,64 -2,20 -2,13 1,15 1,44 1,28 1,09 1,49
1,23 -2,80 -2,08 1,21 1,48 1,10 1,33 1,75
1,80 -1,63 -1,23 1,53 1,52 1,05 1,46 2,60
1,40 -2,36 -2,08 1,54 1,68 1,29 2,45 4,07

- NM_013488 1,49 3,96 5,50 2,04 4,39 1,96 3,28 2,75
- NM_031168 -1,32 5,56 4,61 1,68 1,96 1,53 1,24 1,78
- NM_011577 -1,33 2,70 2,23 -1,43 1,59 -1,44 1,81 1,54
- NM_144938 1,16 7,00 5,21 -1,20 3,59 6,07 4,57 17,40
- NM_009741 1,03 2,17 1,87 -1,27 1,42 1,77 1,48 1,77
- NM_013599 -1,03 2,83 2,64 -1,47 -1,73 2,41 -1,70 2,23

NM_009741 -1,55 35,57 28,77 6,14 17,16 13,88 7,67 32,53

- NM_007471 -1,22 1,16 1,26 1,14 1,07 -1,84 -1,77 1,49
- NM_010277 1,28 5,42 3,69 1,59 7,39 3,87 2,99 9,45
- NM_011738 -1,04 2,12 1,81 1,22 1,15 2,26 2,37 4,50

*Kirmizi renkli olanlar kontrole gore ekspresyon dizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.

Tabloda uygulama protokolleri altinda yer alan ilk situnda hasta ediimeyen hayvanlara MSCov
uygulanmasi ile elde edilen degerler yer alirken ikinci situnda ise hastalik skorlarini pik
degerlerde (3,5 % 0,5) oldugu DAE hayvanlar ile elde edilen degerler yer almaktadir. Takip
eden Uguncl siOtunda ise deney protokoll suresince once hastalik olusturulup, tedavi
hayvanlar ile ayni kosullarda tutulan ve herhangi bir uygulama yapmadan deney surecinin



sonunda tedavi uygulamalari ile birlikte 6tenazi edilerek dokulari alinan hayvanlardan elde
edilen degerler sunulmaktadir. Biz bu grubu paralel hastalar anlamina gelen PDAE ile
kodlandirdik. Bu grupta genlerin bircogunda elde edilen ifade dizeyinde pik degerlerde
karsilasilan kat degisimlere gore biraz degisiklikler oldugu, artis gozlemlenen genlerin kat
degisimlerinin biraz daha azaldi1gi; azalma gozlemlenen genlerin de azalma duzeylerinin biraz
daha klguldugu tespit edildi. Bu duruma aykiri davranan tek gen CD4 olmustur. Bu tespit,
deney tasarimimizin dogrulugunu ve gerekliligini gdstermek acisindan da énemlidir. Boylelikle
hasta edilmis hayvanlarin bekleme sireclerinde kendiliklerinden gosterdikleri iyilesme ve
etkileri, tedavi etme amacli uygulanan deney protokolu ile olusturulan iyilestirme etkilerinden

cikarilarak net degerler elde etme ve daha dogru sonuglar uretilmesi saglandi.

Tablo 32’de uygulama protokolleri altinda yer alan Gglincl ve takip eden diger sutunlar; hasta
edilen hayvanlara, hastalik degerlerinin pik skorlara ulagsmasindan sonra 21 glin boyunca
siraslyla, 500 mg/kg/giin dozda MSCov ve MSCov’dan geri tiketim iglemi ile elde edilen alt
fraksiyonlarin verimlik esas alinarak hesaplanan dozlarda uygulamalari sonucunda beyin
dokularinda elde edilen verileri kapsamaktadir. Bu noktada ana MSCov ekstresi ile paralellik
olusturulmasi i¢in ekstreden ne verimde fraksiyon elde edildi ise bu verimlik oranindan yola
¢lkilarak ana uygulanan 500 mg doza esit doz de@erleri hesaplanarak uygulandi. Boylelikle

dozlarin birbirleri ile paralel olmasi saglandi.

Oncelikle MSCov uygulamasi ile segilen hedef genlerin ifade diizeylerinde hasta PDAE
hayvanlara gore degisimleri dikkatlice irdeledigimizde ¢ok dnemli degisimler oldugunu gérmek
mamkindir. MSCov uygulamasi c¢aligilan genlerin tamaminda, gen ifade duzeylerinde
hastaligin olusturdugu etkiler hemen hemen kontrol, yani hasta olmayan hayvan degerlerine
yaklasacak sekilde degistiriimis ya da doénustirtlmastir. Sonuclarda verdigimiz ve sadece
klinik skorlama ile elde ettigimiz iyilegsme belirtileri molekuler dlizeyde de teyit edildi. Hatta klinik
skorlarda goriilen iyilesmeden daha da fazla oldugunu sdylemek mimkindir. incelen 22
genden 6 tanesi hari¢ kalan 16 gen, hasta olmayan kontrol hayvanlar ile karsilagtirildiginda
farkli degildir. Bu alti genden iki tanesi (CXCL9 ve CD4) hemen hemen anlamlilik sinirina kadar
yaklagsmis durumdadir (2,44 ve 2,04). Diger kalan doért gen (CCL5, CxCL10, TNFa ve H2-Eb1)
ise ifade dizeyleri 80 kat ve 35 kat gibi, degerlerden ortalama 5 katlara digmastur. Bu genler
de ndroenflamasyonda ¢ok énemli olan genlerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, MSCov’un

