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TOeiTan

ONSOz

Endustrilesmenin gelismesiyle birlikte cevreye her yil binlerce ¢esit kimyasal madde
atilmaktadir. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tip alanindaki gelismelerle birlikte
her gin yeni bir ilag cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla Uretilmektedir. Tim bunlarin
sonucu olarak, diinyamizdaki canlilar ve 6zellikle insanlar, birgogu toksik olan bu bilesiklere
ve kimyasallara sikilikla maruz kalmaktadirlar. Bu kimyasal maddeler insanlar da basta
kanser olmak Uzere birgok hastalik olusmaktadir. Kanser vicudun degisik organlarinda
ortaya c¢ikabilen ve bu organlardaki hiicrelerin kontrolsiiz cojalmasiyla olusan, tedavileri ve
yaklasimlari birbirinden farkli olan bir hastaliktir. Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere
ragmen, kanser hala olum nedeni olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri
korumaktadir. Saglik Bakanhgi Kanser Daire Baskanligi 2013 yili verilerine gore kanser hizi
erkeklerde ylizbinde 267,9 kadinlarda ise ylzbinde 186,5'dir ve toplam kanser insidansi ise
yuzbinde 227,2'dir. Yine bu verilere gore tlkemizde 2013 yiinda 174 bin kisiye yeni kanser

teshisi konulmustur.

Dinyada ve de Turkiye de pek cok kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi gibi
konvansiyonel ydntemler kullaniimaktadir. Bu metotlar ¢ok sik kullaniimasina ragmen sahip
olduklari gerek sahip olduklari yan etkilerden dolayr gerekse her insanda ayni etkiyi
gOstermediklerinden dolayl dezavantajlara sahiptirler. Son yillarda kanser tedavisi igin
alternatif tedavi ajanlarinin saptanmasi ve ila¢ gelistiriimesi ¢alismalari devam etmektedir..
Bu kapsamda, projede fitokimyasal bilesenleri bilinmeyen ve llkemizde geleneksel tedavi
amagcl tibbi bitki olarak yaygin bir sekilde kullanilan Urtica urens (klg¢uk 1sirgan) bitkisinin
fitokimyasal bilesenlerinin tanimlanarak anti-karsinojenik, anti-oksidan ve timor baskilayici
etkilerinin etki mekanizmalar belirlemek igin gen ve protein ekspresyon c¢aligmalari,
toksikolojik etki belirleme, tum genom transkriptom analizleri, izolasyon ve yapi tayin

deneyleri gergeklestirildi. Bu ¢alismalar neticesinde ¢ok énemli giktilar elde edildi.

Proje yurGtlclsu olarak emegdi gecen arastirmaci ve danigsman hocamiza, bursiyelere,
arastirmaci olmadiklari halde bir sekilde katki saglayan ekip arkadaslarimiza, proje
onerimizi degerlendiren ve raporlarimizi okuyan raportér hocalarimiza, TUBITAK' ta

projemizin degerlendirme sirecine katilan KBAG c¢alisanlarina ¢ok tesekkur ederim.

Tim bu galisma 1117515 numarali TUBITAK projesi kapsaminda gerceklestirilmistir.
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OZET

Kanser, organizmaya ait hiicrelerin ¢esitli nedenlerden dolayi kontrolstiz sekilde ¢ogalmalari
ile karakterize edilen bir hastaliktir. Genetik, kimyasal ve cevresel kosullar en 6nemli
sebeplerindendir. Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lim
nedeni olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Diinyada ve de Turkiye
de pek cok kanser hastasi kemoterapi, radyoterapi gibi konvansiyonel tedavilerin yani sira
alternatif ve tamamlayici tedavileri de siklikla kullanmaktadirlar. Bunun sonucunda,
gunumuzde gogunlugu bitkisel preparatlar olan alternatif tedavi UrGnlerine gosterilen ilgi her
gecgen gun artarak hem halk saghgi agisindan énem olusturmakta ve hem de ¢ok blyuk bir
ekonomik deger olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu calismanin amaci, fitokimyasal bilesenleri
bilinmeyen ve Ulkemizde geleneksel tedavi amagcli tibbi bitki olarak yaygin bir sekilde
kullanilan Urtica urens (klgUk I1sirgan otu) bitkisinin fitokimyasal bilesenleri tanimlanarak anti-
karsinojenik etki mekanizmalari molekller dizeyde saptamaktir. Bu kapsamda, projede
oncelikle Urtica urens bitkisinden elde edilen 6zltler gesitli ekstraksiyon ve kromatografi
teknikleri uygulanarak alt fraksiyonlar ve saf bilesikler elde edildi. Bu 6zutlerin GC/MS ve
LC/MS analizleri hekzan 6zutlerinin doymamis yag asidi bakimindan ve kloroform, etil asetat
ve metanol o6zitlerinin ise fenolik bilesiklerce zengin oldugunu gostermistir. Proje
kapsaminda bitkiden izole edilen ve yapilari tayin edilen rutin, urasil, 4-hidroksibenzoik asit,
daucosterin, stigmasterol, hekzadekanoik asit metil ester bilesikleri bitkide ilk defa saptanan
bilesiklerdir. igerdigi fenolik bilesikler ve mRNA analizleri bitkinin yliksek anti-oksidant ézelligi
oldugunu gostermistir. Urtica urens’ten elde edilen o6zitlerin insan kanser hicrelerine
(LnCAp, A549 ve Caco-2) uzerlerine sitotoksik etkileri bu ¢alismada incelenmis olup elde
edilen sonuglara goére etkin doz degerleri hesaplanmigtir. Bu sonuglar dzutlerin yuksek
sitotoksik ve anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir. Ardindan birgok
farkh hicresel yolakla iligkili 35 genin mMRNA ve protein dizeylerinde meydana gelen
degisimler belirlenmis ve igerdigi dolayl Ozutlerin apoptozu ve timoér baskilayici genleri
indUkledigi tespit edilmistir. Ayrica tim genom transkriptom analizi sonucunda bu degisimler
teyit edilmistir. Tim bunlarin yani sira, yaprak ve tohumlarda elde edilen &6zitlerin
topoizomeraz | ve Il aktivitesini inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica, ilag metabolize edici
enzimlerin transkripsiyonel regilasyonundan sorumlu nikleer reseptérlerin mRNA seviyeleri
etil asetat uygulamasi sonucunda anlamh bir sekilde dedistirmistir. TUm bu sonuclar, bu
bitkinin degisik hucresel yolaklar degistirerek anti-karsinojenik ve sitotoksik aktivite
gOsterdigini ortaya koymustur. Ayrica, diger ilaglarin metabolizmasinda degisikliklere yol
acabilecegi yine bu calisma ile saptanmigtir. Bu ¢alisma isirgan otu ile yapilacak olan diger

farmakolojik ve toksikolojik galismalara ipuglari saglayacaktir. Sonug olarak, proje ile dnerilen
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hedefler basari ile gergeklestirildi ve patent dahil yeni arastirmalara temel olusturacak c¢iktilar

uretildi.

Anahtar Kelimeler: klglk isirgan otu, Urtica urens, anti-karsinojen etki, apoptotik etki, anti-

oksidan etki, molekuler mekanizma
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ABSTRACT

Cancer is a disorder which is characterized by uncontrolled proliferation due to variety of
reasons. Genetic, chemicals and environmental conditions are the main reasons of this
disease. Despite recent advances in early diagnosis and treatment, cancer is still the first
leading cause of death during the last 20 years. In addition to conventional treatments such
as chemotherapy and radiation therapy alternative and complementary therapies are also
frequently used among the cancer patients not only in Turkey but also all over the world. As
a result, the popularity of herbal preparations as alternative and complementary therapies
has been ever growing and they constitute great importance in terms of public health as well
as economic value. The scope of this proposed research project is to determine the unknown
phytochemical constituents of a widely used traditional therapeutic medicinal plant i.e. Urtica
urens (small nettle) and is to investigate it's anti-carcinogenic, and tumor suppressor effects
at the molecular level. In this context, first the plant extracts obtained from Urtica urens were
further fractionated to isolate pure compounds by applying various extraction and
chromatography techniques. In this study, 6 compounds namely rutin, uracil, 4-
hdroxybenzoic acid, daucosterin, stigmasterol, hexadecanoic acid methyl ester, were and
structurally elucidated for the first time in this plant parts. High amount of phenolic ingradients
and mRNA studies showed that herb has high anti-oxidant activity. The cytotoxic effect of
extracts obtained from Urtica urens was determined in human cancer cells (LnCAp, A549 ve
Caco-2) cells by this study and effective doses were calculated by using these results. This
result was demonstrated that extracts may have high cytotoxic and anti-carcinogenic activity.
After that, changes that in mRNA and protein levels of 35 genes related with different cellular
pathways was investigated and it was identified that extracts induced apoptosis and tumor
suppressor genes because of their active compounds. Moreover, it was detected significant
changes in these cellular pathway as a result of whole genome transcriptome analysis of
extracts treated cells. Besides all, it was detected that most of the extracts obtained from
leaves and seeds inhibited activity of topoisomerase | and Il enzymes. Moreover, the mRNA
levels of nuclear receptors that are responsible for the drug transcriptional regulation of drug
metabolizing enzymes was changed significantly by extract treatment. All of these results
reveled that this herb showed anti-carcinogenic and cytotoxic activity by changing different
cellular pathways. Morever, it was determined that this herb may cause changes in the
metabolism of other drugs was determined by this study. This study supplied new clues for
other pharmacological and toxicological studies of urtica species. As a result, the project was
successfully accomplished with the proposed targets and outcomes will form the basis for

new research, including patented products.
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1. GIRIS

Gunumuzde endustrilesmenin gelismesiyle birlikte cevreye her yil binlerce ¢esit kimyasal
madde atilmaktadir. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tip alanindaki geligsmelerle
birlikte her gin yeni bir ilag cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla Uretilmektedir. Bunun
sonucu olarak, dinyamizdaki canlilar ve 6zellikle insanlar, birgogu toksik olan bu bilesiklere
ve kimyasallara maruz kalmaktadirlar. Bu sebepten dolayi, insanlar da basta kanser olmak
Uzere bir¢cok hastalik olusmaktadir. Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen,
kanser hala 6lum nedeni olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir.
Dunyada ki pek ¢ok kanser hastasi kimyasal ve i1ginsal tedavi gibi konvansiyonel tedavilerin
yani sira alternatif tedavileri de siklikla kullanmaktadirlar. Zaten birgok bitkinin insan saghgi
Uzerine olan etkileri stiphesiz asirlardir bilinmektedir ve son birkag ylz yilda alternatif tedavi
olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Son yillarda teknoloji bakimindan ileri seviyedeki toplumlarin
bitkilere ve de onlardan elde edilen 6zltlere olan ilgisi de, kuskusuz diyetle alinan sebze ve
meyvelerin icerdigi fitokimyasallar hakkinda yapilan bilimsel ¢alismalar sayesinde artmistir.
Avrupa'da ve Amerika Birlesik Devletleri'nde oldugu gibi tlkemizde de lokman hekimcilik, son
yillarda bilimsel ¢alismalarin alternatif tip Gzerine yogunlasmasi ile hiz kazanmaktadir. Hatta
Avrupa'nin bircok yerinde bu bitkisel kimyasallar ana kaynagindan saflastirilarak ya da cesitli
preparatlar halinde veya diyetsel katki maddeleri olarak pazarlanmaktadir ve pek ¢ok
hastaligin alternatif tipla tedavisinde kullaniimaktadirlar. Bu bitkilerden bir tanesi kuguk
Isirgan otu olarak bilinen Urtica urens’dir. Isirgan otu Turkiye’de ve Dlnyada insanlar
arasinda kullanimi yaygin olan bir bitkidir. TUrkiye de yapilan birgok etnobotanik ¢alismada,
Isirgan otunun halk arasinda kanser, bobrek rahatsizlidi, solunum vyollari rahatsizhigi ve
Okslruk tedavisi, sa¢ dokulmelerini dnleme, nefes darlidi, felg, tansiyon, mide agrisi,
romatizma, idrar yollari hastaliklari, kemik erimesi, egzama, kadin hastaliklari, hipertansiyon,
bobrek tasi disirme ve hazmi kolaylastirma gibi durumlarda siklikla kullanildigini
gOstermektedir (Tuzlaci ve dig. 2001, Kog 2002, Simsek ve dig. 2004, Glilgin ve Ezer 2004,
Caliskaner ve dig. 2004). Bu c¢alisma ile bu bitkinin anti-karsinojenik aktivitesine sahip olup

olmadigi birden fazla degisik yaklasimla ortaya konulmusgtur.

1.1 Kanser

Kanser DNA'da herhangi bir sekilde meydana gelen hasar sebebiyle hucrelerin anormal ve
dizensiz bliylumesi ve gogalmasiyla karakterize edilen bir hastaliktir. Saglikli vicut hicreleri

Olen hdcrelerin yenilenmesi, hasarli dokularin onarimi i¢in bolinebilme yeteneklerini
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kullanirlar. Fakat bu yetenek sinirsiz degildir ve hicre bunun bilincindedir. Kanser
hicrelerinde ise durum bundan farklidir. Bu hlcreler kontrolsiiz olarak buyur ve cogalirlar.
Kanser hucreleri birleserek tumorleri meydana getirirler. Meydana gelen tumor dokular
normal dokulari sikigtirabilir, tahrip edebilir ya da igerisine diflize olabilirler. Kanser hlcreleri
tumor hicresinden ayrilirsa lenf ya da kan yoluyla vicudun diger bdlgelerine gidebilirler,
gittikleri yerde ayni sekilde duzensiz buyimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde
yayllmasina metastaz denilir. Baska bir dokuya gecis yaparsa buna da invazyon
denilmektedir. Kanser, onkogenlerin islev kazanglari, bazi tGmdr baskilayici genlerin islev
kayiplari, apoptoz yolaklarinda gérev alan genlerin ekspresyon diizeyindeki degisiklikler ve
DNA hasari onarim yolaklarindaki genetik degisiklikler sonucu olusan ve geligen bir
hastaliktir. Mutasyonlar gibi genetik dedisimlerin bazilari kalitimsal olarak var olup kansere
yatkinlik yaratirken, bazilari da hilicresel dizeyde dis etkilerle (UV, kimyasallar)
gercekleserek hiicrenin bolinme kapasitesini degistirir ve neoplastik transformasyonu

baslatabilir.

Hlcrede meydana gelen genetik degisimlerin, kanserlesme surecinde hlcre davranisi
Uzerindeki etkisi bilinen alti farkh yolla gerceklesir (Sekil 1.1). Bunlar; 1. Blyume faktora
sinyallerinden bagimsiz proliferasyon, 2. Blylume engelleyici sinyallerden kagis, 3.
Apoptozdan kacgis, 4. Sinirsiz ¢odalma potansiyeli, 5. Anjiyogenez, 6. invazyon ve
metastaz’dir. Bu etkiler, hiicre metabolizmasinda ve proliferasyonunda, islev gosteren sinyal
iletim yolaklarindaki degisiklikler ile olur. Saglkli hicrede, hicre donglisu, olusan DNA
hasari, tamir mekanizmalari tarafindan onarilincaya kadar durdurulur ve eger tamir
edilemiyorsa da hlicre apoptoza yonlendirilerek hasarli hiicrenin ortadan kalkmasi saglanmis
olur. Ancak, normal bir hiicrenin kanserli bir hicreye dénisme sirecinde, DNA hasari
olusumunun ardindan, hicre déngusu kontrol ve/veya DNA hasari tamir mekanizmalari etkin
olarak gbrev yapamadigi durumlarda, hasar tamir edilemeyebilir ve hicre apoptoza

yonlendiriimeden hasarl olarak proliferasyona devam edebilir (Bartek ve dig. 1999).
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ve Metastaz

Sekil 1. 1. Kanserlesmenin alti temel kurall.

Bati toplumlarinda her ¢ insandan birinde kanser gelismekte ve beste biri dlmektedir
(Fearnhead 2004). Tium kanserler, DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olugsmaktadir.
Kanserlerin %10-15 sinin, kalitimsal oldugu yani ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi,
geriye kalan %85-90’lik kismini ise yasam boyunca canli hicrelerdeki DNA'nin, mutajenlere
maruz kalmasi, hiicre DNA sindaki hafif progressif dedisiklikler ve replikasyonda hatalar
olusmasi ile sekillendigi dusinidimektedir. Bazen olusan bu mutasyonlardan biri, iginde
bulundugu hicrenin buyimesini ve bu hiicreden tireyen bir kanser klonunun olugsmasini

saglar.

Kanser multifaktoriyel olup, bakterilerden virislere, radyasyondan kalitima, c¢evresel
faktorlerden beslenme aligkanligina ve kimyasallara kadar birgok faktér kanser olusumunda
sucglanmaktadir. Cevresel olarak maruz kaldigimiz birgok kimyasal madde, kansere sebep
olmaktadir. ilaglar ve yagl yiyecekler, bazi kifler (alfatoksinler), iyottan fakir diyet, kirmizi
etten zengin diyetler, yanmig yaglari iceren besinler de kansere sebep olan dnemli ¢evresel
faktorlerdendir. Sigara, alkol, hardal gazi, benzen, kdmur tozu ve zifti, madeni yaglar ve

naftalin de diger kimyasal kanser yapici etkenlerdir (Williams 1992, Williams 2001).