etkisi su sekilde dnerilebilir-siralanabilir:

a) Anti-enflamatuar etki: oldukga gugclu bir etki gézlendi
b) Miyelin rejenerasyonu: ¢uinkli miyelin olusumunda yer alan proteinlerin artmasi
c) T-ve B-hucre aktivasyonunu baskilamasi: immunosupresif etki

d) Kompleman aktivasyonunu baskilamasi



e) Apoptotik etki: anti-apoptotik genleri ketlemesi

f) Miyelin iligkili antijen sunumunu engellemek: 6zgiun immunosupresif etki
g) DNA koruyucu ve tamir edici: anti-mutajenik etki

h) Protein ag-yapilarini koruyucu

i) Anti-kolestatik etki

j) Antioksidan etki

k) Coklu ilag direncini tetiklemesi

[) Bagisiklik dizenleyici: imminomodulator

m) Th17 baskilayici — dolayl tespit edilen etki (daha fazla ¢alisma yapiimalidir)

Coklu bilesenler icermesi acgisindan bu sekilde ¢ok farkh etkiler géstermesi mumkuinddr.
Burada 6énemli olan etkilerin kiimulatif degerlendirmesinin bir nokta hari¢ ¢cok pozitif olarak
ortaya ¢ikmasidir. Belki de MSCov’u bu denli énemli bir tedavi etmeni kilan da bu kimdulatif

deger olabilir.

Sonug olarak, ana ekstre MSCov icin, DAE ve dolayisi ile MS icin ¢cok énemli tedavi edici bir
ekstre (preparat) oldugunu soOylemek mimkindir. Yukarida belirtilen toksikolojik
degerlendirmeler de dikkate alindiginda, MSCov’un guvenli bir tedavi ajani oldugu rahatlikla
ileri sGrdlebilir. Bu noktada, bu bitkinin insanlar tarafindan gida olarak da tiketildigi gercegi ile
birlikte, Saglik Bakanligindan saglanacak izin dahilinde, tip doktorlari ve temel bilimcilerin
birlikte oldugu uzman bir ekip ile birlikte, MSCov’'un gonulli insanlar zerinde denenmesinin

Ulkemiz ilag sektéri igin de bir kazang olacagi muhakkaktir.

Bununla birlikte, projenin diger is paketleri dahilinde MSCov uygulamasi ile yapilan histolojik
ve immunohistolojik deneyler de, molekuler ve gen ifade dizeyinde elde ettidimiz sonuglari
destekler veriler Urettti. “Luxol fast blue” ile yapilan histokimyasal boyamalarda DAE
grubundaki deneklere ait beyin kesitlerinde miyelinli fibrillerde gdzlenen dejenerasyonlarin
MSCov tedavisi ile kayboldugu ve miyelinli sinir fibrillerinin yer yer dizensizlikler olmakla
birlikte normal yapi ve gériinime sahip olduklari tespit edildi. Benzer olarak, medulla spinalis
dokusuna ait kesitlerin toluidin mavisi ile yapilan histokimyasal boyamalarinda, DAE grubunda
g6zlemlenen miyelin kilif dejenerasyonlari, MSCov uygulamasi ile izlenilen degisikliklerin
onemli oranda azaldigi ve miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin kilifin daha normal olduklari
g6zlemlendi. Bu her iki boyama metodu miyelin 6zgun oldugu i¢in, MSCov’un miyelin kilifinin
rejenerasyonunu uyardigi yukarida MAG, MBP ve PLP gibi miyelin iligkili proteinlerin gen ifade
dizeylerinde saptadigimiz verileri de dogrular sekildedir. Bu degerlendirmemizi daha da
kuvvetlendiren veriler immunuhistokimyasal deneylerden de saglandi. Her iki antijene (MAG
ve MBP) ait antikorlar ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde;

beyinde periventrikller alanda ve yer alan beyaz cevherde DAE gruplarinda azaldi§1 gdzlenen



MBP ve MAG immunreaktivitesinin MSCov uygulanan tedavi gruplarinda ise 6nemli artiglar

gb6zlenerek kontrol gruplara yaklastigi tespit edildi

Noéroenflamasyonun belirtegleri olarak kullanilan CD45 ve GFAP antijenlerine spesifik
antikorlar kullanilarak gercgeklestirilen immunohistokimyasal boyamalar degerlendirildiginde
ise; DAE gruplarinda, beyinde periventrikller alanda yer alan beyaz cevherde arttigi gdzlenen
CD45 ve GFAP immunreaktivitesinin MSCov gruplarinda ise DAE grubuna goére onemli
oranlarda derecelerde azalma go6sterdigi goruldi. Burada elde edilen sonuglar da, gen ifade

diuzeylerinde elde edilen molekuler veriler ile birbirini destekler ve teyit eder durumdadir.

MSCov'un anti-enflamatuar ve néro-koruyucu etkileri bitce gerekgesi ile az sayida érnek ile
de olsa tim genom transkriptom analizleri ile de teyit edildi. Kontrol, hasta (paralel) ve MSCov
ile tedavi uygulanan deneklerden elde edilen beyin dokularinda 56 bin transkript probu ile
yapilan analizlerde, hasta olan DAE hayvanlarda arttigi (“up regulated”) gosterilen bagisiklik
ilintili yolak ve genlerin, MSCov ile tedavi sonucunda baskilandigi (“down regulated”) ve normal
degerlere yaklastirldigi tespit edildi. DAE hayvanlarin beyin dokusunda toplam 523
transkriptin kontrol hayvanlara goére farkh sekilde ifade edildigi, bu transkriptlerden 102
tanesinin arttigi ve 421 tanesinin azaldi§i tespit edildi. Bu DAE farelerin MSCov ile tedavilerinin
bir sonucu olarak 452 transkript degisim goésterdi. Bunlardan 281 artarken 171 transkript
azaldi. Bu rakamsal degisikliklerin anlamsal ifadelerini agiklamak igin yolak (“pathway”)
analizleri gercgeklestirildi. Bu amag igin, David Biyoinformatik veritabani DAE ve MSCov
uygulanmis farelerde farkh dizenlenen iligkili biyolojik stregleri tespit etmek igin kullanildi.
Yolak analizleri, MS hastalik modeli DAE de bagisiklik tepkisi, antijene isleme ve sunumu,
immun efektdr islemi, B hicresinin aracilik ettigi bagisiklik, enflamasyon yaniti, dogustan gelen
bagisiklk tepkisi ile iliskili genlerin baskilandigini ortaya koymustur. MSCOV tedavisi, bu

genlerin ve yolaklarin gogunun geri dizenlenmesini sagladigi tespit edildi (Sekil 318).
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Sekil 1. Tim genom transkriptom analizlerinden hasta modeli DEA ve MSCov uygulamasi ile
degisik ifade edildigi tanimlanan transkriptlerin DAVID veri bankasi kullanilarak elde edilen
yolak analizleri. Ust panel: Kontrole karsi DAE dokularda degisen ba@isiklik iliskili yolaklar. Alt
panel: DAE hayvanlarda gdzlenen degisime ugrayan yolaklarin MSCov uygulamasi ile

degisimlerinin karsilastirilmasi. (Not: sekiller veri bankasinda online Uretildigi icin Uzerinde

diizeltme yapilamadigi icin yolak isimleri ingilizce sunulmustur)

Bu yolaklardan MS’da dahil olmak Uzere pek ¢ok ndérodejenaratif hastaligin olusumu igin
Oonemli olan, antijen isleme ve sunma (immun sistem) yolaginda 23 genin DAE hastalik
modelinde baskilandidi tespit edildi (Sekil 319-A). Baskilan bu 23 genin 12 tanesi MSCov
uygulamasi ile tekrar artirilacak sekilde diizenlendigi tespit edildi (Sekil 319-B). Benzer iliskiler

diger yolaklar ile de tayin edildi.
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Sekil 2. Antijen isleme ve sunumu yolaginda DAE modelinde baskilan 23 genden 12 tanesinin
MSCov uygulamasi ile tekrar artirimasi. A) DAE modelinde baskilanan 23 gen B) MSCov

uygulamasi ile tekrar artan 12 gen.

MSCov ekstresinden elde edilen alt fraksiyonlar ile yapilan uygulamalar ele alindiginda higbir
alt fraksiyon ana ekstre MSCov ile benzer yada daha iyi veriler Uretilemedi. Tek tek ele
alindiklarinda, bazi genlerin ifade diizeylerinde pozitif etkiler gézlemlenmesine ragmen tim
genler birlikte degerlendirildiginde fraksiyonlarin etkileri zaman zaman kendi iginde zit veriler
urettigi saptandi. Bir gende anti-enflamatuar etki gosteren uygulama bir diger gende
enflamatuar etki ettigi izlendi. Ozellikle jelimsi faz ele alindi§inda higbir iyilestirici etki elde
edilmezken, yer yer koétulestirici etkiler saptandi. Bu fraksiyonun ¢ézindr olmayan yuksek
yapih polimerdik bilesikler ve kompleksler oldugunu séylemek mimkindir. O nedenle bu faz

ile daha ileri ayrigtirma ve fraksiyonlama c¢alismalarina devam edilmedi.

MSCov'dan geri tiketilerek elde edilen diger 3 alt fraksiyon kendi aralarinda
degerlendirildiinde en fazla pozitif etki gésteren fraksiyonun MSCov-D olarak kodlanan
diklorometan ekstresi oldugu gorilmektedir. Bu fraksiyon hem anti-enflamatuar etki gosteren
etkiler ve hem de miyelin rejenere edici etkiler sergiledigi gdézlemlendi. Bu sonuglarimiz
yukarida MSCov ile goéruldiagiu gibi histokimyasal ve immuinuhistokimyasal deneyler ve

analizler ile de teyit edildi.