1.1.1 Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde; tumorun organizmada bulundugu dokuya, hastanin fizyolojik durumuna
ve tUmaoran karakterine bagl olarak genis bir yelpazede ¢esitli tedaviler uygulanmaktadir. Bu
tedaviler arasinda kemoterapi, radyoterapi, gen terapisi, immunoterapi ve monoklonal antikor
terapileri kullaniimaktadir. GUnumuzde kanser tedavisinde en yaygin kullanilan tedavi

yéntemleri kemoterapi ve radyoterapidir. Tim bunlarin i1si1dinda erken teshis ve tedavideki
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yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lim nedeni olarak ilk siralardaki yerini korumaktadir.
Kanser hastalari tibbin belli bir evreden sonra c¢aresiz kalmasi durumunda alternatif tip
yéntemlerine basvurmaktadirlar. Amerika Birlesik Devletleri'nde zaman iginde artan ve son
yillarda topluma 40 milyar dolar maliyeti agan alternatif tedavi yontemleri (vitaminler, bitkisel
urtnler, cesitli beyin-vicut teknikleri) ulusal stratejilerin gelismesine ve bu yontemlerin
bilimsel ¢cercevede sorgulanmasina neden olmustur. Ulkemizde alternatif tip alaninda yapilan
calismalarin sayisi az olmakla birlikte bu alanda kullanilabilecek (6zellikle bitkisel ajanlar)

drtinlerin etkilerinin arastiriimasi sirmektedir.

1.2 Anti-karsinojenik Etki ve Fitokimyasallar

Son yillarda gelisen molekiler biyoloji teknikleri, kanser biyolojisi ve olusum mekanizmalari
hakkinda cok fazla bilgi elde edilmesini saglamistir. Bununla birlikte, birgok bitkisel ajanin
hicre ici sinyal yolaklarindaki hedef proteinlerin ekspresyonlarini etkileyerek timor
olusumunu baskiladigr gosterilmistir (Sekil 1.2).

‘L il Antiapoptotik Kanserli hiicre

4 | Timdr supresor proteinler v proliferasyonu
proteinler B
v Biiyiime
4 JAK-STAT faktor volag
yolagi /
\ s ‘L NFE-KB }rﬂlﬂgl
Molekiiler
Topoizomerazlar | #—— Hedefler

/ T I Anjivogeneaz
. 'EGF
+ Invazyon \ )

(MMP-9, ICAM-1)

t Apoptoz volag

+ Hiicre déngiisi
proteinleri

{ Osteoklastojenez

Sekil 1. 2. Kanser tedavisinde alternatif ve tamamlayici tedavi olarak kullanilan bitkilerin etkiledigi
hedef proteinler (Kutu igerisine alinanlar tez kapsaminda c¢alisilan alanlardir.), (Aggarwal ve dig.

2004’dan uyarlanmistir).

1.2.1 Programl Hiicre Oliim Yolagi; Apoptoz
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Apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik olarak istenmeyen, hasar gérmus ya da potansiyel
olarak neoplastik hlcrelerin uzaklastirimasinda basvurulan bir hiicre 6lim mekanizmasidir.
Doku homeostazisi, Apoptoz/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde surdurtlmesine
bagdlidir ve bu dengenin bozulmasi kanser basta olmak Uzere bircok 6nemli hastaligin
patogenezinde rol aldigi gosterilmistir (McPhie ve dig. 2003). Artmis proliferasyon ve azalmis
Apoptoz karsinogenezise aracilik etmektedir (Kerr ve dig. 1994, Ghobrial ve dig. 2005).
Hucrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri igin

bu hasarli hiicrelerin Apoptoz yolu ile éldurtlmesi baylik énem tasimaktadir.

Apoptoz cesitli hicre ici ve digi sinyallerle uyarilabilir. Blylme faktorlerinin yetersizligi,
sitokinler, hicre ici kalsiyum miktarindaki artis (hiicre disindan fazla miktarda Ca** iyonlarinin
girisi ya da endoplazmik retikulumdan Ca**un sitoplazmaya salinmasi), timor nekroz faktor
(TNF), Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, DNA hasari nedeniyle timor baskilayici gen olan
P53'ln aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar, glukokortikoidler, hipertermi, radyasyon,
hipoksik kosullar, oksidatif stres ve toksinler apoptoz olusumuna neden olabilirler (Elmore
2007). Apoptoz mekanizmasi, bu wuyartilara ve de hicre tipine goére farkhliklar
goOsterebilmektedir (Mattson ve Chan 2003). Fizyolojik émrinid tamamladigi halde cesitli
nedenlerle apoptoza gidemeyen hiicreler malign hicrelere dénisme potansiyeline sahiptir
(Stratton ve dig. 2009). Bundan dolayl, son yillarda, anti timor ilag gelistirme
arastirmalarinda apoptozun indiiklenmesi 6nemli bir strateji haline gelmistir. Ozellikle
bitkilerden elde edilen aktif maddeler metastatik hicrelerde apoptoz tetikleyicisi olarak
kullanilabilmektedir (Senderowicz 2004).

Apoptotik slrecte temel olarak iki protein ailesi dGnemli rol oynarlar. Bunlardan biri Bcl-2 ailesi
digeri ise kaspazlardir.

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptotik olusumda buylik 6énem arz eden
mitokondri membran bitinligu buydk ol¢clide Bcl-2 ailesi tarafindan kontrol edilir (Garcia-
Saez ve dig. 2010, Gross ve dig. 1999). Bcl-2 ailesinin yaklasik 20 tyesi vardir, hepsi en az
bir Bcl-2 homoloji (BH) domaini igerir. Bu domain protein-protein etkilesimine aracilik eder.
Aile Uyelerinin ¢ogu ya U¢ ya da dort BH domaini paylasir. Bcl-2 proteinlerinin bir grubu
apoptozu inhibe (anti-apoptotik) eder, digeri ise tegvik (pro-apoptotik) eder (Sekil 1.3)
(Chipuk ve dig. 2010, Pradelli ve dig. 2010, Wang ve Youle 2009). Bcl-2’nin oraninin daha
yuksek olmasi hicrenin yasamini surdirmesini saglarken, Bax'in daha fazla olmasi
durumunda hucre 6lime gitmektedir (Hagberg ve dig. 2009, Del Poeto ve dig. 2008, Xiao ve
Zhang 2008).
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Sekil 1. 3. Bcl-2 ailesi proteinlerinin yapisal domainleri.

Kaspaz Ailesi: Kaspazlar, zimojen olarak sitoplazmada bulunan aktif merkezlerinde
sisteinlerin yer aldigi proteazlardir. Kaspazlar, baslatici kaspazlar (kaspaz-2, -8, -9, -10),
efektoér kaspazlar (kazpaz-3, -6, -7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13, -
14) olmak Uzere Ug gruba ayrilir (Sekil 1.4).
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Sekil 1. 4. Kaspaz ailesinin CARD, DED ve buyuk altbirim (p20) ve kiguk katalitik altbirimi (p10)

belirtilen ¢ ana grubu.

Baslatici kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan 6lim sinyallerini efektér kaspazlara
naklederler. Efektor kaspazlar ise hicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, DNA tamirinde
rol alan poli ADP-riboz polimeraz (PARP), nukleer membran proteini lamin A, DNA
topoizomeraz Il gibi 100 kadar proteini pargalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana
gelmesine neden olurlar (Lavrik ve dig. 2005). Kaspazlar apoptoz diginda hucrenin
¢ogalmasinda, farkllagmasinda da gorevlidirler (Pop ve Salvesen 2009, Lamkamfil ve dig.
2007).
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Hicrede apoptoz, i¢ (intrinsik) ve dis (ekstrinsik) yolak olmak Uzere bilinen iki farkl yolla
induklenir (Sekil 1.5);
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Sekil 1. 5. i¢ ve dis apoptoz yolaklar!.

Hucre digi yolaklarda, Fas ligand (FasL) ve timor nekrdz faktér (TNF) gibi sinyal proteinleri
hedef hiicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanarak apoptoza giden yolu uyarirlar. FasL
baglandiktan sonra, reseptér membranda trimerize olarak aktiflesir. Boylece reseptorin
sitoplazmik kisminda yer alan bdlgelerine prokaspaz-8 baglanir. Prokaspaz-8’in kendi
kendini kesmesi ile aktiflesen kaspaz-8, prokaspaz-3’U keserek aktiflestirir ve bdylece kaspaz

kaskati olusturarak huicreyi apoptoza ugratir (Song ve dig. 2006).

ic yolakta ise Apoptoz, radyasyon, DNA hasari nedeniyle bir timdr stipresér gen olan P53’tin
aktive olmasi gibi hlcre i¢i uyaranlar tarafindan aktive edilir. Apoptozin bu mekanizmasi
mitokondriye bagimlidir. Apoptotik hiicre igi sinyalin alinmasindan sonra Bcl-2 ailesinin pro-
apoptotik Gyeleri olan Bax ve Bad proteinleri mitokondri membraninda oligomerize olarak,
mitokondri zarinin iyon gecirgenligini arttirir. Bdylece mitokondriden; sitokrom ¢, sekonder
mitokondri tlrevli kaspazlar/direkt Apoptoz inhibitériint baglayici protein (Smac/DIABLO) ve
Apoptoz indlkleyici faktér (AIF) gibi mediyatérler salinir. AlF, direkt olarak nikleusa gider ve
buradaki endonikleaz G’yi aktive ederek DNA'da fragmentasyona neden olur.
Smac/DIABLO, Apoptoz inhibitér proteinine (IAP) baglanarak kaspaz-9’'un inaktive olmasini
engeller. Sitokrom c’nin ise mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi, apoptotik slregte geri
donllmez bir noktayi gésterir (Hockenberry ve dig. 1990). Sitokrom ¢ 6nce bir sitoplazma
proteini olan apoptotik proteaz aktive edici faktér-1 (Apaf-1)’e daha sonra ise prokaspaz-9'a

baglanarak beraberce apoptozom denilen kompleksi olustururlar. Olugsan kompleks 6nce
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kaspaz-9'u daha sonra da efektor kaspazlar olan kaspaz-7, kaspaz-3 veya kaspaz-6’yi aktive
ederek, Lamin B, PARP ve endonukleaz G enzimlerini pargalar ve onlari aktiflestirir. Sonucta
kromatin kondensasyonu ve DNA’nin fragmanlara ayriimasi meydana gelerek hicre

apoptoza gider (Hengartner 2000).

1.2.2 Hicre Dongiisiinii Diizenleyici Proteinler

G1, S, G2 ve M evrelerinden olusan hicre dongusunun bir evresinden digerine gegisi, dongl
basamagina gore duzeyleri degigen siklin, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve siklin bagimli
kinaz inhibitor (CDKI) proteinleri tarafindan kontrol edilir. CDK’lar kendi baglarina
bulunduklarinda inaktiftirler. Bu proteinler, sikline baglandiginda aktifleserek aktif siklin-CDK
komplekslerini olustururlar. Bu kompleks hedef proteinleri fosforile ederek hicre dénglnin
devamhhgini saglar (Alberts ve dig. 2001). Memeli hicrelerinde hicre doéngusinin
dizenlenmesinde 11 adet CDK ve 16 adet siklin rol oynamaktadir (Cabadak 2008). SiklinD
ve CDK4 hicre dongulstinde S fazina gegiste gorev olan kompleksi olusturan iki proteindir.
Siklin/CDK kompleksin aktivitesi CDK inhibitérleri (CDKI) tarafindan kontrol edilir. Bu
proteinler Siklin/CDK kompleksi olusumunu ve DNA replikasyonunu inhibe eder. Etkiledikleri
CDK ve inhibisyon mekanizmalarina gore iki farkli CDKI ailesi vardir. Cip/Kip ailesi p21, p27,
p57 isimli proteinlerden olusur ve tim CDK’lari inhibe ederler. Diger yandan INK4/ARF ailesi
ise p15, p16, p18, p19 proteinlerinden olusur ve CDK4 ve CDKG'’y! inhibe eder (Cabadak
2008). Tum bu genlerin ekspresyonlarinda ve proteinlerinin miktarlarindaki artis ve ya azalis
birgok kanser tiriinde sik rastlanan bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ekmekgi ve dig.
2008).

1.2.3 Onkogenler ve Timor Baskilayici Genler

insan kanserlerine yol acan kimyasal ve virlisler gibi ajanlarin hedefledigi, timor
patogenezinde yer alan ve ya bundan sorumlu oldugu disinidlen baslica kanser genleri
onkogenler ve timoér baskilayici genler olmak Uzere iki genel kimede siniflandiriliriar.
Onkogenler, hicresel proliferasyon ve farklilasmanin dizenlenmesinde anahtar rol oynayan
protoonkogenlerde meydana gelen mutasyonlar veya gen Urlnlerinin asiri ifade edilmesi
sonucunda aktive olurlar. 100’Un Uzerinde tanimlanmig onkogen bulunmaktadir.
Onkogenlerin kodladidi proteinler dort sinif altinda toplanir (Turner ve dig. 2003);

1. Buyume faktorleri (6rnegin, sis onkogeni)

2. Buyume faktoru reseptorleri (6rnegin, erb B1 ve erb B2 onkogeni)
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3. ntraselliiler sinyal ileticiler (6rnegin, ras onkogeni)
4. Nuklear transkripsiyon faktorleri (6rnegin, myc, fos ve jun onkogenleri).
Bu dort degisik gruptaki proteinlerin aktivasyonu sonucunda kontrolstiz hicresel

proliferasyon meydana gelir ve tumaor olugsumu gézlenir.

TUamodr baskilayici genler (anti-onkogenler) ise kontrolsiz hiicre proliferasyonunu énlemede
yer alirlar. Bu genlerde mutasyonlar sonucunda meydana gelen fonksiyon kaybi timor
gelisimine sebep olabilir. Bu genlerden bazilari; Retinoblastoma (RB), P53, PTEN, BRCA-1
ve BRCA-2, Adenomatoz polipozis koli (APC), NF-1 ve NF-2 genleridir. Aktivasyonu
fosforilasyonla dizenlenen RB proteininin defosforile formu E2F ailesi transkripsiyon
faktorlerini baglar ve hicre siklusunun G1’den S fazina gegcmesine engel olur. Hiicre bliylime
faktorleri ile uyarildigi zaman, SiklinD/CDK4/CDKN2A kompleksi pRB’'u fosforile ederek
inaktive eder ve hiicre siklusunun S fazina ge¢cmesini saglar. insan kanserlerinin cogunda
hicre siklusu bu noktada dizenleyen dizenleyicilerin (SiklinD, CDK4, CDKN2A ve RB) en
azindan biri mutasyonludur (Zhuang ve dig. 2010, Semczuk ve dig. 2004). Diger bir dnemli
tumor baskilayici gen olan P53, insan kanserlerinde en sik mutasyon gosteren genlerden
biridir (Machado ve dig. 2010). P53 geni 17. kromozom Uzerinde bulunur ve 11 eksondan
olusur. DNA hasari sonrasi ekspresyonu artar ve DNA tamiri tamamlanana kadar hicrenin S
fazina girmesini engeller. Bu durumda, hiicrede p53 proteini, p21 proteininin yapimini stimule
eder. P21, CDK2 ile birlesince siklin/CDK yolagini inhibe eder ve hicre bdlinmede bir
sonraki safhaya gecemez. Hucre siklusu durunca DNA onarimina yardimci proteinlerin
ekspresyonunu artirir. Sayet hata giderilmez ise bu hicreleri apoptoza ydnlendirerek yok
edilmelerini saglar. Bir baska tiumdr baskilayici gen olan fosfataz ve tenzin homologu
(PTEN), hicrede normal sartlarda hiicre blyime ve sag kalimi i¢in gerekli olan Akt
cevabinin inhibisyonun dizenlenmesini saglar (Jorge ve David 2008, Mayer ve Grummt
2006, Zhi ve dig. 2008). PTEN, fosfotidilinozitol 3, 4, 5-trifosfat (PIP3)'1 defosforile eder ve
PIP3’Un defosforilasyonu Akt/PKB sinyal yoladinin inaktivasyonu ile sonuglanmaktadir.
Birgok calisilan kanser hicre hattinda PTEN ekspresyonunda azalma ile artan Akt/PKB
aktivitesi hlicre yagsamini, mitozu ve anjiyogenezi uyarir, apoptozu inhibe eder (Abate-Shen
ve Shen 2000, Nelson ve dig. 2003, Dong 2006).

1.2.4 Topoizomerazlar

Topoizomerazlar, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda, DNA replikasyon, transkripsiyon
ve rekombinasyon islemlerinde mutlak gerekli olan enzimlerdir. “Hlcre proliferasyonunda

gerekli olan topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonu, kontrolsiiz ve hizli olarak bélinen kanser
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hicrelerinin ¢ogalmasini durdurabilir (Pindur ve Lemster 1998).” mantigi bu proteinleri
antikanser ilag hedefleri haline getirmistir. Son yillardaki farmakolojik calismalar, DNA'ya
baglanan ilaglarin anti-timér aktivitelerinin, onlarin DNA topoizomeraz enzimlerini inhibe
etme yeteneklerine bagl oldugunu goéstermistir. Giderek artan cgesitlilikteki topoizomeraz
inhibitérleri, anti-timdr aktiviteye sahip ilaglarin tasarimi icin yeni bir kaynak olusturmustur
(Potmesil ve Kohn 1991, Ralph ve dig. 1994, Osheroff 2003).