MSCov'dan elde edilen fraksiyonlarin etkilerini irdelemek ve igerikleri ile bir paralellik var mi ya
da nasil bir igerik-islev iligkileri sergilediklerini saptamak amaciyla bu fraksiyonlarin 6zellikle
flavanoid icerikleri analiz edildi. Clnku literatirde cesitli flavonoid bilesiklerin anti-enflamatuar
etkiler sergiledikleri rapor edilmektedir (Serefani vd., 2010; Nguyen vd., 2015; Parhiz vd.,
2015). Hem ana ekstrenin ve hem de alt ekstrelerin (jelimsi faz harig) izokersetin, izoramnetin,
kampferol-3-O-rutinozit, kampferol, luteolin-7-O-glukozit, p-kumarik asit, pirogallol, kersetin-3-
O-arabinosit, kersetin, rutin, t-ferulik asit ve ursolik asit icerdigi belirlendi. Ana ekstrede
seyreltik olmalari nedeniyle tespit edilemeyen bazi bilesikler konsantre olmalari nedeniyle alt
fraksiyonlarda daha rahat tayin edildiler. Flavonoid bilesik icerikleri ve uygulamalar ile
molekiler dizeyde gen ifadelerinde gdzlemlenen degisiklikler karsilastirmali olarak analiz
edildiginde bu bilesikler ile bir pozitif korelasyon ve uyum olmadigi tespit edildi. Sonug olarak,
Ozellikle MSCov basta olmak lzere, ana ekstre ve alt fraksiyonlar ile gdézlemlenen etkiler bu
fraksiyonlarin etkilerinin flavonoid iligkili olmadigini teyit etmektedir. MSCov'un yukarida
sayllan etkilerini, 6zellikle MS icin gbzlemlenen iyilestirici etkilerini flavonoid bilesikler ile
iliskilendirmek mimkuin degildir. Bu tezimizin, ilerleyen bélimlerde bahsedilecek hiicre kultira

deneyleri ile desteklendigi goruldu.



Hem MSCov’dan elde edilen U¢ ana alt fraksiyonlardan ve hem de ham bitkinin bolimlerinden
ekstraksyion iglemlerine ve bilesik izolasyonlarina devam edilerek, NMR, kutle ve diger
spektral ydntemler kullanilarak izole edilen bilesiklerin yapilari aydinlatildi. Bu bilesiklerden
bazilari dogal bir bitkiden ilk kez izole edilmis yeni bilesiklerdir. Bunun yaninda yapilari bilinen
bazi bilesiklerde (gkukokapparin, ursolik asit, rutin, vb) izole edildi ve tanimlandi. Yeni olan ve
tanimlanan bilegiklerden dordunin steroid, birinin triterpenoid, bir digerinin fenolik ve birininde

alkaloit yapidaki bilesikler oldugu belirlendi:

a) Glukokapparin

b) B-Sitosterol

c) 5pB,6B- epoksikolestan, 3(3-ol

d) 5a,6a- epoksikolestan, 3[3-ol

e) Stigmast-5,22-dien-3B-ol, miristat

f) Olean-12-en-28-ol, 3B-pentakosanoat (yeni)
g) Bis -(3-metiloktil) fitalat (yeni)

h) 1H-indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit (yeni)

Bu bilegiklerden B-sitosterol ile ilgili literatirde yayin bulundugu i¢in proje de incelenmedi
(6ncelik taninmadi). Diger bilesikler 53,6B- epoksikolestan, 33-ol; 5a,6a- epoksikolestan, 33-
ol ve stigmast-5,22-dien-3[3-ol, miristat yapi tanimlama calismalari i¢in tiketildigi ve kalan
miktarlar molekuler calismalar icin yeterli olmadigi icin calisilamamistir. Tekrar elde etme
calismalari devam etmektedir. Ozellikle, stigmast-5,22-dien-3B-ol, miristat yapisal dzellikleri
acgisindan Umit vadetmesi nedeniyle Uzerinde durulmaktadir ve eger elde edilebilirse projenin
sonuglanmasindan sonra da galigilmasi surdurilecektir. Yeni olan bilesiklerden son ikisi (Bis -
(3-metiloktil) ftalat ve 1H-indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit) projenin son déneminde izole
edilip yap! tanimlanmasi tamamlanmistir. Bu iki bilesik, 6zellikle fitalat, toksik bilesiklerdir ve
diger bilesiklerde oldugu gibi tanimlama analizlerinde tuketiimelerinden dolayr molekuler
calismalar igin yeterli degillerdir. Yeni olan ve ilk baslarda etkinlik i¢cin olumlu oldugumuz olean-
12-en-28-ol, 3p-pentakosanoat (OPC) molekdiler galismalar igin ancak ug¢ kez izole edilerek

calisiimistir.

Proje kapsaminda elde edilen saf bilesiklerin ¢cok az olmasi (5-8 mg bilesik) nedeniyle hayvan
denemeleri icin hicbir sekilde yeterli olmamamasi, ya da imkansiz olmasi nedeniyle; bu
bilesiklerin in vitro kosullarda galigiimasi amaciyla, proje kapsamina dneride yer almamasina
ragmen, grup ylritme komitesinin izni ile de hiicre kultiirii deneyleri eklendi. Oncelikle, hiicre
kaltard icin hayvan modeli ile uyum saglayabilecek modeller arastirildi ve sonunda SH-SY5Y
hicrelerinde karar kilindi. Karsilagstirma yapabilmek i¢cin, DEA modelinde tespit ettigimiz

genleri 6ncelikle MSCov ve MSCov'dan elde edilen alt fraksiyonlarla denemeleri



gerceklestirildi. Bu deneyler icin 6ncelikle doz saptamalari igin sitotoksisite deneyleri
gerceklestirildi. Bu deneylerden NOEL ve LOEL benzeri degerler saptanmaya c¢aligildi. Clnki
bu denemeler icin kanser calismalarinin aksine, kullanilacak dozlarin hlicre tzerine toksik etki
gostermemesi gereklidir. Hucre kilturlerinden de LOE ve NOEL tayinleri yapilmasi mumkun
degildir. O nedenle bu degerlere yakin olabilecek 2 farkli bazen de 3 farkli dozlar saptanarak

etki belirleme c¢alismalari igin kullaniidi.

MSCov ekstresi ve bu ekstreden geri tlketimle elde edilen alt fraksiyonlarin SH-SY5Y

hicrelerinde DAE ile karsilastirmali sonuglari Tablo 33’'de verilmektedir.

Tablo 2. MSCov ekstresinin ve Diklorometan, Etil asetat, n-Butanol alt fraksiyonlarinin SHSY-
5Y hucrelerinde secilen genlerin mRNA ekspresyon duzeylerine etkilerinin kat degisim
sonugclari. Sonuglar karsilastirma agisindan deneysel MS olusturan DAE grubu sonuglari ile

birlikte verilmistir.

- 4mg/ml  6mg/ml  9mg/ml 20pg/ml  40ug/ml  50ug/ml  100ug/ml  50pg/ml 100pg/ml
- 1,16 -273  -320  -2,03 1,54 1,89 3,68 4,62 1,31 1,42
- 1,16  -162  -1,94  -1,85 -1,76 -1,43 -1,53 -1,62 -2,10 2,73
- 7828  -321  -299  -2,09 -1,12 -2,23 1,34 -1,99 -1,68 -1,84
- 13,43  -332 29  -1,90 -1,76 2,21 -1,33 -2,04 -1,51 -1,70
- 79,13 232  -2,83 1,10 -1,32 -1,28 -1,88 1,02 -6,42 -3,50
- 542  -250  -1,99 2,39 1,15 -1,22 2,45 1,34 -1,01 1,20
- 1,89  -1,41  -1,29 2,00 -1,61 -1,13 1,00 1,68 1,42 1,31
- 495 324 -1,90 -1,78 -3,15 -3,82 1,03 1,57 -1,21 1,14
- 5,56 1,34 251  -2,10 -1,45 -1,67 -1,73 -1,92 -2,58 -2,05
- -2,20 1,43 1,68 2,34 1,34 1,21 -1,25 1,75 -3,64 -6,39
- 283 -168 -243  -2,67 -1,35 -1,98 -1,55 -1,65 -4,75 -3,23
- 448 2,16  -1,02 1,07 -1,71 1,58 -2,40 -2,00 -2,83 -1,76
- -1,63 1,10 1,74 3,80 1,55 1,07 2,08 2,31 1,71 2,50
- -1,20 -262 -156  -1,07 1,38 1,03 2,17 2,25 -3,24 -2,30
- 236  -1,11  -1,23 1,47 1,24 1,76 1,84 1,32 1,22 1,10
- 2,78 1,22 1,05 2,58 -1,82 -1,34 -1,19 1,26 -1,04 1,57
- 26,33 -234 -1,81  -1,20 2,12 -2,40 2,12 1,03 -1,69 2,74
*Kirmizi renkli olanlar kontrole gdére ekspresyon dizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir

gen ifade duzeyinde paralellik tespiti bizim bu degerlendirmeyi yapmamiza veri olugturdu ve



kullanilabilirligi icin pozitif veriler olarak ele alindi. Burada da hayvan deneylerinde tespit

ettigimiz gibi MSCov alt fraksiyonlarinda ana esktre MSCov kadar etki gdzlenmedi.

Devam eden calismalarimizda izole edilen ve yapisi aydinlatilan bilesiklerden elimizde hiicre
kultara ile calismak icin yeteri kadar kalan yeni bilesiklerle veya analizlerle MSCov igeriginde
varligi tespit edilen flavonoid bilesikler ile secilen genler lzerine etkileri incelendi. Bu

calismalardan elde ettigimiz sonuclar Tablo 34-35’de derleme halinde sunulmaktadir.

Tablo 3. MSCov ekstresinden elde edilen Olean-12-en-28-ol, 38 pentakosanoat (OPC),
Olean-12-en-28-ol, 3B pentakosanoat+Rutin kombine uygulamasi ve Oleanolik asit aktif
bilesenlerin SHSY-5Y hicrelerinde secilen genlerin mMRNA ekspresyon duzeylerine etkilerinin
kat degisim sonuglari. Sonuglar karsilastirma agisindan deneysel MS olusturan DAE grubu

sonuglari ile birlikte verilmistir.

- 15ug/ml 20pg/ml 15ug/ml 20ug/ml  10ug/ml  20pg/ml
- 1,16 -1,42 -1,07 2,73 1,17 -2,20 -4,35
- 78,28 -1,53 -1,84 -1,88 -1,43 -4,41 -3,73
- 13,43 1,47 -1,60 1,85 1,87 -13,41  -19,36
- 79,13 2,21 2,12 -5,29 -8,37 -6,13 -8,14
- 5,42 1,88 -1,49 1,28 -1,60 -6,40 -5,02
- 1,89 -2,87 -3,03 -1,16 -1,24 -1,83 2,57
- 4,95 -4,49 -2,59 -1,34 1,30 2,77 -6,27
- 5,56 -1,79 -1,99 -1,58 -1,80 1,55 1,93
- -2,20 1,76 1,55 3,93 4,25 1,66 1,12
- 2,83 -1,20 -3,49 -1,03 -1,16  -24,05  -48,59
- 4,48 -1,13 -2,55 -1,48 -1,12 -2,66 -4,53
- 1,80 1,65 1,24 2,69 2,58 -1,86 -1,26
- -1,20 -1,28 -1,17 -1,13 1,53 -3,41 -4,19
- -2,36 1,44 1,56 -1,08 1,80 -1,80 -2,05
- 26,33 -1,19 -4,49 -1,93 2,69 -1545  -18,69
*Kirmizi renkli olanlar kontrole gore ekspresyon duizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir

Tablo 4. MSCov ekstresinden elde edilen glukokapparin, ve ursolik asit aktif maddelerinin
SHSY-5Y hucrelerinde secilen genlerin mRNA ekspresyon duzeylerine etkilerinin kat degisim
sonuglari. Sonuglar kargilastirma agisindan deneysel MS olusturan DAE grubu sonuglari ile
birlikte verilmigstir.