DNA’nin topolojisinde katlanma mekanizmasi yalnizca DNA'nin paketlenmesine degil, ayni
zamanda DNA Uzerindeki bilginin iglenmesine de izin vermelidir. DNA’nin yapisal bir 6zelligi
olan super kivriima (supercoiling) DNA'nin daha siki halde paketlenmesinde rol alan bir
mekanizmadir. DNA aksisinin kendisi Uzerine herhangi bir egdilmesi olmadigi zamanki
DNA'’ya relaks DNA adi verilir. DNA ipliklerinin birbirlerinin Gzerinden gectigi sayi topolojik bir
Ozelliktir ve bu sayi baglanma sayisi (linking number, Lk) olarak tanimlanir ve DNA ipliklerinin
biri veya ikisi birden kirilip tekrar onariimadik¢a degismez. Hucrenin replikasyon ve
transkripsiyon gibi 6nemli yasamsal fonksiyonlarini gerceklestirebilmesi icin DNA sarmalinin
acllmasi ve Uzerindeki bilginin gerekli enzimler tarafindan okunmasi gerekmektedir. Fakat
sarmal yapida olan zincirin agilmasi sirasinda agilan bdlgenin her ki ucunda
supersarmallardan dolay! olusan stres zincirin acilmasini engeller. DNA topoizomerazlar
DNA sarmalinin bir veya her iki zincirini keserek stresin azalmasini ve DNA Uzerine oturmasi
gereken diger yapilarin saglikh calismasini saglarlar (Nitiss 1998, Wang 2002, Pommier ve
dig. 2010). Eger DNA Uuzerinde olusan stres topoizomerazlar tarafindan giderilmezse
transkripsiyon ve replikasyon sirasinda DNA zincirinde olusan stres D loop (DNA cift ipliginin
komplementer tek iplikli DNA segmenti ile eslesmesi), R loop (RNA ile kalip DNA ipliginin
eslesmesi), guanozin dértli yapilari ve Z-DNA gibi anormal yapilar olusturur, sonrasinda ise
olusan cok fazla kromozomal kirik hiicrenin élimine neden olur (Bjomsti ve Osheroff 1999,

Pommier ve dig. 2010).

Topoizomerazlar [IUPAC adlandirma sisteminde tip I: EC5.99.1.2 (w- protein, topoizomeraz 1)
ve tip II: EC5.99.1.3 (topoizomeraz Il, giraz) olmak Uzere iki alt gruba ayrilirlar. Topoizomeraz
enzimleri DNA’y1, tek iplikten (tip I) veya iki ipligini de kirarak (tip Il) etki gdsterirler. Tip | DNA
topoizomerazlar tek iplik kiriklari olugsturup ATP enerjisine ihtiyagc duymadan reaksiyonlarini

gerceklestirirken, tip 1| DNA topoizomerazlar ATP ihtiyaci duyan enzimlerdir (Sekil 1.6).
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Sekil 1. 6. DNA topoizomeraz enziminin tipleri.

1.3 Deneysel Materyal: Urtica urens L. (Kiigiik Isirgan Otu)

Isirgangiller (Urticaceae) familyasi, her iki yarim kurenin tropik ve subtropik bdlgelerinde
yetisen, monoik veya dioik, gogunlukla otsu bitkilerin bulundugu bir gruptur. Urticaceae
familyasinin en belirgin 6zelliklerinden biri birgok tlrin yapraklarinin batici tlylerle kapli
olmasidir. Bu tuyler bazi turlerde teshis edici 6zellik olarak kullaniimaktadir. Isirgan otu,
Urticaceae familyasinin Urtica cinsine ait, ¢ok yillik ve ya tek yillik gelisim gdsteren bitki
turlerinin ortak adidir. Dlnyanin birgok yerinde yayilis gdstermektedir. Genelde otsu habitata
sahip olmakla birlikte ¢ali formunda olanlari da mevcuttur. Ulkemizde, U. membranacea, U.
pilurifera, U.urens, U. dioica ve U. haussknechtii olmak tzere 5 tlri yasamaktadir (Davis
1982).

Urtica urens L. (Kiguk Isirgan Otu): Tek yillik, monoik ve otsu bir bitkidir (Sekil 1.7). Boyu 10-
60 cm arasinda olabilir. Yapraklari, 2-4 cm uzunlukta, oval ya da eliptik sekillerde, acik yesil
renkli, sapli, disli kenarli, yakici ve taylidur. Ayrica, yapraklari U. dioica’'ya gére daha
kucuktur. Cicekler kuguk, yesil ve tek evciklidir. Meyve kanarlari tuyliU merkezi tuystzdur.
Bursa-Uludag, Gumushane, izmir-Bornova, Mersin-Tarsus ve Cukurova da vyayilis
gostermektedir (Davis 1982). Bu bitkininde yapraklari da Ege Bodlgesi'nde sebze olarak
kullaniimaktadir (Baytop 1999).
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Sekil 1. 7. Urtica urens L. bitkisi.

Urtica dioica ve Urtica urens’in yaprak ylzeyinde bulunan yakici tlylerinde formik asit,
histamin, serotonin ve kolin gibi bitkilere yakici 6zelligi veren kimyasallar bulunmaktadir
(Emmelin ve Feldberg 1947, Barlow ve Dixon 1973, Andersen ve Wold 1978). Urtica
dioica’nin yapraklari kafeik asit esterleri, 6zellikle kafeik malik asit gibi fenolik asitler,
flavonoidler, c¢esitli vitamin (a-tokoferol ve C vitamini) ve mineraller (Se, Zn, Fe ve Mg),
terpenler (mono- ve di-terpen diol ve terpen glikozitleri), tanenler, yag asitleri, klorofil,
aminoasitler ve steroller gibi maddelerce zengindirler (Hughes ve di§g. 1980, Booth ve
Bradford 1963, Adamski ve Bieganska 1980, Chaurasia 1987, Schomaker ve dig. 1995,
Kraus ve Spiteller 1991, Anikina 1996, Ji ve dig. 2007, Gravel ve dig. 1994, Rzemykowska
and Ostrowska 1994, Salamon ve dig. 2001). Urtica dioica’nin aksine, Urtica urens daha
fazla diyet ile tuketilmesine ragmen detayli bir icerik analizi yoktur. Ayrica, bitkilerin gosterdigi
farkli biyo-etkiler icerdikleri temel bilesiklerden ziyade azinlikta olan ikincil bilesiklerden

kaynakligi bilinmektedir.

Isirgan otu tasidigi maddelerin, farkh etki mekanizmalar bulundugundan farkli biyolojik
aktiviteler gostermektedir (Chrubasik ve dig. 2007). Urtica dioica’dan elde edilen ekstrelerin
icinde bulunan bilesikler bu bitkinin anti-inflamatuar etki géstermesine neden olmaktadir
(Baeuerle ve Henkel 1994, Obertreis ve dig. 1996). Isirgan otu kdkinden izole edilen kuguk
molekdl agirlikli lektin aglutinin HIV, soduk alginhdi ve influenzaya sebep olan virusleri
baskiladigi gosterilmistir. Ayrica bu lektin, immin sistemi stimule etmektedir (Balzarini ve dig.
1992, Galelli ve dig. 1995). Tum bunlarin yani sira, ¢ok sayida galisma, Urtica turlerinin anti-
oksidan etkilerini gbézler 6nline sermektedir (Gllgin ve dig. 2005, Gllcin ve Ezer 2004, Mavi
ve dig. 2004, Harput ve dig. 2005). Fakat bu antioksidan etkinin molekiler mekanizmasi
hakkinda literattrde bir bilgi yoktur. Ayrica bu bitkinin analjezik ve agri kesici (Yongna ve dig.
2005), anti-mikrobiyal (Gulgin ve dig. 2005, Uzun ve dig. 2004), antibakteriyel (Aksu ve Kaya
2004), tansiyon disuricu ve anti-diyabetik (Newall ve dig. 1996, Ziyyat ve di§. 1997,
Bnouham ve dig. 2003, Farzami ve dig. 2003), kardiyovaskler (Testai ve dig. 2002), ditretik
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(Tahri ve dig. 2000) ve anti-romatizmal (Riehemann ve dig. 1999) etkilerini bildiren

arastirmalar mevcuttur.

Isirgan otunun birgok tirl Ulkemizde ve de dinyada halk hekimliginde yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. TUrkiye de yapilan birgok etnobotanik ¢alisma, 1sirgan otunun halk arasinda
kanser, bobrek rahatsizhgi, solunum yollari rahatsizhgr ve Oksurik tedavisi, sag¢
dokudlmelerini dnleme, nefes darligi, felg, tansiyon, mide agrisi, romatizma, idrar yollari
hastaliklari, mantar enfeksiyonlari, kemik erimesi, egzama, kadin hastaliklari, hipertansiyon,
bobrek tagi digirme ve hazmi kolaylastirma gibi durumlarda siklikla kullanildigini
goOstermektedir: (Tuzlaci ve dig. 2001, Kog¢ 2002, Simsek ve dig. 2004, Gulgin ve Ezer 2004,
Caligkaner ve dig. 2004).

Isirgan otu (genellikle Urtica dioica ve Urtica urens) kullanilarak hazirlanan birgok trin tim
dinyada kullanilmaktadir. Isirgan otunun yaprak, govde, tohum ve koklerinden hazirlanan
preperatlar “Urtica plus, Urtica plus N, Uriginex urtica, Nettle capsules, Nettle Liquid extract,
Prostatin F, Prostatin N Liquidum, Prostatin N, Rheumex” gibi ticari isimlerde piyasada yerini
almistir. Bu UrUnler, prostat problemleri, idrar yollari problemleri, romatizma, sindirim
problemleri gibi bircok durumda doktor tavsiyesi olarak kullaniimaktadir (Kavalali ve Randall
2003).

Tarkiye’de erigkin ve pediatrik onkoloji hastalariyla yapilan anket calismalari sonuclarina
gére Isirgan otu “Tamamlayici ve Alternatif Tedavi’ olarak hastalarin en fazla kullandid bitki
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (G6zim ve dig. 2003, 2007). Kav ve dig. (2008) tarafindan
hazirlanan literatir derlemesinde, 2001-2007 yillari arasinda yayinlanmis 14 arastirma
makalesi ile ulusal kongre kitaplarinda sunulan 7 c¢alisma kullaniimis ve bu c¢alismalarda
toplam 5252 (5069 erigkin ve 183 gocuk) kanser hastasindan veriler anket yontemi ve/veya
yuz ylze gbrisme yontemi ile toplanarak elde edilmistir. Tamamlayici ve alternatif tedavi
kullanim sikligr %22,1 ve %84,1 arasinda dagihm gdsterdigi ve en sik kullanilan yontemin
bitki karigimlari (en yaygin olarak “isirgan otu”) oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 2006’da
yapilan vaka sunumuna gore, yemek borusu kanserine sahip bir hastanin i1sirgan otunu
kaynatip icmesi sonucunda hastaliktan kaynaklanan komplikasyonlarin azaldigi gozlenmistir
(Aydin ve dig. 2006). Tum bunlara ragmen, Tlrkiye ve dunyada insanlarin siklikla diyetleriyle
beraber aldigi ve geleneksel tedavide yaygin olarak kullandigi Urtica urens bitkisinin kanseri
onleyici etkisinin mekanizmasi hakkinda literaturde bir bilgi yoktur. Bu sebeple isirgan otunun

kanser Uzerindeki etkilerinin deneysel ve klinik galismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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14 Amacg

Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen, son 20 yildan beri kanser hala 6lum
nedeni olarak ilk siralardaki yerini korumaktadir. Kanser olusumunun en &nemli
sebeplerinden biri, insanlarin, endustriyel faaliyetler sonucunda olusan ve sirekli artan
miktarlarda c¢esitli toksik kimyasal maddelere maruz kalmalaridir. Ginimizde bir¢ok insan,
kimyasal maddelerin toksik, mutajenik ve karsinojenik etkilerinin en aza indirilmesi igin
bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri olarak tiketilen fitokimyasallari siklikla
tuketmektedirler. Bu ylzden, son yillarda bitkisel kaynakli maddelerin anti-kanserojenik, anti-
oksidatif ve anti-mutajenik etkiler gosterdigini, karsinojenlerin metabolizmasinda etken bir
role sahip olan sitokrom P450 enzimlerinin ekspresyonlarinda degisimlere neden olarak bu
tir maddelerin metabolizmasini  dedistirdigini  bildiren bircok bilimsel ¢alismalar
gerceklestirilmistir. Ayrica, bu fitokimyasallarin gesitli hastaliklardaki koruyucu ya da iyilestirici
rollerinin veya zararl etkilerinin tanimlanmasina yonelik bilimsel arastirmalar artan bir ilgi ile
devam etmektedir. Ornegin, Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) baslattigi uluslararasi
isbirlikci calismalarla bitkilerden kanser tedauvisi icin kullanilabilecek olasi ilag veya aktif bitki
kimyasallari aramaya hali hazirda devam edilmektedir. Glinimuzde bitkilerden izole edilmis
bircok aktif bitki kimyasallari dinyanin dort bir tarafinda yaygin olarak kullaniimakta ve bazi

kanser turlerinde ise umut kaynagi olarak gorulmektedir

Ulkemizde geleneksel tedavi amagli tibbi bitki olarak yaygin bir sekilde kullanilan bitkilerden
biri de 1sirgan otudur (Urtica urens ve Urtica dioica). Turkiye'de erigkin ve pediatrik onkoloji
hastalariyla yapilan anket ¢alismalari sonuglarina gére isirgan otu “Tamamlayici ve Alternatif
Tedavi” olarak hastalarin en fazla kullandigi bitki olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Gozim ve
dig. 2003, 2007). Ayrica, 2006'da yapilan vaka sunumuna goére, yemek borusu kanserine
sahip bir hastanin isirgan otunu kaynatip igmesi sonucunda yemek borusundaki kitlenin yok
oldugu ve hastaliktan kaynaklanan komplikasyonlarin azaldigi gézlenmistir (Aydin ve dig.
2006). Tum bunlarin yani sira, 1sirgan otu ekstresinin, prostat kanser hicre hattinda ve
prostat kanser hastalarindan alinan doku pargalarinda anti-proliferatif etkilere neden oldugu
saptanmistir (Konrad ve dig. 2000). Bu nedenlerle, kanser ilaci olarak kullanilabilecek
fitokimyasallar icerme ihtimalinin yuksek olmasi ve insanlar tarafindan yaygin olarak
kullaniimasi, 1sirgan otunu insan saghgi acisindan onemli yapmaktadir. Tum bunlara
ragmen, bu bitkinin kanseri Onleyici etkisinin mekanizmasi hakkinda literaturde bir bilgi
yoktur. Onerilen aragtirma konusu ile fitokimyasal bilesenleri bilinmeyen ve (ilkemizde
geleneksel tedavi amacli tibbi bitki olarak yaygin bir sekilde kullanilan Urtica urens (kliglik

1sirgan) bitkisinin fitokimyasal bilesenlerinin tanimlanarak anti-karsinojenik, anti-oksidan ve
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timor baskilayici etkilerinin etki mekanizmalari ile birlikte molekiler diizeyde saptanmasini

saglanmistir.
Bu amacla,
1. Urtica urens’in yapraklarindan ve tohumlarindan cesitli ¢oziculerle degdisik

ekstreler elde edildi.

2. Elde edilen ekstrelerin kromatografik teknikler ile fraksiyonlanmasi ve
zenginlestiriimesi gergeklestirilerek LC-MS ve NMR analizleri ile fitokimyasal etken maddeleri
tanimlanmaya calisildi.

3. Elde edilecek fraksiyon kiguk isirgan otunun alternatif ve tamamlayici tedavi
amaclh kullanildigi yaygin kanser turlerinden insan prostat kanser hicre hattina (LNCap),
insan akciger adenocarsinoma hicre hattina (A549) ve insan kolon kanser hicre hattina
(Caco2) uygulandi ve

a. sitotoksik etkileri ve etkin dozlari saptandi.

b. anti-karsinojenik etki mekanizmalarinda rol oynayan hicre dongusi duzenliyici
genler (siklin2, CDK4, p21 ve p16) ile onkogen ve tumor baskilayici genlerin (ras,
myc, pRb, p53, PTEN) ekspresyon dizeyleri tespit (MRNA ve protein dizeyleri)
edilerek transkripsiyonel ve translasyonel etki mekanizmalari tanimlandi..

c. apoptoz yolaklarinda ¢alisan Bcl-2, bax, Kaspaz 3, 8 ve 9, APAF-1, Fas, TNF gibi
proteinlerin gen ekspresyon ve protein duzeyleri tespit edilecek ve bdylelikle
transkripsiyonel ve translasyonel etki mekanizmalari ortaya konuldu.

d. ayrica anti-oksidatif olarak calisan proteinlerin diizenlenmesininde rol oynayan
Nrf-2 ve diger proteinlerin (Akt/PKB ve MAPK ERK1/2 yolaklari) dedisimleri gen ve
protein seviyesinde belirlenerek etki mekanizmalari tanimlandi.

e. prokarsinojen/karsinojen metabolizmasinda énem arz eden spesifik sitokrom
P450 izozimlerinin dizenlenmesinde rol alan Ahr, Car, PxR ve RxR genlerin
ekpresyon ve protein duzeyleri Uzerine etkileri belirlenerek, regulasyon
mekanizmalari tanimlandi

f. insan tim genom transkriptom calismalari ile bitkinin olasi diger etkilerinin
sorumlu yolaklarda bulunan proteinlerin ekspresyon seviyesindeki degismeler

belirlenerek etki mekanizmalari tanimlanmaya c¢aligildi.

Butun bu verilerin 1s13inda alternatif tedavi amagl kullanilan kiguk i1sirgan otunun (Urtica
urens); anti-karsinojenik, anti-oksidant ve apoptotik etki mekanizmalari degisik hicre hattinda
aydinlatiimig oldu. Ayrica, karsinojenlerin metabolik aktivasyonlari ve diyet-ilag, bakimindan,
bitkinin yararl ve zararl etkileri saptanmis olup, bu bitkinin halk sagligi agisindan daha dogru

ve yararl bir sekilde kullanimi i¢in bilgi saglandi.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1 Materyal

2.1.1 Galismada Kullanilan Kimyasallar

Agaroz (Sigma, A9539); Akrilamid (Sigma, A8887); Amonyum persilfat (APS, Sigma,
A3678); Asetik asit (Sigma, 27225); Bikinkoninik asit (BCA, Sigma, D8284); Bis-akrilamid
(Sigma, 146072); Bromfenol mavisi (Sigma, B6131); Cinko klorir (ZnCI2, Sigma, 31650);
Dietanolamin (Merck, 803116); Dietilpirokarbonat (DEPC, Bio Basic; DB0154); Dimetil
sulfoksit (DMSO, Sigma, D2650); Etidyum bromar (EtBr, Bio Basic; D0197); Etil asetat (EA,
Sigma, 27227); Etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma, 5134); Fenazin metosilfat (PMS,
Sigma, P9625); Gliserol (Sigma, G2289); Glisin (Bio Basic, DR0235); Hekzan (Sigma,
208752); Hidroklorik asit (HCI, Sigma, 07102); Kloroform (Sigma, 24216); Magnezyum Klorit
(MgCI2, Sigma, 63072); Metanol (Sigma, 24229); Nitroimidazol mavi klorir (NBT, Sigma,
N6876); Nonidet P-40 (NP-40, BioShop, NON505); Polisorbat 20 (Tween-2, Sigma, P1379);
Proteaz inhibitor tableti (Santa Cruz, sc29130); Protein ladder (Abm, G252); Potasyum
sodyum tartarat (Rochelle tuzu, Sigma, S2377); Sigir serum albumini (BSA, Applichem,
A1391); Sodyum dodesil sulfat (SDS, Sigma, L4390); Sodyum deoksikolat (Sigma, D6750);
Sodyum fosfat dibazik (Sigma, S9390); Sodyum fosfat monobazik (Riedel, 04269); Sodyum
klorit (NaCl, Sigma, 13423); Tetrametiletilendiamin (TEMED, Sigma, T8133); Tris (Bio Basic;
DB0194); Triton X-100 (Bio Basic, DB0198); Yagsiz sit tozu (Non-fat Dry Milk, Santa Cruz,
sc2324); 1 kb DNA ladder (Fermentas, SM0311); 2-Merkaptoetanol (2-ME, Merck, 8.05740);
2-Propanol (Sigma, 24137); 5-Bromo-4-kloro-3-indolil fosfat tuzu, p-toluidin (BCIP, Sigma,
B6149); 100 b¢ DNA ladder (Fermentas, SM0323).

Hucre kaltirdnde kullanilan kimyasallar: Dulbecco Modifiye Eagle Medyum (DMEM, Sigma,
D5796); Fetal sigir serumu (FBS, Gibco, 10270); L-glutamin (Sigma, G7513); Penisilin
(Sigma, P4333); Roswell Park Memorial Enstiti (RPMI-1640, Sigma, R8758); Tripsin-EDTA
(Gibco, 25200).

Calismamizda kullanilan kitler: cDNA Sentez Kiti (Abm, G236); insan Topoizomeraz 2a
(TopoGen, TG2000H-1); Kilogreen qPCR Kiti (Abm, mastermix-KS); Rekombinant insan
Topoizomeraz 1 (TopoGen, TG2005H-RC1); Trizol Reaktifi (invitrogen, 15596); WST Reaktifi
(Boster, AR1158).
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Bu calismada kullanilan diger tim kimyasal maddeler analitik derecede ve yliksek saflikta

olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.
2.2 Metot
2.2.1 Urticaurens (Kiigiik 1sirgan otu) Oziitlerinin Hazirlanmasi

2.2.1.1 Yaprak Oziitlerinin Hazirlanmasi

Klguk 1sirgan otu (Urtica urens)’nun yapraklari kdklerden ve ana gévdesinden ayiklanarak
makro kirlilikten uzaklastirilmasi i¢gin dnce ¢esme suyu ile daha sonra da ultra saf su ile
yikanmigtir. Ardindan yapraklar kuruyana kadar gdlgede bekletiimis ve 1sik almayan serin
dolaplarda muhafaza edilmigtir. Kurutulan kuguk 1sirgan otu yapraklari el yardimi ile kiguk
parcalara ayriimis ve bitkisel materyalde ekstraksiyon c¢alismalarina baglamadan dnce
vakumlu etlv kullanilarak nem tayini yapilmistir. Calismalarimizin devaminda Franz von
Soxhlet tarafindan icat edilen soxhlet metodu ile ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir.
Soxhlet metodu bir katinin sicak ¢oziicim ile ekstraksiyonunda kullanilir. Ekstraksiyon
boyunca balonda kaynayan ¢ozicuden gelen buhar cam tup icerisinde yukselmeye baglar.
YUkselen buhar ekstraksiyon ¢emberine girer ve su ile sogutulmus kondensatér tarafindan
yogusturulur. Yogusturulan ¢ozicu ekstraksiyon ¢emberini doldurur ve ¢cemberdeki kagit
ekstraksiyon ylksugu icindeki maddenin yagdini ¢ézer. Cemberin altina bagh olan sifon tup
de c¢oziclyle dolar. Coziicu seviyesi gember icerisinde ylkseldikge, sifon otomatik olarak
¢Ozucuyu ve ekstrakte edilmis olan yagi asagida bulunan balona geri akitmaya baglar.
Soxhlet cihazi ile kiguk isirgan otunun hekzan, kloroform ve etil asetat ¢dzlculeriyle
ekstraksiyonlari yapilarak 6zitler elde edilmistir (Sekil 2.1). Bunun icin kurutularak ufalanmis
yaklagik 200 gram isirgan otu yapraklari soxhlet aparatina yilklendi ve sonrasinda da
¢ozuculer sirasiyla 10-15 sifon olacak sekilde bitki kalintisi Gzerinden gegirilerek 6zltler elde
edilmistir. Ardindan déner buharlastirici kullanilarak ¢oztculer 6zitlerden uzaklastiriimis azot

gazindan gegirilerek uygun kosullarda saklanmistir.
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Koglk tsargan otu yapraklan (Lrtica wrens)

n-Hekzan
—tl
| 1
n-Hekzan Fan Bitki kalntis
Kloroform
Kloroform Faz: Bitha kalintis
Etil asetat
Etil Asetat Fazi Bitki kalmntis

Sekil 2. 1. Urtica urens bitkisinden artan polaritelerdeki ¢dzlclculer ile yapilan ekstraksiyon islemleri.

2.2.1.2 Tohum Oziitlerinin Hazirlanmasi

Yaklasik 350 gram isirgan otu tohumu degirmenden gegirilerek parcalandi ve bitki materyali
2It'lik kavanozlara esit sekilde konuldu ve Uzerine hekzan ¢oziclisu eklenerek serin giines
almayan bir yerde surekli karistirilarak meserasyona birakildi. 3 gln arayla hekzan ekstreleri
stizuldi ve Uzerine tekrar hekzan ¢ozlicusl eklendi. Bu islem dort defa tekrarlandi. Daha
sonra bitki materyalinin Uzerine sirasiyla kloroform, etil asetat ve metanol c¢dziculeri
eklenerek yine Uger gln ara ile dort defa her bir ¢o6zlcu ile ekstraksiyona tabii tutuldu. Her

ekstrenin ¢ozuclsu evapore edildi ve tartildi. Bu sayede verimler hesaplandi.

2.2.2 GC-MS Analizi

Gaz kromatografisi/kitle spektroskopisi (GC-MS), iki gugli analitik teknigin sinerjik
kombinasyonudur. Gaz kromatografisi, karigimdaki bilesenleri ayirir. Kitle spektroskopisi,
her bir bilesenin yapisal olarak tanimlanmasinda yardimci olur. Cok digsuk miktarlardaki
orneklerin tanimlanmasi, gugli yapisal analiz, hizli analiz suresi gibi énemli avantajlar

bulunmaktadir.

GS-MS analizleri Agilent 7890A GC'’ye bagli 5975C inert Mass Selektif Dedektérden olusan
GC/MS kullanilarak yapilmigtir. Hekzan 6zitu (yaklasik 0,1g) 5 ml hekzanda ¢ozuldu. Bu
¢cOzeltiden 1 ml alinip Gzerine 4 ml hekzan ve 5 ml 1 M potasyum hidroksit (MeOH’de

¢bzUnmusg) ¢ozeltisi ilave edilerek siddetli sekilde 30 saniye vortekslenerek esterlestirme
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islemi yapildi. Olusan Ust fazdan (hekzan) 1 ml alindi ve 0,45 pm’lik filtreden siringa

yardimiyla stizilerek GC-MS cihazina yuklendi. GC-MS sartlari Tablo 2.1°de verilmektedir.

Tablo 2. 1. GC-MS sartlari;

Tutulma | Gelme suresi
Baslangic Hiz (°C/dk) Deger o
suresi (dk) (dk)
Rampl 120 8 8
Ramp2 150 2 13,75
Ramp3 200 10 30
Ramp4 8 250 35 71,25

Esterlestirilen hekzan 6zuti DB-WAXETR MS kapillar kolondan gegirilmistir (60 m x 320 ym
x 0,25 ym). Taslyici gaz olarak Helyum gazi kullaniimistir. Akis hizi olarak 1ml/ dakika olarak
belirlenmigtir. Kolon sicakhgi baslangi¢ta 120°C olup, 20 dakikada 250°C’ye ulasmasi
saglanmis ve bu degerde sabit tutulmustur. Bilesenler kolonda alikonma sirelerine ve kiitle
spektralarina gére standartlar ile karsilastinimistir.  Karsilastirmada  bilesenlerin
karakterizasyonu i¢in dbwax, Wiley7, Nist05, Nist02 Famedb23, Famd kutliphaneleri

kullanilarak ¢ikan spektrumlarin otomatik taranmasi ile gergeklestirilmigtir.

Tohum hekzan 6zltlerinde belirlenen maddelerin azliindan dolayi Sililleme prosedirii
kullanilarak ayni 6zutlerin GC-MS analizleri gergeklestiriimistir. Bunun igin ekstraktlarin 1 ml
metanol ile ependorf icerisinde ¢dziinmesi saglanarak homojen bir ¢ozelti elde edilmistir.
Daha sonra bu hacmin Uzerine 300 pl kloroform eklenerek 12.000 rpm’de 10 dk sire ile
santrifij yapiimistir. Bdylece apolar 6zellikli maddeler kloroforma baglanarak tlpin alt
kisminda bir ¢okelti olusturur ve elimine edilebilir. Santriflij sonrasinda sipernatant kisim
yeni bir ependorfa alinarak Uzerine 300 ul kloroform eklendi ve 12.000rpm’de 10 dk slre ile
tekrar santriflj yapildi ve olusan sipernatant hacimden 100 pl yeni ependorflara alinarak
sililleme islemine gegildi. Oncelikle ependorf tlpler igerisindeki ¢oziicilerin ugurulmasi igin
hizli vakum konsantratoéri (SpeedVac, Savant DNA 120, ThermoScientific) kullanildi. Tupler
icerisindeki ¢dzlcu uzaklastirildiktan sonra, her bir tipe 30 mg/ml piridin igerisinde
¢6zinmus olan, metoksiaminhidroklorid’den 20 pl ilave edildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. Bu slire sonunda her bir tipe 40 pyl MSTFA (N-metil-N-[trimetilsilil] triflorasetamid
eklendi. Elde edilen son 60 pl'lik son hacim GC-MS kilcal viallerine aktarilarak analize hazir
hale getirildi. Firin sicakligi 100 °C de 10 dakika bekletildi, 5 °C/dak artis ile 200 °C
yukseltildi. 20 dakika ayni sicaklikta bekletildi. 5 °C/dak artig ile 270 °C yukseltildi. Son
sicaklikta 36 dakika bekletildi. Ornekler split ile kolona enjekte edildi. Bilegiklerin

tanimlanmasi yine ayni ticari kitiiphanelerinde taranmasi ile belirlendi.
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2.2.3 LC-MS Analizi

Sivi  kromatografisi/kutle spektroskopisi (LC-MS), tekniginde yuksek basingh sivi
kromatografisinde fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan molekuller kutle dedektort ile
analiz edilmektedir.

Kiguk 1sirgan otu yaprak ve tohumlarindan elde edilen kloroform, etil asetat ve metanol
Ozutlerinin LC-MS analiz c¢alismalari yapildi. LC-MS analizleri Agilent 1260 infinity LC
(Agilent technologies)ye baglh 6210 TOF-MS (Agilent technologies) olusan LC/ MS
kullanilarak yapilmistir. Ham 6zitler 1000 ppm derisiminde hazirlandi. Bu érneklerden 100 pl
alinarak 1000 pl'ye seyreltildi ve 0,45 um’lik filireden siringa yardimiyla viale stzuilerek LC-
MS cihazina verildi. Oziiter ZORBAX SB-C18 (4,6x100 mm, 3,5 um) kolondan gegcirilmistir
ve akis hizi olarak 0,6 pl/dk belirlenmistir. Kolon sicakligi 35°C’'de tutulmustur. Bilesenler
kolonda alilkonma sirelerine ve kutle spektralarina gore standartlar ile karsilastiriimistir.
Calismada salisilik asit, kersetin, kaftarik asit, gentisik asit, protokatesuik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, 4-hidroksibenzaldehid, sikorik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit, apigenin-7-glukozit, rosmarinik asit, protokatesuik asit ethyl ester, sinamik
asit, naringenin, kamperol, gallik asit, klorojenik asit, katesol, katesin, 4-hidroksbenzoik asit,
rutin, hesperidin gibi fenolik maddeler standard olarak kullaniimis ve bu maddelerin degisik
konsantrasyonlarinin kolonda ydritilmesiyle elde edilen sonuglar standard egri gizimi igin
kullanilmistir. Bu standard edri grafigi ham o&zitler ve alt fraksiyonlar iginde bulunan ayni
fenolik madde miktarlarinin tayini icin kullaniimigtir. Ayrica, Karsilastirmada bilesenlerin
karakterizasyonu i¢in dbwax, Wiley7, Nist05, Nist02 Famedb23, Famd kitliphaneleri

kullanilarak ¢ikan spektrumlarin otomatik taranmasi ile gerceklestirilmistir.
2.2.4 Hicre Kiltiira Calismalari

2.2.4.1 Besiyeri Hazirlanigi

Calisma boyunca kullanilacak olan hticre hatlar i¢in gerekli olan Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute (RPMI) ve Minimum Essential Medium
(MEM) besiyerlerine %10 olacak sekilde Foétal Dana Serumu (FBS, Sigma) ve %1

penisilin/streptomisin (Sigma) eklenerek hazirlanmis ve 37 °C saklaniimistir.
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2.2.4.2 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi ve Pasajlanmasi

Calisma boyunca kullanilan insan akciger (A549), prostat (LNCaP) ve kolon (CaCo2)
hicreleri elde edildikten sonra istenilen morfolojik karaktere ulagmalari ve buyumeleri
sagland1 ve bu safhadan sonra yeterli sayida dislUk pasaj sayisinda stok hicre uygun
ortamlarda stoklandi. Bu islemden sonra, hiicreler haftada 2 kez diizenli pasajlandi. Uretim
sirasinda kontaminasyonu énlemek amaciyla filtre kapakli hicre kalttra flasklari kullanildi.
%10 Dimetilsulfoksit (DMSO) iceren ortamda sivi azot ile dondurulmug olarak kuru buz
icerisinde korunarak bize gelen hicreler 37°C’de eriyene kadar bekletildi, eridikten sonra
flaska ekildi ve Uzerine 10ml DMEM, 10ml RPMI, 10ml EMEM besi ortami eklenerek
37°C’de, %5 CO2 ve %95 nem igeren ortamda 1 gln inkube edildi. Ertesi guin DMSO’dan

kurtarmak icin flasktaki besiyeri degistirildi. Hucreler flaski doldurduktan sonra besiyeri

pipetle uzaklastirildi, hiicreler birkez Ca*2ve Mg+2 tuzlari icermeyen steril PBS ile yikandi.