_ 8ug/ml  15ug/ml  5ug/ml  10pg/ml
_ 1,16 7,02 5,83 1,11 -1,09
_ 78,28 2,33 4,65 -2,28 1,10
_ 13,43 1,10 1,26 -5,91 -2,59
_ 79,13 2,21 2,63 -3,39 -1,67
_ 5,42 3,27 3,98 1,03 2,69
_ 1,89 -1,33  -21,10 -1,70 1,23
_ 4,95 3,17 -1,46 1,59 1,74
_ 5,56 1,19 1,23 1,68 1,91
_ -2,20 1,77 2,24 1,38 1,62
_ 2,83 3,16 3,47 -4,91 2,79
_ 4,48 -1,79  -12,46 -1,34 1,79
_ 1,80 1,90 3,12 1,91 2,01
_ -1,20 -1,56 -1,28 1,47 4,07
_ 236 27,71 24,29 1,77 2,11
_ 26,33 1,23 1,33 -3,33 -2,35

*Kirmizi renkli olanlar kontrole gére ekspresyon diizeyi artanlar; mavi olanlar ise azalanlardir.

Saf maddelerin segili genlerin ifade duzeylerine etkileri DAE ile mukayeseli olarak
karsilastiriidiginda ve kontrol veriler ele alindiginda, Olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat
(OPC) bilesigi kontrol ile en uyumlu sonuglar Ureten bilesik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Her ne
kadar oleanolik asit gen ifade duzeylerine etkileri daha fazla olarak gériinse de, bu degerler
kontrol hayvanlarda saptanan degerlerin de ¢ok altindadir. Bu durumda oleanolik asitin yan
etki olusturmasi ¢ok kuvvetle muhtemeldir. Halbuki OPC igin durum bdyle degildir. OPC ile
secili genlerin DAE de goézlenen artis veya azaliglar tersine donerken, genlerin ifade
dizeylerinde gbézlenen kat degisimler higbir zaman kontrol degerleri asan veriler olmadigi
gorilmektedir. Halbuki OA icin durum boyle degildir. OA ile literatirde bir adet DAE modelinde
koruyucu etki gosterdigini bildiren yayin mevcuttur (Martin vd., 2010). Bu galismada OA’nin
enflamatuar hicrelerin kan-beyin bariyerinden sizmasini azalttigi ve MSS’ne infiltrasyonu
baskiladig bildiriimektedir. Ancak ¢calismada detayli gen ifadeleri incelenmedigi igin bizim elde
ettigimiz diger veriler ile karsilastirimasi midmkin degildir. Bu etkiler 6rnegin MMP9
baskilanmasi ile iligkilendirilebilir (bizim tespitlerimizde oldugu gibi) ancak bu genler bahsedilen

¢alismada tayin edilmemistir.

Bu veriler OPC’nin yan etki ihtimali disuk ancak tedavi etmenligi glglu bir bilesik olarak
Onerilmesini kuvvetle desteklemektedir. Ayrica, OPC’nin etki etidi genler irdelendiginde hem



anti-enflamatuar etki gosterdigi hem de miyelin rejenerasyonunu tetikledigi soylenebilir. Bu
nedenle, hem semptomatik etkilerinin gideriimesinde hem de sistematik tedavisinde Umit verici
bir bilesik oldugunu sdylemek mumkinddr. Bizim bu noktada énerimiz OPC yapisindaki
pentakosonoat grubunun bu bilesigin biyolojik bulunurluguna pozitif etki kattigi, hiicre zarlarina
ve gesitli lipofilik ajanlar ile etkilesimine olumlu etki ettigini distindirmektedir. Bu nedenle de
toksisitesi dusmektedir. Ayrica, OA’ya oranla da %50 daha ylksek dozlarda toksisite

g6stermemektedir.

LiteratUrde triterponoid bilesiklerin MS ile ilgili olarak immunduzenleyici ve tedavi edici etkilerini
gbsteren tek biri galismalar mevcuttur (Pareek vd., 2011). Bu calismada kullanilan
triterponoidde OPC gibi bir oleanolik asit turevidir ve MS patolojisinde ¢ok dnemli olan IL-17
ekspresyonunu baskilayarak DAE modlei Uzerinde iyilestirici etkiler yaptidi bildirilmistir. Ancak
bu calismada kullanilan triterponoid sentetik bir bilesiktir. Bununla birlikte, son yillarda farkli
triterponoidler ile in vitro ortamlarda yapilan deneylerde immunregulator etkileri gosterilmistir
(Blazevski vd., 2013; Jeong vd., 2013). Bu veriler 1s1ginda, dogal olarak ilk defa bu ¢calismada
izole edilen ve bir triterpenoid olan OPC bilesiginin de MS icin Umit verici bir terapétik ajan
olma ihtimali cok yuksektir. Bu veriler degerlendirilerek, OPC igin proje ¢iktisi olarak bir patent
basvurusu yapilmis ve OPC’nin daha ileri terapoétik inceleme ve analizlerinin gergeklestiriimesi
amaciyla bir 1003 proje basvurusu vyapimistir. Bu projemiz ikinci asama da

deg@erlendiriimektedir.