Hucreler ¢ogaltildiklar kilttr kaplarinda tek tabaka olduklarinda pasajlari yapildi. Bu iglem
hicreler yeni alindigi i¢cin mikroskopik kontrol ve takip ile belirlendi. Pasaj islemi icin éncelikle
kultdr besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra hlcreler 2ml %0,25'lik tripsin ile yaklasik 5 dak.
muamele edilerek hicrelerin ylzeyden ayrilmalari saglandi.Slspansiyon haline getirilen
hicreler steril santrifljj tiptne alindiktan sonra tripsininin aktif hale gelmesi igin tzerine 10ml
DMEM, 10ml RPMI ve 10 mlI'de EMEM besiyeri eklendi. 2000xg hizda 5dak. Santrifii
jedildikten sonra supernatant uzaklastirildi. Pelet Gzerine 1ml besiyeri eklenerek, ependorfta
hazirlanan tripan mavisi ve hucrekarisimi (1:1) thoma laminda sayildi ve hicreler deney
planina gore ekim igin hazir hale getirildi. Her nekadar hicre sayimi ve sitotoksisite testleri
icin farkli testler (hicre sayici, WST, Kristal viyole gibi) kullaniimis olmasina ragmen
hicrelerin gorsel olarak kontrolini saglamak amaciyla diger deneylere parallel olarak klasik

tripan mavisi deneyi uygulandi

2.2.4.3 Sitotoksisite Calismalari

Calismamizda A549, LNCaP ve CaCo2 hicrelerinin kendi laboratuvar kosullarimizda
blylme ve gelismesi optimize edildi. Bu evreden sonra hiicreler kullanilarak sitotoksisite
calismalari gergeklestirildi. Projede Urtica urens yaprak ve tohum kisimlarindan elde edilen
hekzan, etil asetat, kloroform ve metanol ana 6zutleri ve fraksiyonlari suda ¢6zinmedigi igin
hicre kultart islemlerinde iyi bir ¢ézicl olarak bilinen dimetil silfoksit (DMSO) igerisinde
cbzuldukten sonra steril etmek igin 0,2 mikronluk filtrelerden gecirildi. Hucre sayisi
hesaplandiktan sonra her kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyulu plakalara ekildi ve

plakalarin tGzeri toplamda 200 pl olacak sekilde besiyeri ile tamamlandi. Hlcrelerin plakaya
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yapigmasi i¢in 24 saat %5’lik CO2 inkubatorinde, %95 nem ortaminda bekletildi. 48 saatin
sonunda farkl konsantrasyonlarda DMSO konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde hucrelere
uygulandi. 48 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki besiyeri uzaklastirildi, sonrasinda her
kuyucuga 100 pl yeni besiyeri eklendi. Hiicreler tzerine sitotoksisite deneylerinde kullanilan
10ul WST reaktifi eklendi. Hucrelerin yasam oranlari ELISA okuyucu kullanilarak 450-
690nm’de 30 dakikalik inkiibasyon sonunda &l¢lildi. Hi¢ 6zut ile muamele etmedigimiz
control grubuna %0,1 DMSO igeren besi yeri konuldu. Degisik konsantrasyonlardaki Urtica
urens ile muamele ettiimiz gruplar kontrol grubu ile karsilastirarak, degisik dozlardaki

ekstrenin hdcre canliigina olan etkisi saptandi.

2.2.4.4 A549, LNCaP, CaCo2 hiicrelerine Urtica urens Oziitlerinin

Uygulanmasi

Hucrelerde Urtica urens yaprak ekstresi, hekzan (H), etil asetat (EA), kloroform (K) ve
fraksiyonlari etil asetat D (EAD) ve E (EAE), kloroform 1 (K1) ve 7 (K7), tohum ekstresi olan
hekzan kati (HK), kloroform (K), metanol (M) maddelerinin LD50 degerleri sitotoksisite deneyi
ile belirlendikten sonra bu dozlarin A549, LNCaP, CaCo2 hiicrelerinde belirlenen genlerin
ekspresyon dizeylerindeki etkisini test etmek icin hicre kulturi ortaminda steril sartlarda
hiicrelere uygulandi. Bunun igin 10mm petrilere 108 hiicre ekildi ve 24 saat inkiibasyonun
ardindan belirlenen dozlar bu hiicrelere uygulandi. Uygulamadan 24 saatin sonunda hticreler

RNA izolasyonu igin 600 ul “TRIzol® reagent” reaktifi ile toplandi.

2.2.5 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu TRIzol® soliisyonu kullanilarak Gretici firmanin énerdigi talimatlarina
gore gerceklestirildi ancak kendi laboratuar kosullarimiz igin optimize ettigimiz prosedir
uygulandi. Buna gore sitotoksisite ¢alismalarinda belirlenen dozlar uygulanan hicrelere 600
Ml TRIzol® solisyonu eklendi ve 18G uglu steril igne ile 10 defa gekip birakilarak homojenize
edildi. Ardindan 100 pl kloroform eklenerek 1 dakika disuk hizda karistirildi. 5 dakika oda
sicakliinda ve 5 dakika buzda inkibe edildikten sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifij
edildi. RNA igceren supernatant yeni steril eppendorfa alinarak Uzerine esit hacimde soguk
saf izoprapanol eklendi ve oda sicakhdinda 10 dakika inkibe edildi. Daha sonra tipler
13.000 rpm’de, 4°C’de 5 dakika santrifij edildi. Pelet Uzerine 1 ml %75’lik soguk etanol
eklendi ve olusan pelet dagitildi. 7.500 rpm’de, 40C’de 5 dakika santrifijden sonra RNA

iceren pelet alet gatisi altinda kurutuldu ve 45 pl RNAaz icermeyen su ile ¢ozulerek -80°C
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muhafaza edildi. izole edilen RNA Kkalitesi %1 agoroz jel elektroforezinde 18S ve 28S
bantlarinin durumuna gore belirlendi. Belirlenen RNA’larin kalitesi agaroz jel elektroforezinde

goruntilendi ve konsantrasyonlari Nano Drop cihazinda 6l¢aldu.

2.2.5.1 Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Gériintiilenmesi

izole edilen RNA’lar %1’lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz jel elektroforezi ile
yuratalda. %7’lik agaroz jel, Tris-Asetikasit-EDTA(TAE) tampon ile hazirlandi. Agaroz
¢6zinene kadar mikrodalga firinda kontrolli bir sekilde isitma islemi yapildi. Cézinme
isleminden sonra agaroz sollisyonu sogutularak Gzerine 1 uL EtBr (Etidyum bromdr) eklendi
ve elektroforez tablasina dokulerek kati hal olusuncaya kadar beklendi. Kati hal alan agaroz
jel, elektroforez tankina, kuyucuklar RNA’nin ‘— den +’ ya yuruyebilmesi i¢in elektroforezin (-)
kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez tanki RNA’' y1 yiritmek igin 1X TAE yuritme
tamponuyla doldurulmustur. 3uL RNA 06rnegi, 5uL steril su ve 2ul yuritme boyasi ile
muamele edilerek mikro pipet ile jelde bulunan kuyucuklara yiklendi. Elektroforez glc
kaynagina baglandi ve 90 Volt, maksimum 500 mA de 45 dak. sire ile yurutuldd. Yaratme
bitince jel UV transilluminatérde gérintilenip DNR LightBis Prolmage Analysis System (DNR

Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi (Sekil 2.2).

Sekil 2. 2. izole edilen RNA'larin 1%/llik agaroz jel elektroforezi. Elde edilen RNA'lar (5 pl) %1 agaroz
jel elektroforezine tabi tutularak goruntllendi. Hat 1 ve 5: GeneRulerTM 1kb bp DNA Marker; Hat
2:Kontrol A549; Hat 3 ve 4: Hekzan ekstresi ile muamele edilmis A549; Hat 6: Kontrol A549; Hat 7 ve

8: Etil Asetat ekstresi ile muamele edilmis A549.

2.2.6 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi: Gercek ZamanliPZR
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Gergek zamanli PZR c¢alismalari laboratuvarimizda bulunan Bioneer marka
cihazimizileyapildi. Gergek zamanl PZR reaksiyonlari ABM Kilogreen gPCR Mastermix Kiti
kullanilarak dretici firmanin onerdigi talimatlara gore gergeklestirildi. Primer ve cDNA
miktarlari, yapisma sicakliklari, eklenen Mg2+ laboratuvarimizda optimize edildi. Bununla
ilgili sonuclar asagida verilmektedir. Gercek zamanlh PZR sonucunda elde edilen sonuglar
Exicycler3 programi kullanilarak hesaplandi ve “housekeeping” gen olan beta aktin’e gore
normalize edildi. Her gen igin ayri ayri amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi
olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapildi, Aplifikasyon sonucunda elde edilen Ct
(threshold) degerleri kullanilarak 36 adet genin uygulanma sonucunda mRNA duzeyinde
ekspresyon degisimleri belirlendi. Bu amacla dizayn edilen primer dizileri Tablo 2.2'de
verilmigtir.

Tablo 2. 2. Deneylerde kullanilan primer dizileri.

Gen lleri Primer ve Geri Primer (5' -3)
ABL1 (Abelson mirin I6semi viral onkogen CCCAACCTTTTCGTTGCACTGT
homolog 1) CGGCTCTCGGAGGAGACGTAGA

CAGAAAACAGTAAAGCCAATCC

AHR (Aril hidrokarbon reseptori)
AATACAAAGCCATTCAGAGCC

CAACTTCTCTGTGGCGCAGTG

AKT (Protein kinaz B)
GACAGGTGGAAGAACAGCTCG

GTCTGCTGATGGTGCAAGGA

APAF1 (Apoptotik proteaz aktive edici faktor 1)
GATGGCCCGTGTGGATTTC

TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC

B-actin (Beta aktin)
CTGCTTGCTGATCCACATCTG

AGAGGATGATTGCCGCCGT
CAACCACCCTGGTCTTGGATC

BAX (Bcl-2 iligkili X protein)

ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC
TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC

BCL-2 (B-hucreli lenfoma 2)

GGCATATGGATTTCGCCAGAAGTTTG
CGAGTCGACTTAAGCTTTATTTGAAGGAGG

CAR (Konstittif androstan reseptori)

GCAGCAAACCTCAGGGAAAC
CASP3 (Kaspaz 3)

TGTCGGCATACTGTTTCAGCA

TCTGGAGCATCTGCTGTCTG
CASPS8 (Kaspaz 8)

CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT

GGCTGTCTACGGCACAGATGGA

CASP9 (Kaspaz 9
( P ) CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG

GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCAG

CDK2 (Sikline bagimli kinaz 2)
AGCTCGGTACCACAGGGTCA

CDK4 (Sikline bagimli kinaz 4) ATGTTGTCCGGCTGATGGA
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CACCAGGGTTACCTTGATCTCC

CDKNZ1A (Siklin bagimli kinaz inhibitért 1)

TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA

GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC

CDKNZ2A (Siklin bagimli kinaz inhibitért 2A)

CAGTAACCATGCCCGCATAGA

AAGTTTCCCGAGGTTTCTCAGA

o TCCATGAGGAGACACCGCC

c-MYC (MYC proto-onkogen proteini)

GCTGTGAGGAGGTTTGCTGT

CGCCCCACCCCTCCAG
CyclinD1 (Siklin D1)

CCGCCCAGACCCTCAGACT

TTCCGCAGTGCTCCTACTTC
CyclinD2 (Siklin D2)

CGCACTTCTGTTCCTCACAG

ERK2 (Mitogen aktive protein kinaz 1)

CATCGCCGAAGCACCATTCAAG

GATAAGCCAAGACGGGCTGGAG

E2F4 (Transkripsiyon faktoria E2F4)

CATCTGCTGTTTCTACACCTCCAC

CTATTTGGACGTGAGGCTTCCT

FAS (Tumor nekroz faktor reseptor ailesi Uyesi)

GACCCAGAATACCAAGTGCAGATGTA

CTGTTTCAGGATTTAAAGTTGGAGATT

HRAS (GTPaz Hras)

ACCCGGCAGGGAGTGGAGGAT

CATCAGGAGGGTTCAGCTTCCGC

JNK1 (Mitogen aktive protein kinaz 8)

GCGCGGATCCTTGCTTGCCATCATGAGCAG

GCGCGGATCCCAGACGACGATGATGATGGA

CTCGACACAGCAGGTCAAGA
KRAS (GTPaz Kras)
GGCATCATCAACACCCTGTC
ACACGGTCCACAGCTCATC
NRF2 (Nukleer faktor eritroid 2-iligkili faktor 2)
TGTCAATCAAATCCATGTCCTG
. ] . ACACCCCTTGCACGTACTTC
PARP (Poli (ADP-riboz) polimeraz)
GATGGGTTCTCTGAGCTTCG
] CCCAGACATGACAGCCATC
PTEN (Fosfataz ve tensin homolog)
TCTGCAGGAAATCCCATAGC
L AGACTGGAACCTGGGAGT
PXR (Pregnan X reseptoru)
GGGAGAAGAGGGAGATGG
o ] o GTTGGAACCCCAGGGGCTGA
P38 (Mitojen-aktive protein kinaz)
GGCATGTGCAAGGGCTTGGG

P53 (Tumér protein p53)

ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT

GTGGTACAGTCAGAGCCAACC

RB (Retinoblastoma protein)

ATCTATATTTCACCCCTGAAGAGTC

TTCAGAAGGTCTGCCAACACCAACA

RXR (Retinoid X reseptoril)

TTCGCTAAGCTCTTGCTC

ATAAGGAAGGTGTCAATGGG
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CGCCACCACGCTCTTCTG

TNF (Tumor nekroz faktoru)
GCCATTGGCCAGGAGGGC

CTAGGAATGCTCCCTTCTCTCCAG
ACCAGCCAGTCCTCAGATTTCAGA

TRAF2 (TNF reseptor-baglantili faktor 2)

2.2.7 cDNA Sentezi

cDNA sentezi Easy Script Plus cDNA sentez kiti ile oligod(T) primeri ve Ters Transkriptaz
enzimi (RT) kullanilarak Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda gergeklestirilmistir. cDNA
sentez karisim prosedirt ve yapiligi Tablo 2.3’de verilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PZR

yapmak Uzere -20°C muhafaza edilmistir

Tablo 2. 3. cDNA sentez karisimi ve proseduird.

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
TotalRNA ... 2,5ug/ml
Oligo (dT) Primer Tl 0.5 uM
dNTP Karisimi (herbiri 10mM) 1ul 500uM
RNAaz icermeyensu ... 14.5pl

Hazirlanan reaksiyon karigimi 65°C'de 5 dakika bekletildikten sonra buza alinir.

5X RT Tamponu 4ul 1X
Riboniikleaz inhibitérii (40U/ul) 0.5ul 20U/rxn
Reverse Transkriptaz Enzimi Tl
(200U/yl) 200U/rxn

Karisim cDNA sentezi icin 50°C'de 50 dakika inklibe edildikten sonra

reaksiyonu sonlandirmak icin 85°C'de 5 dakika bekletilir.

2.2.8 RIiPA Tamponu ile Protein izolasyonu

Radio-immunopresipitasyon deneyi (RIPA) tamponu tim hucre igeriginde ki ve membrana
badli proteinlerin izolasyonu ayrica NP-40 ya da Triton X-100 ilavesiyle de nUkleer
proteinlerin izolasyonu icin de kullaniimaktadir. RIPA tamponu 150 mM Sodyum Klordr ; %1
NP-40 ya da Triton X-100, %0,5 Sodyum deoksikolat, %0,1 SDS ve 50 mM Tris, pH 8.0
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kullanilarak hazirlanir ve 1giktan korunur. Ayrica kullanimdan hemen énce proteaz inhibitor
tabletinden ilave edilir. Hicreler RIPA tamponu ile toplandiktan sonra 20 dakika buzda
bekletilip +4°C’ de 10.000 rpm’de 15 dakika santriflj edildi. Santrifij sonrasi stpernatant

kismi yeni bir ependorfa alinarak -20°C’de saklandi.

2.2.9 Bisinsonik Asit ile ProteinTayini

A549, LNCaP ve CaCo2 hicrelerinden izole edilen proteinlerin protein tayini yapildi. Protein
tayini icin gerekli olan Bisingonik Asit soltisyonu (BCA), Micro BCA Reaktif A (0.65 M sodyum
karbonatmonohidratve 0.65 M sodyum potasyum tartarat hazirlanip, pH 11,25e 10 N
sodyum bikarbonat iletitreedilir.), Micro BCA Reaktif B (0.1 M Bisingonik asit suda ¢ézinerek
hazirlanir) ve MicroBCA Reaktif C (0.015 M bakir sulfat) 25:1:1 oraninda karigtirilarak
hazirlandi. 96 kuyucukluplakalara 0,1 ml seyreltiimis érnek (10X -25X) veya Standard protein
soluisyonu (Sigir serum albimin) ve 0,1ml BCA sollsyonu eklenerek karistirildi. 15dak.

60°C’de inklibe edildi ve 590nm’de Eliza okuyucuda olculdu.

2.2.10 SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) ve WesternBlot

izole edilen proteinler Laemmli (1970)de belirtildigi gibi dikey elektroforez teknigi
uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) ydéntemi ile ayrigtiriimis ve
protein profilleri elde edilmistir. Herbir protein igin spesifik antikorlar kullanilarak Western blot

teknigi ile herbir enzimin protein duzeyleri immunolojik olarak tayin edilmistir.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil sulfat (SDS), varliginda
Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmig olan kesintili bir tampon sisteminde %8,5 ayirma ve
%4 sikistirma jellerinde yapilmistir. Ayristirict ve sikistirici jel solisyonlari Tablo 2.4'de
belirtildigi gibi verilen miktarlarin karistiriimasi ile verilen sirayla kullanimindan hemen 6nce
hazirlanmistir.

Tablo 2. 4. SDS-PAJE ayristirici ve sikistirici jellerin formulasyonlari.

StokCozeltiler Aynstinct  Jel | Sikistirici Jel(%4)
Jel Cozeltisi(ml) 8,5 15
Saf Su(ml) 13,55 5,88
Ayristirict Jel Tamponu(ml) 7,5 -
Sikigtirict Jel Tamponu(ml) - 2,5
%10 SDS(ml) 0,4 0,16
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%10 APS(ml) 0,15 0,065
TEMED(mI) 0,015 0,012

Poliakrilamit jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile Hoefer MiniVe elektroforez sistemi
kullanilarak gerceklestirildi. Elektroforetik ayristirma gu¢ kaynagdina baglandi. Yol gdsterici
boya tabana ulasacadi zaman (ayristirici jelin baslangicindan yaklasik 6-7 cm) gic kaynagi
kapatildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alinip ve jel sandvicten
cikarilarak oda sicakliginda 45dak.sireyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi R250, %50
metanol ve %12 glasial asetik asit iceren boya c¢ozeltisiyle bir karistirici kullanarak hem
boyanmis ve hem de sabitlendi. Uygun bir sire baglanmayan ¢6zinmis boyanin
uzaklastiriimasi icin %7’lik asetikasit iceren %30’luk metanol ¢ozeltisi ile inkibe edildi (bu
sure zarfinda sollisyon birka¢ kez dedgistirildi). Sonug¢ olarak, jel fotograflanmis ve %7’lik
asetik asit ¢ozeltisi icinde saklandi. Ayni kosullar altinda yurutilen diger bir jel ise boyama
islemine tabi tutulmadan Western blot analizi (Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo
(1987) tarafindan tanimlandigi gibi) igin elektroforezi takiben transfer tampon (25mM Tris,
192mM glisin ve %10 metanol) icerisinde 10dak. Sireyle sabit hizli bir ¢alkalayicida
inkbasyona birakildi. Elektroforetik transfer HoeferminiVE elektro transfer sistemi
kullanilarak yapildi. MiniVeBlotterin katot (siyah) kismi alta gelecek sekilde sistem
kurulmaya baglanir. En alta sdnger konuldu, bunun Uzerine &6nceden nemlendirilmis
Whatman # 1 filtre kagid1 yerlestirildi ve olasi kalabilecek hava kabarciklarini gidermek
amaciyla bir deney tipu Uzerinde yuvarlandi. Whatman#1 Uzerine dikkatlice yerlestirilen jelin
Uzerine nitrosellloz membran da dikkatlice yerlestiriimigtir. Daha sonra membran Uzerine
onceden islatilmis baska bir Whatman # 1 kondu ve en Uste tekrar stinger yerlestirilip
sandvi¢ tamamlandi. Sandvi¢ hazirlandiktan sonra sistem kapatildi. Tankin igine katot kismi
arkaya gelecek sekilde yerlestirildi. Sistem tzerine 300-350 ml transfer tampon kondu. 1-1,2
litre su ile tank dolduruldu.Sistem gl¢ kaynagina baglanip 90Volt, 90Miliamper, 90dakika
transfer gergeklestirildi. Stre sonunda glic¢ kaynagi kapatiimis ve sistemin vidalari agildi.
Sonug olarak Uzerinde transfer edilmis proteinleri barindiran membran, ‘blot’, elde edildi.
Transfer tamamlandiktan sonra transferin ne derecede gercgeklestigini tespit etmek igin jel
yukarida tanimlandigi gibi boyandi. Membran, protein igeren yuzeyi Uste gelecek sekilde
kicuk plastik bir tepsinin icine yerlestirildi. 1 saat slireyle bloke ¢dzeltisi (TBST iginde yagsiz
%5’lik suttozu) ile calkalayicida inkibe edildi. Sire sonunda membran dénce bloke ¢ozeltisi
icinde hazirlanan primer antikorlar ve daha sonra isaretleyici enzim-horseradish peroksidaz
(anti-rabbit/anti-mouse/anti-goat IgG-ALP konjugati) ile badli olan ikincil antikorlarla inkibe
edildi. isaretleme oda sicakliginda 1saat yapildiktan sonra, ALP ¢ézeltisi kullanilarak

reaksiyon basglatildi ve 6zgin protein bantlari nitroselliloz membranda belirlendi. Bantlarin
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yogunlugu ise Scion Image Analyzer yazilimi kullanilarak belirlenmistir.

2.2.11 Topoizomeraz | ve Il Aktivitesinin Belirlenmesi

Klguk 1sirgan otu (Urtica urens)’dan elde edilen yaprak ve tohum o6zitlerin Topoizomeraz |
ve |l Gzerine olan inhibisyon etkileri arastiriimistir. Deneyin ilkesi topoizomeraz | ve |l
enziminin stpersarmal DNA substratini relakse etmesine ve bu 6zelligin ézutler tarafindan
ne kadar inhibe edildiginin belilenmesine dayanmaktadir. ilk olarak Topoizomeraz |
enziminin g¢alismasi optimize edilmis ve 6zitler denemeye baslanmistir. Bu amacla, 20 pl
hacimde; 3 Unite topoizomeraz | enzimi, 0,3 ug slpersarmal plazmid substrati (pBR322),
degisik konsantrasyonlarda 6zat, 2 yl 10X Topo | tamponu (35 mM Tris-HCI, pH 8.0; 72 mM
KCI; 5 mM MgCI2; 5 mM DTT,; 5 mM spermidin) karistiriimis ve son hacim su ile 20 ul'ye
tamamlanmistir. Karisim, 37°C 30 dakika inkiibe edildi. Her tipe 6X ylkleme tamponu
eklenerek 90 voltta EtBr iceren %1’lik agaroz jelde, TAE pH 8.0 tamponunda yurutuldu. Elde

edilen jeller DNR Bio-imaging system goruntileme sisteminde kullanilarak fotograflandi.

Tip Il topoizomeraz enzimi; katene DNA ile dekatene Urlnler arasindaki yapisal farklarin
analizleri sonucunda topoizomeraz Il inhibitérlerinin tanimlanmasi yapiimaktadir. Bu amagla,
Topoizomeraz Il enziminin c¢alismasi optimize edilmis ve 6zltlerin inhibisyon etkisi
belirlenmigtir. Topoizomeraz | enzim aktiviteside oldugu gibi, 20 pl hacimde; 4 Unite
topoizomeraz Il enzimi, 0,35 ug katene DNA (kDNA), degisik konsantrasyonlarda 6zit, 2 pl
10X ATP Topo Il tamponu (50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 120 mM KCI; 10 mM MgCI2; 0,5 mM ATP;
0,5 mM Dithiothreitol) karistiriimis ve son hacim su ile 20 pl'ye tamamlanmistir. Ozlitlerin
varliginda ve yoklugunda enzimin kinetoplast DNA substratlarn ile 37°C'de 30 dakika
inkiibasyon suresinde gosterdigi dekatenasyon aktivitesine ait reaksiyon Grtnleri 0,5 pg/ml
EtBr iceren %7’lik agaroz jelinde 90 dakika yurutildikten sonra DNR Bio-imaging system

goruntileme sisteminde gérintilenerek analiz edilmigtir.

2.2.12 Tum Genom Gen Ekspresyon Analizi

lllumina HumanHT-12 V4 Expression BeadChip ‘tim genom gen ekspresyonu analiz lerinde
kullandidimiz ve_her bir gene 6zgl 50 bazlik problar iceren beadgiplerdir. Kullanilan
beadgipler Uzerinde kodlanmis ve Uzerine purifiye edilmis ¢ RNA’larin hibridize olabilecegi
sekilde tasarlanmis beadler bulunmaktadir. Total mMRNA 6rneklerinden purifiye edilmis ¢ RNA

ornekleri, beadgip ylzeyindeki beadlere direk olarak hibridize edilir. Bir beadgip tUzerinde 12
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ornek calismak icin ayri kanallar yeralmaktadir. Her bir kanal tim genom boyu dagiimis
yaklasik 48.000 farkli beadtipi icerir.

Bu ¢alismalarda firmaya kuru buz igerisinde uygulama yapilan ve kontrol hiicrelereden
elde edilmis RNA’lar génderimis. Firma gdnderilen bu RNA’larin kalite kontrollerini ND-
1000 NanoDrop Spektrofotometre ve Agilent 2100 Bioanalyzer ile kontrol ve teyit etmigtir.
RNA etiketleme ve melezleme Agilent Tek Renk mikrodizi tabanl gen ekspresyon analizi
protokolu (Agilent Technology, V6.5, 2010) kullanilarak gerceklestiriimigtir. Kisaca, her
numune toplam RNA'nin 50ng dogrusal olarak ¢ogaltiimis ve Cy3-dCTP ile isaretlenmistir.
Etiketli cRNAs RNAeasy Mini Kit (Qiagen) ile saflastirilmistir. Etiketli cRNAs (pmol Cy3/ug
cRNA) konsantrasyonu ve spesifik aktivitesi N ND-1000 NanoDrop Spektrofotometre ile
Olclulmastir. TiUm genom gen ekspresyonu uygulama beadgipleri icin gerekli olan total c RNA
miktart 750 ng'dir. Bir beadgip ylizeyinde ayni anda 12 6rnek calisiimaktadir. +4 °C’ de
saklanan mikrodizin beadgipleri uygulama yapmadan 10 dakika 6nce oda sicakligina
getirilmistir. 5 yl ¢ RNA 6rnegi icerisine 10 ul Hibridizasyon Buffer eklenir ve 15 ul hacimli
ornek tek kanalli pipet yardimi ile ¢ip yluzeyindeki 6érnek yukleme kanallarina yuklendi. TUm
ornek kanallari yliklenen Beadcip hibridasyon ¢gemberi icerisine alinir ve hibridzasyon firini
icerisinde 58 °C’ de gece boyu hibridizasyona birakildi. (14-20 saat). Hibridizasyon iglemini
takiben, baglanmayan UrUnlerin uzaklastirimasi ve streptavidin isaretlemesi dncesi cip
yuzeyinin temizlenmesi i¢in 2 farkh sicaklikta yikama serisi uygulanir. Her iki ylkamada da
kullanilan yikama sollsyonlari beadgipler ile birlikte gelen 2 farkl yikama sollisyonlari ile
gerceklestirildi. Yikama islemini takiben beadgip Streptavidin ile isaretlendi ve Beadgcipin
okuma 6nceside +4 °C’ de ve 1400 rmp de santrifij islemi ile karanlik ortamda kurutuldu.
Kurutulmus beadcipler iScan ile okunmus ve ham veriler elde edilmistir. Ham mikrodizi verisi
GenomeStudio programi yardimi ile elektronik verilere donUsturdlimustir. Yapilacak
kargilastirmali analizler i¢in her érnedin verisinden arkaplan gartltist uzaklastiriimis ve tim
Orneklerin verisi ylzdelik (quantile) normalizasyona tabi tutulmustur. Daha sonra normalize
edilen verilere analiz basamaklarinda kullaniimak Uzere Log transformasyonu uygulanmistir.
TUm bunlara ek olarak normalize edilen veriler (hangi grupta olduklari g6z éniine alinmadan)
orneklerin tum genom gen ekspresyon profillerinin hiyerarsik kimeleme analizleri
‘Correlation-average’ yaklagimi kullanilarak olusturulmustur. Ayrica teknik replika olarak
calisilan 6rneklerden elde edilen prob i1simalarinin ortalama verileri hesaplanarak elde edilen
grup verisinin hiyerarsik kiimeleme sonucu elde edilmistir. On analizin tamamlanmasindan
sonra elde edilen veriler kullanilarak olugturulan o6rnekler gruplandirilarak diferansiyel
ekspresyon analizi yapiimigtir. Farkli gen anlatimi gosteren problarin belirlenmesinde Rank
Product metodu kullaniimistir. Analizler vyapilirken ana gruplar kendi igerisinde

degerlendirilmigtir. Her grup icerisinde ise Ug test drnegdi kontrol drnekleri ile karsilastiriimistir.
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Calismada o6rnek bazinda sadece teknik replikalar altgruplari olusturdugundan dolayi;
problarin ekspresyon oOl¢cumlerindeki ‘kat degisim’ (Fold Change) miktarlari g6z uUnunde
bulundurulmustur. Her ikili karsilastirmada anlaml dedisim tespit edilen problar ve
ekspresyon seviyeleri kullanilarak yapilan hiyerarsik kimeleme genlerin ve drneklerin
ekspresyon paternlerine gore gruplandiriimasi yapilmistir. Kimeleme sonucu ile ekspresyon
skalalari kullanilarak her gruba ait ‘heatmap’ ler olusturulmustur. Onemli prob listesi igin
Gen- zenginlestiriimesi ve Fonksiyonel ek acgiklama analizi DAVID kullanarak

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

2.2.13 istatiksel Analizler
Elde edilen sonugclar her biri veri icin Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edilmigtir.

Farkli gruplar icinde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadidini analiz etmek igin

Student’s t-test ve parametrik olmayan Mann-Whitney U testleri uygulanmigtir.
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3. SONUGLAR

3.1 Oziitlerin Hazirlanmasi ve Fraksiyonlamalar

Klguk 1sirgan otu (Urtica urens)’nun yapraklari ve tohumlari ayri ayri toplanip uygun sekilde
kurutma islemleri yapildi. Calismalara 6nce yapraklardan baslanip tohumlar daha sonra

baslanmak lizere saklandi.

3.1.1 Urtica urens Yapraklarindan Oziit Eldesi

Golgede kurutulan ve toz haline getirilen yapraklarda ekstraksiyon ¢alismalarina baslamadan
Once nem tayini yapildi ve 6zt verimleri nem miktari dikkate alinarak kuru baz Uzerinden
yapildi. Kiglik 1sirgan otunda, projede hedeflendigi sekliyle oda kosullarinda sirasiyla
hekzan, kloroform, etil asetat ve metanol ile ekstraksiyonlari yapilarak ana ézitler elde edildi
(Sekil 3.1). Bunun igin yaklagik 200 gram kurutulmus isirgan otu yapraklari toz haline
getirilerek sokslet aparatina ylklendi ve ¢dzlculer sirasiyla 10-15 sifon olacak sekilde toz
haline getirilmis yapraklardan gegirilerek 6zitler elde edildi. Daha sonra déner buharlastiric

kullanilarak g¢ozuculer 6zutlerden uzaklastirildi ve uygun kosullarda (-80°C) saklandi.

Kiigtik 1sirgan otu yapraklar1 (Urtica urens)

+
n-Hekzan
[
| |
n-Hekzan Fazi ’ Bitki kalintis1
+
Kloroform
[
[ |
‘ Kloroform Fazi ’ Bitki kalintist
+
Etil asetat
[
[ |
‘ Etil Asetat Faz1 ’ ‘ Bitki kalintis1 ’

Sekil 3. 1. Kiguk isirgan otu (Urtica urens) bitkisinin yapraklarinda artan polaritelerdeki ¢éziculer ile

yapilan ekstraksiyon iglemleri.
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Sekil 3.1°de de gosterildigi Uzere klguUk I1sirgan otu (Urtica urens) bitkisinin artan polariteye
gére elde edilen 6zitlerin verimleri Tablo 3.1‘de verilmistir. Oziit miktarlarini arttirmak icin 4

defa sokslet ekstraksiyonu yapilmigtir.

Tablo 3. 1. Kigtk i1sirgan otu yapraklarindan elde edilen 6zitlerin verimleri.

Oziit Tiirii Verim (%)
Hekzan 1.60

Kloroform 1.22

Etil asetat 1.38
Metanol 8.01

Bir sonraki basamakta ise ana 6ziitlerin alt fraksiyonlari elde edilmistir. ilk olarak hekzan
6zutindn 2 grami 3.5 g silika jel ile karistinlarak kuru tatbik yolu ile kolona yuklenmis ve
hekzan:etil asetat mobil faz sistemi ile Tablo 3.2'de belirtildigi gibi yurutulmastir. Hekzan
6zutina ayirip daha saglikl GC-MS analizi yaptirabilmek igin yapilan bu kolon ¢alismasinda
42 adet fraksiyon elde edilmistir. ince tabaka calismalari sonucu benzer fraksiyonlarin
birlestiriimesi sonucu 4 adet alt fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlama sirasinda elde edilen
goruntuler Sekil 3.2’de belirtiimektedir.

Tablo 3. 2. Silika kolonunda hekzan 6zutiint fraksiyonlamak igin kullanilan Hekzan:etil asetat mobil

faz sistemi.
Hekzan (ml) Etil asetat (ml) Toplam (ml)

200 - 200
180 10 200
320 80 400
280 120 400
100 100 200

60 140 200

- 300 300

Sekil 3. 2. Hekzan 6zuttndn fraksiyonlanmasi.
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Benzer sekilde kloroform 6zitliintin 12 gramhk bélima 20 gr silika jel ile karistirilarak kuru
tatbik yolu ile kolona ylklenmis ve hekzan:etil asetat:metanol mobil faz sistemi ile Tablo
3.3’de belirtildigi gibi yuratilmastir. Kromotografi sonunda 42 alt fraksiyon elde edilmistir. Bu
fraksiyonlarin ince tabaka kromatografi calismalari sonucunda benzer fraksiyonlarin
birlestiriimistir ve 7 adet kloroform alt fraksiyonu elde edilmigtir. Fraksiyonlama sirasinda elde
edilen goruntuler Sekil 3.3'de belirtiimektedir.

Tablo 3. 3. Silika kolonunda kloroform 6zitini fraksiyonlamak igin kullanilan Hekzan:etil

asetat:metanol mobil faz sistemi.

Hekzan (ml) Etil asetat Metanol Toplam
200 - - 100
180 20 - 200
160 40 - 300
140 60 - 400
120 80 - 200
100 100 - 200

80 120 - 200
60 140 - 400
40 160 - 200
- 95 5 200
- 90 10 100
- 80 20 100
- 50 50 300
- - 100 100

Sekil 3. 3. Kloroform 6zutlnin fraksiyonlanmasi.