izole edilen ve incelenen diger bilesiklere baktigimizda gkukokapparin ve ursolik asitin
herhangi bir tedavi edici etki gostermedigini séylemek mumkundur. Her iki bilesik ile aksine
etkiler bile tespit edildi. Bu nedenle bu bilesiklerin MS ile iligkilendiriimesi mimkdn degildir.
Enterasan olan bir durum, oleanolik asit ile ursolik asitin yapilarinin ¢ok buyuk oranda ayni
olmasina ragmen etkilerinin bu kadar farkh olmahdir (Sekil 30). Tek bir metil grubunun yer

degistirmesi bile bilesigin etkisini %100 farkllastirabilmektedir.

Sekil 3. Oleanolik asit (OA) ve ursolik asit (UA) karsilastirmali kimyasal yapilari



OPC ile birlikte kombine olarak rutin uygulamasi yaptigimiz deneyler de enteresan sonuclar
elde edildi. Rutin MSCOv ekstresinde en fazla olan ikinci flavonoid olmasi nedeni ile tercih
edildi ve elimizde ticari olarak da mevcuttu. Ayrica rutin ile ilgili bagisiklik sistemini artirdigi ve
duzenleyici etkisi oldugunu bildirir in vitro veriler de bulunmaktadir. Ancak bizim yaptigimiz
veriler rutin igin bu yonde immunodizenleyici etki gosterdigini desteklememektedir. Tam
tersine, kombine uygulama ile OPC ile elde edilen pozitif etkileri de bozucu sonuglar elde edildi.
Bu noktada, MSCov ekstresi ve alt ekstrelerde flavonoid bilesiklerle yapilan yorumlarimizi
destekler verilerdir ve birbirleri ile értismektedir. Ekstre ve alt fraksiyonlarin etkileri de
icerdikleri flavonoid bilesikler ile bir paralellik ve uyum gdstermemekteydi. Burada hiicre
hattinda rutin ile elde ettigimiz sonuglarda flavonoidlerin MS tedauvisi icin bir etkilerinin olmadigi

hipotezimizi ve ¢cikarimimizi ¢ok kuvvetle desteklemektedir.

Sonug olarak, yaptigimiz molekiler, tim genom transkriptom analizleri, immuanohistokimyasal
analizler MSCov ekstresinin MS terapisi icin Umit vadeden, ucuz ve givenli bir alternatif ve
tamamlayici tedavi ajani oldugunu gok kuvvetle desteklemektedir. ilaveten bu ekstre yada
Capparis ovata bitkisinden izole ettigimiz olean-12-en-28-ol, 3 pentakosanoat bilesigin de
molekdler veriler 1s1ginda MS icin ¢ok énemli alternatif bir terapétik olma 6zelligi tasimaktadir

ve bu nedenle devam eden calismalar ile in vivo olarak calisiimasi gereklidir.



5 SONUG

Proje kapsaminda yurutulen molekuler, toksikolojik, histolojik, immunohistokimyasal,
transkipsiyonel ve analitik calismalar, Capparis ovata bitkisinden elde edilen ve MSCov ismi
verilen sulu ekstrenin, halen kesin tedavisi bulunmayan MS hastaligi icin hem dusuk maliyeti
hem de yan etkilerinin olmamasi (guvenilirligi) ve ayni zamanda kolay kullanilabilir olmasi g6z
onlne alindiginda, yuksek potansiyelli ve dnemli bir alternatif etmeni oldugunu kuvvetle

desteklemektedir.

Benzer olarak, proje kapsaminda Capparis ovata bitkisinden izole edilen ve yapisi tayin edilen
ve in vitro molekuler etkileri tespit edilen olean-12-en-28-ol, 33 pentakosanoat bilesigi de MS

icin cok dnemli alternatif bir terapoétik olma 6zelligi tasidigi gdsterildi.

ilaveten, proje ¢ok verimli ve iiretken bir calisma oldu. Proje kapsaminda 8 adet bilesik izole
edildi ve bunlardan 3 tanesi yeni bilesiklerdir. Ayrica, kalan bilesiklerden 2 tanesi de dogal bir
bitkiden ilk defa izole edilen ve tanimlanan bilesiklerdir. Yeni bilesik izolasyonunun ve de
yapisinin tanimlanmasinin zorluklari géz 6nune alindiginda bu rakamlarin gergekten énemli
oldugu daha iyi ortaya ¢ikmaktadir. Proje calismalarindan OPC icin bir adet Patent basvurusu
yapilmaktadir ve yapisal inceleme asamasindadir. Benzer olarak, OPC bilesiginin sentezini ve
daha ileri duzeylerde in vivo ortamlarda ¢alisiimasini éngoéren bir adet 1003 proje Onerisi de
uretildi. Bu proje Onerisi birinci asamayi gegerek ikinci asamada incelemededir. Yayin olarak
da, verilerin yeni olasi ve patentlenmesi beklentisi ile yayin yapmaktan kaginiimis ancak 5
adedi SCI olmak Uzere toplam 11 adet uluslararasi bildiri Gretilmigtir. SCI bildirilerin 1 adedi 8
dakikalik e-bildiri olarak sunulmustur. Sonug raporu ile projenin DAE sonuglarini kapsayan
genis icerikli bir yayin hazirlanmis ve dinyanin en prestijli MS dergisi olan “Multiple Sclerosis

Journal” submit edildi.