Son olarakta etilasetat 6zitlintin 12 gramlik boélimu 20 gr silika jel ile karistirilarak kuru tatbik
yolu ile kolona yiklenmis ve hekzan:etil asetat:metanol mobil faz sistemi ile Tablo 3.4’de
belirtildigi gibi yurataimuastir. Bu islemler sonucunda kolon g¢alismasinda 32 adet fraksiyon

elde edilmistir. ince tabaka calismalari sonucu benzer fraksiyonlarin birlestirimesi sonucu 5
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adet alt fraksiyon elde edilmistir. Fraksiyonlama sirasinda elde edilen gérintiler Sekil 3.4’de
belirtiimektedir.
Tablo 3. 4. Silka kolonunda etilasetat 06zltini fraksiyonlamak igin kullanilan Hekzan:etil

asetat:metanol mobil faz sistemi.

Hekzan (ml) | Etil asetat (ml) | Metanol (ml) | Toplam
100 - - 100
80 20 - 100
70 30 - 100
60 40 - 100
50 50 - 300
40 60 - 100
30 70 - 100
20 80 - 200

- 100 - 100
- 85 15 100
- 70 30 100
- 50 50 100
- 20 80 100
- - 100 200

Sekil 3. 4. Etilasetat 6zitinun fraksiyonlanmasi.

3.1.1.1 Urtica urens Yapraklarindan Elde Edilen Hekzan Oziitii ve
Fraksiyonlarinin GC-MS Analizi

Klguk 1sirgan otundan elde edilen hekzan 6zitlu silikajel kolon kullanilarak; kuru tatbik
yoluyla hekzan/etilasetat (70:30, v:v) ¢dzlicl sisteminde fraksiyonlanmistir. Elde edilen alt
fraksiyonlar ve ana hekzan 6zitunin CS-MS analizleri ile aktivite galigmalari yapilmistir. GS-
MS analizleri Agilent Agilent 7890A GC’ye bagli 5975C inert Mass Selektif Dedektdrden
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olusan GC/MS kullanilarak yapilmistir. Hekzan 6zitl ve alt fraksiyonlari (yaklasik 0,1g) 5mL
hekzanda ¢dzilmustir. Bu ¢ozeltiden 1mL alinip Gzerine 4mL hekzan ve 5 mL 1 M KOH
(MeOH’de c¢6zinmus) c¢ozeltisi ilave edilerek siddetli sekilde 30 sn vortekslenmistir
(esterlestirme iglemi). Olusan Ust fazdan (hekzan) 1 ml alindi ve 0,45 um’lik filtreden siringa
yardimiyla stzilerek GC-MS’e verildi. GC-MS sartlari asagidaki Tablo 3.5’te verilmektedir.
Tablo 3. 5. GC-MS sartlari:

Rate (°C/min) || Value (°C) || Hold time (min) ||Run time (min)
(Initial) 120 8 8
Ramp 1 8 150 2 13.75
Ramp 2 8 200 10 30
Ramp 3 8 250 35 71.25

Esterlestirilen hekzan 6zitl ve fraksiyonlari DB-WAXETR MS kapillar kolondan gegirilmigtir
(60m x 320um x 0.25um). Taslyici gaz olarak Helyum kullaniimistir. Akis hizi olarak 1
mi/dakika belirlenmistir. Kolon sicakligi baslangicta 120°C olup, 20 dakikada 250°C’ye
ulagmasi saglanmis ve bu degerde sabit tutulmustur Bilesenler kolonda alikkonma surelerine
ve kltle spektralarina gore standartlar ile karsilastirimistir. Karsilastirmada dbwax, Wiley7,
Nist05, Nist02 kutuphaneleri kullanilarak ¢ikan spektrumlarin otomatik taranmasi ile analizler
gergeklestiriimigti. Hekzan 0ziti ve fraksiyonlarinda GC-MS sonucunda saptanan
maddelere ait sonuglar asagidaki tablolarda verilmektedir (Tablo 3.6-3.10). Ayrica GC
kromatogramlarida sekilllerde verilmektedir (Sekil 3.5-3.9). Buna goére, hekzan 6zutinden
major bilesen olarak yuzde 93,01 oraninda 13 adet bilesik tespit edilmistir. A fraksiyonundan
yuzde 97,50 oraninda 8 adet bilesik elde edilmig, B raksiyonundan ytuzde 98,69 oraninda 11
adet bilesik, C fraksiyonundan yizde 89,69 oranin da 8 bilesik ve D fraksiyondan ylizde
96,81 oraninda 12 adet bilesik elde edilmistir. Tablo ve sekillerden de goéruldigu tUzere ham
hekzan 6zitl ile teshisleri kolaylastirmak icin yapilan fraksiyonlar birbiri ile uyum igindedir.
Yani fraksiyonlardaki bilesenler hekzan 6zitlyle uyumludur. Ayrica fraksiyonlarda teshis
edilen bilesikler genellikle yag asiti ve basit alken agirlikhidir.

Tablo 3. 6. Hekzan Ana Oziitiiniin GC-MS ile igerik Analizi.

Sira Alikonma sliresi Birlesik adi Alan | % Eslesme
1 24.646 C 14:0 0.90 98
2 30.374 C 16:0 10.61 99
3 35.730 C 18:0 2.08 99
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4 37.286 C 18:2 (cis,cis - 9,12) (omega 6) 8.34 99
5 38.780 C 18:3 (alpha) (all cis - 9,12,15)(omega 3) | 28.11 99
6 39.684 Phytol 4.33 92
7 40.204 C 20:0 591 99
8 41.635 Heptacosane 4.39 99
9 45.509 C 22:0 4.23 99
10 47.248 Nonacosane 13.17 95
11 50.756 1-Hexadecanol, 2-methyl 4.35 90
12 52.867 C 24:0 2.13 91
13 55.104 Hentriacontane 4.46 96
Sekil 3. 5. Hekzan Ana Ozitiiniin GC kromotogrami.
Tablo 3. 7. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon A'nin GC-MS ile icerik Analizi.
Sira Alikonma sliresi Birlesik adi Alan %
Eslesme
1 24.632 Tetradecanoic acid metil ester 1.99 98
2 30.349 Hexadecanoic acid metil ester 13.162 99
3 35.519 Octadecanoic acid metil ester 3.102 99
4 36.224 9-Octadecenoic acid metil ester 2.709 92
5 37.274 9,12-Octadecadienoic acid metil ester 14.590 99
6 38.774 9,12,15-Octadecatrienoic acid metil ester 50.698 97
7 39.674 Phytol 7.658 97
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8 40.188

Eicosanoic acid, methil ester
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Sekil 3. 6. Hekzan Ana Oziitinden Elde Edilen Fraksiyon A'nin GC kromotogrami.

Tablo 3. 8. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon B’nin GC-MS ile icerik Analizi.

L

Sira Alikonma stiresi Birlesik adi Alan % Eslesme
1 24.607 C 14:0 1.236 98
2 30.345 C 16:0 8.80 98
3 35.718 C 18:0 1.88 84
4 37.269 C 18:2 (cis,cis - 9,12) (omega 6) 9.43 99
5 38.768 C 18:3 (alpha) (all cis - 9,12,15) 34.87 99
6 39.678 Phytol 9.36 91
7 40.193 C 20:0 5.38 99
8 45.497 C 22:.0 4.34 99
9 50.755 1-Hexadecanol, 2-methyl 7.72 90
10 52.861 C 24:0 2.49 92
11 60.838 Cyclotetracosane 13.19 99
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Sekil 3. 7. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon B’nin GC kromotogrami.

Tablo 3. 9. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon C’nin GC-MS ile igerik Analizi.

Sira | Alikonma sliresi Birlesik adi Alan % Eslesme
1 24.629 C 14:.0 1.48 96
2 24.703 Perilla alcohol 1.44 91
3 30.339 C 16:0 12.40 98
4 35.718 C 18:0 4.22 98
5 37.057 Propiolic acid 1.39 91
6 37.269 C 18:2 (cis,cis - 9,12) (omega 6) 12.02 99
7 38.756 C 18:3 (alpha) (all cis - 9,12,15)(omega 3) | 48.77 99
8 39.666 Phytol 7.97 97
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TIC: FRAKSIYON_C.D\data.ms
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Sekil 3. 8. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon C'nin GC kromotogrami.

Tablo 3. 10. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon D’nin GC-MS ile igerik Analizi.

Sira Alikonma sliresi Birlesik adi Alan % Eslesme
1 21.070 1-Octadecene 1.57 95
2 24.629 C 14:.0 1.12 98
3 25.430 1-Nonadecene 0.83 93
4 30.357 C 16:0 13.38 98
5 35.724 C 18:0 3.77 99
6 36.222 C 18:1(cis - 9) (omega 9) 2.23 93
7 37.275 C 18:2 (cis,cis - 9,12) (omega 6) 9.43 99
8 38.785 C 18:3 (alpha) (all cis - 9,12,15)(omega 3) | 47.61 99
9 39.191 3-propionic acid metil ester 1.81 98
10 40.187 C 20:0 2.38 97
11 45.503 C 22:0 4.08 99
12 52.873 C 24:0 8.60 99
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TIC: FRAKSIYON_D.D\data.ms
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Sekil 3. 9. Hekzan Ana Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyon D’'nin GC kromotogrami.

3.1.1.2 Urtica urens Yapraklarindan Elde Edilen Kloroform ve Etil Asetat

Oziitleri ile Fraksiyonlarinin LC-MS Analizi

Yapilan 6zt eldesi calismalarinda ince tabaka kromatografi (ITK) sonuglari benzer alt
fraksiyonlarin birlestiriimesi ile kloroform ana 6zutinden 7 farkl alt fraksiyon elde edilirken;
etil asetat 6zutlinden 5 farkl alt fraksiyon elde edilmistir. Devaminda ise bu alt fraksiyonlarin
ve ana kloroform ve etil asetat 6zitlerinin LC-MS analiz ¢alismalari yapiimistir. Ana ézitler
ve alt fraksiyonlari 1000 ppm derisiminde hazirlanip, bu érneklerden 100 pyL alinarak 1000
ML’ye seyreltilir ve 0,45 um’lik filtreden siringa yardimiyla viale stizilerek LC-MS’e verilmigtir.
Tdm fraksiyonlar ZORBAX SB-C18 (4,6x100mm, 3.5um) kolonundan gegirilmistir ve akis hizi
olarak 0.6uL/dakika belirlenmistir. Kolon sicakligi ise 35°C’de tutulmustur. Bilesenler kolonda
alikonma sirelerine ve kitle spektralarina gére standartlar ile karsilastiriimistir. Calisma
sirasinda salisilik asit, kersetin, Kkaftarik asit,gentisik asit, protokatesuik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, 4-hidroksibenzaldehid, sikorik asit, p-kumarik
asit, ferulik asit, apigenin-7-glukozit, rosmarinik asit, protokatesuik asit ethyl ester, sinamik
asit, naringenin, kamperol, gallik asit, klorojenik asit, katesol, katesin, 4-hidroksbenzoik asit,
rutin, hesperidin gibi fenolik maddeler standard olarak kullaniimig ve bu maddelerin degigik
konsantrasyonlarinin kolonda yurutilmesiyle elde edilen sonuglar standard egri ¢izimi igin
kullanilmistir (Sekil 3.10). Bu standart egri grafigi ana o6zutler ve alt fraksiyonlar icinde
bulunan ayni fenolik madde miktarlarinin tayini igin kullaniimistir. Elde edilen sonuglar Tablo
3.11-3.12’de verilmigtir.
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salisilik asit- 6 Levels, b Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 0QCs

B 103 | y=3517911"x - 10769.3122
57" {RZ-099821915
E. B_
2
o .T'

E_

5_
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' 0 200 400 600 200 1000 1200 1400 1600 1200 2000 2200 2400 2600
Concentration (ng/mi)

Calibration STD Cal Type Lewvel Response Exp Conc RF
25ppb.d Calibration 1 11215 25,00 448,7714
l-DDppb.d Calibration 3 34158 100,00 341,5828
250ppb.d Calibration 4 79175 250,00 316, 7012
E'Z’Dppb.d Calibration 5 147756 500,00 295,5919
l-ﬂ’bﬁppb.d Calibration [ 323702 10460, 323,702
2500ppb.d Calibration 7 878379 250,00 351,3517

Sekil 3. 10. Salisilik asit icin elde edilen Standard egri grafigi.

Tablo 3. 11. Etil Asetat (EA) Ana Oziitii ve fraksiyonlarinin LC-MS ile igerik Analizi (Konsantrasyon

birimi:ppb).
. Etil
FENOLIK
Asetat EA-A EA-B EA-C EA-D EA-E
STANDART
(EA)
4-
_ _ _ 8.36 3.74 10.51 11.03 2.48 6.44
hidroksibenzaldehit
4-hidroksibenzoik
_ 20.55 11.39 26.17 67.72 18.87 24.72
asit
salisilik asit 42.62 31.37 31.86 31.30 33.02 72.01
kafeik asit 45.85 20.84 20.18 21.58 65.92
klorojenik asit 99.59 39.55 15.89 42.33
p-kumarik asit 45.69 40.29 trace 6.39
gallik asit 39.99 38.81 40.23 38.53 38.39 41.92
gentisik asit 15.77 10.28
ferulik asit 20.09 62.89 16.16 32.35
naringenin trace trace trace
kamferol trace trace
rosmarinik asit 15.23 10.41 10.82
hesperidin trace

42




TOeiTan

kuarsetin trace trace
protokatesuik asit 32.15 49.96
protokatesuik asit
_ trace trace trace trace trace
etil ester

Tablo 3. 12. Kloroform (KL) Ana Oziitii ve fraksiyonlarinin LC-MS ile igerik Analizi (Konsantrasyon

birimi:ppb).
FENOLIK Kloroform
STANDART (KL) KL-1 KL-2 KL-3 KL-4 KL-5 KL-6 KL-7
4-hidroksi
benzaldehit 7.07 161 2.54 7.27 21.64 5.47 6.14
4-
hidroksibenzoik 11.76 11.64 12.47 11.63 14.06 10.79 11.51 13.19
asit
salisilik asit 33.59 31.71 31.82 33.44 33.47 32.06 31.96 32.50
kafeik asit 20.11 20.65 20.67 20.11
klorojenik asit trace
p-kumarik asit trace trace trace
gallik asit 48.12 44.11 41.80 48.87 41.91 36.57 42.46 42.27
gentisik asit
ferulik asit
naringenin trace trace
kamferol
rosmarinik asit
hesperidin
kKuarsetin
protokatesuik
asit
protokatesuik
asit trace trace trace trace trace trace trace
etil ester

3.1.1.2.1 Alt Fraksiyonlarinin ileri Derece Fraksiyonlanmasi ve Saf Madde

izolasyonlar
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Apolar karaktere sahip hekzan fraksiyonlarinin silica ve sephadex kolonlari ile ileri
fraksiyonlastirma islemleri sonucunda saf olarak asagida sekli verilen Hekzadekanoik asit,
metil ester 5 mg olacak sekilde izole edilmistir (Sekil 3.11). Elde edilen bu sonug GC-MS

analizi ile de teyit edilmigtir.

Sekil 3. 11. Hekzadekanoik asit, metil ester.

Vakum kromatografisinden elde edilen hedef ekstredeki bilesenlerin ayrilmasi i¢in kolon

kromatografisi islemi uygulanmistir. Bu ¢alismadaki kolon kromatografi uygulamalari 150 cm

uzunlugunda 5 cm gapinda vakum destekli cam kolonlarda yapiimistir (Sekil 3.12).

Sekil 3. 12. Bitki ekstresinin kolona tatbik edilmesi.

Ayrica calismalarin devaminda kloroform fraksiyonlarinin kolon kromatografisinde izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu igslemler icin 4 gram ekstrakt 1:1 oraninda silika jele emdirilip strekli
karistinlarak kurutulmustur. Hekzan ile bulamag haline gelen silika jel 150 cm uzunlugundaki
kolona dolduruldu. Metanol kloroformda c¢oézicustinde c¢ozilen ekstrakt kolona tatbik edildi.
Kloroform fraksiyonlarinin kolon kromatografisi ile ileri derece fraksiyonlanmasi sonucunda
cOkelek seklinde kristallenmeler olustugu goruldu. Kristaller aseton yikandiktan sonra geker
ocakta ¢6zuclslU ugmasi beklendi ve 5 mg kristal elde edilmistir. Beyaz toz halindeki
kristaller dotero DMSO-ds ile ¢ozulerek 600 MHz Agilent marka NMR cihazinda analizi
yapilmistir. NMR sonuglari incelendiginde ise bilesigin urasil oldugu literatir arastirmalari ile
teyit edilmistir (Sekil 3.13-3.20).

IN/KO

H

Uracil
(pyrimidine-2,4 (1H,3H)-dione)

Sekil 3. 13. Urasil molekdl.
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Sekil 3. 14. Fr-37 'H NMR spektrumu.

Sekil 3. 15. Fr-37 13C NMR spektrumu.

N

Sekil 3. 16. Fr-37 DEPT spektrumlari.
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Sekil 3. 17. Fr-37 HSQC spektrumu.

[ O Y

Sekil 3. 18. Fr-37 HMBC spektrumu.

il

Sekil 3. 19. Fr-37 HMQC spektrumu.
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Sekil 3. 20. Fr-37 COSY spektrumu.

Calismalarin devaminda ise iki adet daha saf madde izolasyonu gercgeklestiriimistir. Bu
maddeler détero DMSO-ds ile ¢oziilerek 600 MHz Agilent markali NMR cihazinda analiz
edilmistir (Tablo 3.13-3.14). NMR sonuglari incelendiginde bu bilesiklerin rutin ve 4-
hidroksibenzoik asit oldugu literatlr arastirmalari ile teyit edildi (Sekil 3.21-3.22).