Sonug¢ olarak, proje O6nerisinde basta Ongdérilen hedeflere tam manasiyla ulasildi ve

calismalara devam edilecektir.
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Oz:

Multipl Skleroz (MS), hala etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber genetik ve gevresel
faktorler tarafindan tetiklenen, immun bozuklugunun neden oldugu, merkezi sinir sisteminin
kronik, enflamatuar ve demiyelizan bir hastaligidir. Glinimiizde MS tedavisi igin kullanilan
mevcut olan ilaglarin kullanimlari ile karsilasilan sikinti, tam tedavi etmeni olmamalari ve yan
etkilerden dolayi, MS igin alternatif tedavi ajanlarinin saptanmasi ve ilag gelistiriimesi
calismalari devam etmektedir. Bu kapsamda, projede 6ncelikle Capparis ovata bitkisinden
elde edilen ekstre (MScov) veya Capparis ovata bitkisinden dogrudan elde edilen ekstreler
cesitli ekstraksiyon ve kromatografi teknikleri uygulanarak alt fraksiyonlar ve saf bilesikler elde
edildi. Hem ana ekstre MSCov ile ve hem de alt fraksiyonlar ile multipl skleroz deneysel
hayvan modeli olan DAE olusturdugumuz CL57BL/6 farelerde, klinik skorlama, molekiler gen
ifade degiskenlikleri, toksikolojik etki belirleme, histolojik ve immunohistokimyasal inceleme ve
takipleri, tim genom transkriptom analizleri gergeklestirildi. Ozellikle ana ekstre MSCov ile
tedavi edilen DAE hayvanlarin hem klinik skorlar ve hem de molekiiler gen ifade dizeyleri
hastaligin kontrol hayvanlara benzer sekilde geri donUstirildiguni teyit etti. Ayrica histolojik
ve immunuhistokimyasal verilerimiz, DAE hayvanlarda tespit edilen miyelin tabakasindaki
deformasyonlarin ve immunolojik tanilarin, MSCov uygulamasi ile buylk oranda iyilestirildigi
ve immunreaktivitelerin kontrol skorlara yaklastigini gésterdi. Bu ekstrenin olasi yan etkilerini
tanimlamak igin yapilan toksikolojik gen profilleme galismalarimiz MSCov?un 500 mg/kg/gin
dozda guvenilir oldugunu, 6nemli bir yan etki olusturmadigini destekledi. Bu verilerimiz Tim
genom transkriptom analizleri ile de teyit edildi. DAE hayvanlarda bagisiklik yaniti ile ilgili
yolaklarda ifade duzeyleri artan transkriptlerin MSCov uygulamalari ile tekrar baskilandigini
gosterildi. Ancak elde edilen alt ekstrelerin hig birisi ile ana ekstreye benzer sonuglar elde
edilemedi. Bu nedenle, MSCov ile gézlenen bu iyilestirici etkilerin igerdigi ok farkl
bileskenlerin pleiotropik etkileri oldudu; fraksiyonlama da birlikte pozitif etki olusturan
bileskenlerin bir birinden ayriimasi yada kompleks yapilarinin bozulmasi nedeni ile etkilerinin
kayboldugu onerilmektedir.

Capparis ovata bitkisinden yada ana MSCov ekstresinden proje kapsaminda 8 bilesik
[glukokapparin, ? -sitosterol, 5?,67- epoksikolestan, 3?-ol, 5?,67- epoksikolestan, 37?-ol,
stigmast-5,22-dien-3?-ol, miristat, olean-12-en-28-ol, 3?-pentakosanoat (yeni), Bis -(3-
metiloktil) fitalat (yeni), 1H-indol-, 2-hidroksi, 3-karboksilik asit (yeni)] saflastiriimis ve
karakterize edilmistir. Bu bilesiklerin miktarlari yeterli olmadidi i¢in hayvan deneyleri yerine in
vitro hiicre kulturinde etkileri arastiriimistir. Bu modellerde yapilan deneyler olean-12-en-28-
ol, 3?-pentakosanoat bilesiginin, hem immun baskilayici ve hem de miyelin olusumunu
tetikleyici etkiler gostermesi nedeniyle; MSCov ile gozlenen etkilerden sorumilu olabilecek,
onemli bir terapétik ajan potansiyeli tasidigi tespit edildi. Diger bilesiklerin MS igin etkin olma
ozellikleri olusturmadigi saptandi.

Sonug olarak, proje ile 6nerilen hedefler basari ile gergeklestirildi ve patent dahil yeni
arastirmalara temel olusturacak ciktilar Uretildi.

Anahtar Kelimeler:

Capparis ovata, Multipl Skleroz, MSCov, olean-12-en-28-ol, 3?-pentakosanoat (OPC),
Terapo6tik ajan

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Hayir

Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Anti-neuroinflammatory effect of butanolic subextract of Capparis ovata water extract used
as an alternative and complementary treatment for multiple sclerosis (Makale - Diger Hakemli
Makale),
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