Sekil 3. 21. Rutin bilesiginin yapisi.

Tablo 3. 13. Rutin’in *H ve 13C NMR verileri

Pozisyon NMR d6-DMSO verileri NMR Luteratilr verileri

On Oc On Oc
2 - 156.85 - 158.51
3 - 133.73 - 135.68
4 - 177.79 - 179.40
5 12.58 (s, -OH) 161.64 12.60 (s, -OH ) 162.58
6 99.10 6.19 (1H, d, J=1.7 Hz) 99.96
7 10.80 (brs, -OH) 164.51 10.86 (brs, -OH) 166.07
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8 6.37 (1H, d)

10 -

1' -

2 7.51 (1H, d, J= 2.08 Hz)

3 9.64 (brs, -OH)

4 9.16 (brs, -OH)

5' 6.83 (1H, d, J=10 Hz)

6' 7.53 (1H, dd, J= 10 Hz,

2.08 Hz)

1" 5.06 (1H, d, J=7.8 Hz)

2" 3.24

3" 3.18

4" 3.01

5" 3.33

6" 3.70 (2H, d, J=10 Hz)

i 4.37 (1H, d, J=2.3 Hz)

2" 3.29

3" 3.22

4™ 3.20

5" 3.24

6" 0.98 (3H, d, J = 6.0 Hz,
CHs)
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94.02

157.03
104.39
121.61
116.70
145.18
148.84
115.65
122.01

101.61
74.51
76.34
70.43
76.88
67.43
101.17
70.81
70.99
72.28
68.68
18.17

6.40 (1H, d, J= 2.3 Hz)

7.52 (1H, d, J= 2.3 HZ)
9.67 (brs, -OH)
9.18 (brs, -OH)

6.88 (1H, d, J=8.0 Hz)
7.54 (1H, dd, J=2.3 Hz, 2.3
Hz)

5.09 (1H, d, J= 8.0 Hz)
3.22 (1H, ddd)

3.20 (1H, ddd)

3.05 (1H, ddd)

3.24 (1H, td)

3.79 (2H, d, J = 9.7 H2)
450 (1H,d, J=1.1 Hz)
3.38
3.27
3.06
3.26
1.10 (3H, d, J = 6.3 Hz, CHs)

Sekil 3. 22. 4-Hidroksi Benzoik Asit.

Tablo 3. 14. 4-Hidroksi benzoik asit’'in 1H ve 33C NMR verileri.

Pozisyon NMR d6-DMSO verileri

OH
1 -

Oc

122.54
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NMR Literatur verileri

OH

94.82

159.37
105.69
123.14
117.61
145.85
149.79
116.12
123.57

104.74
75.70
77.21
71.46
78.17
68.69
102.4
72.00
72.23
73.95
69.76
17.97

Oc
121.30
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2 7.87 (1H, dt, J=2.09 Hz, 8.7 131.89 7.89 (1H, dt, J=2.4 Hz, 9 131.68
Hz) Hz)
3 6.81 (1H, dt, J=2.11 Hz, 8.9 115.92 6.84 (1H, dt, J= 2.4 Hz, 9 114.74
Hz) Hz)
4 - 162.19 - 161.95
7.87 (1H, dt, J=2.09 Hz, 8.7 115.92 7.89 (1H, dt, J=2.4 Hz, 9 114.74
Hz) Hz)
6 6.81 (1H, dt, J=2.11 Hz, 8.9 131.89 6.84 (1H, dt, J= 2.4 Hz, 9 131.68
Hz) Hz)
7 12.49 169.27 12.61 168.81
-OH 10.20 - 10.07 -

Calismaya 1sik tutmasi agisindan yapilan LC-MS kitiphane arastirmalari sonucunda
kloroform ve etil asetat ana fraksiyonlari ile alt fraksiyonlarinin igcerik analizi belirlenmistir.

Elde edilen sonuclar Tablo 3.15-3.20°’de verilmektedir.

Tablo 3. 15. Etil asetat 6zitinin LC-MS kitiphane taramasi sonucunda elde edilen igerik analizi.

Adi Formdal Molekdler Sekli
Agirhgi
DL-erythronic acid CsHsOs 136.0368
Idebenone Metabolite (beta- Cos Hao O11 | 516.2548 s
DGlucopyranosiduronic acid, 4- N : o
hydroxy-3-(10-hydroxydecyl)- L
| |

5,6-dimethoxy- O,

3-Methylsuberic acid Co Hie O4 188.1037

9,12,13-trihydroxy-10,15- CieH32 Os | 328.2235 -

octadecadienoic acid
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TORITAN
3E-undecenoic acid Ci1 Hzo Oz | 184.1453 :
SN NN 1 =
Phorbol myristate acetate Css Hs6 Os | 616.3943 fl
16-hydroperoxy- Cis H3o O4 | 310.2126 s -
9Z7,12,14Eoctadecatrienoic acid A~~~
3,6-octadecadiynoic acid CisH2s O2 276.208
Ty 4 S 1S
12-ox0-9-octadecynoic acid Cis H30 O3 | 294.2187 )
N N ok
Coenzyme Q6 Cs9 Hsg O4 590.4438 .
70 © O
TS
8-hydroxy-9,11- Clg Hog 03 292.2025 h
octadecadiynoic acid \’\M’_,_ T
13S-hydroxy-9E, CisHs2 O3 | 296.2339
N o
11Zoctadecadienoic acid -
7-palmitoleic acid Cis H30 O, | 254.2235 ;
A D A _\V,,l_}
Etanidazole C7 Hio N4 214.0668 :
O4 V"‘— /
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TORITAN
alpha-Thiophenecarboxylic CsHs 02, S | 127.9946
acid
3-desmethyl-5- CisHi2 Os | 244.0764 =
deshydroxyscleroin X L
(LT~
" \]/ ~
6-Methoxy-2-naphthylacetic CizsHi2 O3 | 216.0825
acid j“j/\j 3 l -
N N N :
Neuraminic acid CoHi7NOg | 267.093
| ]
-l /\\/"/\\\f’/\\."/\\‘ N D=
O
O o= o= 2
Uracil CsHaN202 | 112.0259 i
Niacinamide CsHs N2 O | 122.0465 A
Benzenemetanol, 2-(2- C11 Hie O3 196.107 e
aminopropoxy)-3-methyl- K |
|
C16 Sphinganine Cis Has N 273.2638 .
02 .,;f"\/\/‘\/\v"\/\/‘\(\;,.
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roeiTan
Phytosphingosine Cis HaoN O3 | 317.2899
= \\ NN NN
o
isopropamide Cas Hs2 N2 | 352.2578
" \‘\\/'/\‘\/--/x{ .
-3 ./”\\ o3 <:' ‘\:\/
\ U
Dihydrosphingosine Cis Hso N 301.2948 _
Tridemorph CioHa NO | 297.2995
-l:T:j/:-’
‘]—‘
9,12,14-octadecatrienoic acid Cis H3o O2 | 278.2209
WICA NN J‘ >
N-(2-hydroxyethyl)stearamide CxoHa N 327.3097
02 O~ -,-’i\.r“\../“\/"\../"“\_/“\/“~/~~/\ o<3
n-Pentadecylamine Cis Has N 227.2585
Ketospirilloxanthin Cs2 Hss O3 | 610.4508
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Antimycin A (Al shown) Co7 Has N2 | 534.2562
09 ,-/\.:
Sulfolane CsHs O, S | 120.0244
Phthalic acid Mono-2- Cis H22 O4 | 278.1481
ethylhexyl Ester
Linoleamide CisHss N O | 279.2525
N N
/\\\//\\‘\./’f =
2-Acetyl-1-oleoyl-sn-glycerol Ca3 Ha2 Os | 398.2953 -
/"\:J\V/‘\,/‘\\/\v
":\/\/‘\/]
N-(2-hydroxyethyl)stearamide CoHaN 327.3096 1
02 ) N N N NN O
7,8-Didehydroastaxanthin C40 Hso Og4 594.3662
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roeiTan
GPGroP(16:0/18:1(92)) Cao H7s O13 | 828.4884
P> -:-:/‘v\fv&/‘\“v‘»j:"_w‘_;:..i 80 s oo
- ,«_,-\A_,-.-,-,_,\_V,] o
1-Hexadecylamine Cis Hss N 241.2736
Oleamide CisHss NO | 281.2683 e
" /L,-A\/A\/f\_/\-'\/\/\,-'\ o
1-heptadecanoyl-rac-glycerol C20 Hao O4 | 344.2986
Tiaprofenic acid Cus Hi2 O3 | 260.0537 .
S S g
Dihydrotetrabenazine Ci9 Hao N 319.2155 Lo
Os P J
[ ]
U]
. ;“/._>n
O-Acetylserine CsHo N Os | 147.0533
Aminofurantoin Cs Hg N4y O3 | 208.0585 3
\L_:{‘/
{
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roeiTan
alpha,alpha’-Trehalose 6- Ci2 Ha3 O14 | 422.0847 |
phosphate P e
" 4 § .
L L.
|
Galactonic acid Ce Hi12 O7 | 196.0576 L
T
:
Apionic acid Cs Hio Os 166.0477
Pteryxin C21 H22 O7 | 386.1338 ‘
Sar S s
o
[ ]
=%
Quinic acid C7Hi2 O¢ 192.0638 ) l
Methylmethane sulfonate C2Hes O3S | 110.0045
myo-Inositol CeH1206s | 180.0636 =
|
o
N N
malic acid Cs He 05 134.0217
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Fumaric acid CsH4 Oy 116.0109
2-Furoic acid Cs Hs O3 112.0162
2,3-Dioxogulonic acid Cs Hg O~ 192.0275 /
4 o
//
v
Ramiprilat glucuronide Ca7Hass N2 564.2409 -
N oy
Ou 3
o / N—
-’ >/ oG ,”\/
‘,-\l) _f -
. - [/J o
Calcein Cz0 Hos N2 622.1523 o=
O13 :)\‘\j
Hesperidin Css H34 O35 610.1891 ) \ =
.[,l.‘ : ]/[,-‘ W
e . \ >
Il
Naringin Cz27 Hs2 O14 | 580.1789 s
h SN
. & - -
3 PN <
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1-Hydroxyvitamin D3
cellobioside

Caz9 Hsa O12

724.4532

Buddleoflavonoloside

Cog H32 O14

592.1785

5-(4-hydroxy-2,5-
dimethylphenoxy)-2,2-
dimethyl-Pentanoic acid
(Gemfibrozil M1)

Cis H22 Oy

266.155

Sodium tetradecyl sulfate

C1a Hzo Oy
S

294.1869

1beta,25-dihydroxy-2beta-(3-
hydroxypropoxy)vitamin D3 /
1beta,25-dihydroxy-2beta-(3-
hydroxypropoxy)c

C30 Hso Os

490.3685

lalpha,25-dihydroxy-26,27-
dimethyl-24a-homovitamin D3
/ lalpha,25-dihydroxy-26,27-
dimethyl-24a-homoc

Caz0 Hso O3

458.3792
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TORITAN
1-heneicosanoyl-2- Ca9 Hga N 882.6231 .
(42,72,10Z,132,16Z,19Zdocosa Ow P . rf_)\ A
e T
hexenoyl)-sn-glycero-3- )
phospho-(1'-rac-glycerol)
Azacitidine CsH12 N4 Os | 244.0772 o =
\ /
2-Amino-3-methyl-1-butanol CsHizsNO 103.099 L
« T ]
W \\_ B )
5H-Oxireno[4,5]furo[3,2- C12 Hg Os 232.0326 A
g][1]benzopyran-5-one,
1a,8bdihydro-3-methoxy
Bisnorbiotin Cs Hi2 N2 216.0588 P
O3S /[\
\
beta-Toxicarol Cu3 Haz Oy 410.1349 ar
Quebrachitol C7 H14 Os 194.0769 T
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TORITAN
Quinone Cs Hs O2 108.0204 l
Benzanthrone Ci7H10 O 230.0739 ,

CT 11
epinephryl borate opthalmic CoHi2BN | 208.0924 ~ )
solution 0. [ \I ;

S N
Proline CsHg N O, | 115.0624 o
11-amino-undecanoic acid Cu1 Has N 201.1707 )
0, PR
Neuraminic acid CoHi7 N Og | 267.0937 N i
J o A
Cd k]
isoamyl nitrite CsHuu NO2 | 117.0777 M
~ - .
\,/ N . N/._
~ ’,
Guanine CsHsNs O | 151.0486 | ”
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TORITAN
Succinic acid C4 Hs O4 118.0283
Neuraminic acid CoHi7 NOg | 267.0936
A1 ]
Gummiferol Cis H14 Os | 286.0809
P SPPN >N
Buddleoflavonoloside Cos H32 O14 | 592.1734 s
Tl i
Ll s e
J s
Ak L
Y
Phylloguinone (Vitamin K1) Cs1 Has O2 | 450.3511
\)\v Ak,
Atenolol CiaHz N2 | 266.1625
Os T 1] T
Dihydroceramide C2 C20 Ha1 N 343.3053 >
Os i N et et
19'-Hexanoyloxyfucoxanthin CussHes Og | 772.5048
o =3 [
B O3 CPOTPY o
L I_ o=3 <
)
}:--]
N-(2-hydroxyethyl)stearamide Cx Hai N 327.3104
J = P
02 e e s e T T T PN
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roeiTan
n-Pentadecylamine Cis Has N 227.2591
P T e e
Ramipril glucuronide Co9 Hao N2 | 592.2633 e
Oll . ‘,-"‘. -
Do D,
O3
L o
:/k.)-
Trandolapril glucuronide Cz0 Haz N2 606.2774 & e
O o O J\p-
o i & :\/_:\/, -3
H o
e T
Phthalic acid Mono-2- Ci6 H22 O4 278.149
ethylhexyl Ester
Levulinic acid, 3-benzylidenyl Ci2 H12 O3 204.0768 )
1)
(]
Ansamitocin P3 Cs2 Haz Cl 634.2728 - S
N2 Og :
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roeiTan
N-(2-hydroxyethyl)stearamide Co Hat N 327.3102 g
02 = N N TN TN NI NN NN 00
7,8-Didehydroastaxanthin Cao Hso O4 | 594.3677 S o D
W e G o =
Benazepril Coa Has N2 | 424.2025 e
Os ™
,r‘\ P o \
SIS
& :"'\:
1-Octadecanamine CigHsa N 269.3049
Tiaprofenic acid Ci1a Hi2 O3 | 260.0547 _ _
S . [
& \ 2
\_/ [
Tetroquinone Ce H1Os 172.004 l

Tablo 3. 16. Etil asetat 6zutu alt fraksiyonlarindan D fraksiyonunun LC-MS kutiphane taramasi

sonucunda elde edilen igerik analizi.

Adi Formul Molekuler Sekli
Agirhgi
DL-erythronic acid C4 Hsg Os 136.0366
Uracil CsHaN2 O | 112.0266
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&

T
3-[(4-Carboxy-4- Cis Hao Os | 280.1306 2
methylpentyl)oxy]-4- 4 R Ao
methylbenzoic acid - A }/
(Gemfibrozil M3) \ '
3-Methylsuberic acid CoHis Os | 188.1048 6
9,12,13-trihydroxy-10,15- Cis H32 Os | 328.2248 _ _
octadecadienoic acid T (\\ ~~A o
Traumatic acid Ci2H0 O4 | 228.1359 0
\Q . .
~ ~ -~
I~
3E-undecenoic acid Ci11 Hxo O, | 184.1461 .
RGN NN /“l"\ o
16-hydroperoxy- Cis H3o O4 | 310.2146
9Z,12,14Eoctadecatrienoic acid N =
20-hydroxy-PGF2aIpha C20 H3s4 Og 370.2352
Yo sy
& I
\— \/.‘\\/, '\//A \;/,\\\ =4
Phorbol myristate acetate Css Hse Og | 616.3978 i
)
f)
(
. a
A A
-{:‘}L, 5 o3
_/i
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TORITAN
9-hydroxy-5Z-nonenoic acid CgHis O3 | 172.1099 X
Tetranor lloprost Cis Hzs O4 | 306.1827 7
3C \i o
5-(4-hydroxy-2,5- Cis H22 Os4 | 266.1551
dimethylphenoxy)-2,2- /7
dimethyl-Pentanoic acid ‘/—\— NS I (
(Gemfibrozil M1) o
methyl 8-[2-(2-formyl-vinyl)-3- Ci17 H26 Os | 310.1816 o
hydroxy-5-oxo-cyclopentyl]- \.\(\/ I J\
< |
octanoate 7/\/\/\‘/\,- 0
Idebenone Metabolite Ci19 H30 Os | 354.2071
(Benzenedecanoic acid, 2,5- | i
dihydroxy-3,4-dimethoxy-6- ) :[ 7
methyl-) o (e (i
Gambogic acid Css Haa Og | 628.3066
12-ox0-9-octadecynoic acid Cis H3o O3 | 294.2196
9,12,14-octadecatrienoic acid Cig H30 O, | 278.2248
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TORITAN
Sodium tetradecyl sulfate C1a H3o O4 | 294.1867 L
S » o L4 '.1». -]
Neurosporaxanthin beta- Ca2 Heo O7 | 676.4258
Dglucopyranoside . Kﬁ\""’vﬁ”"’?’vﬁ”" onos
13S-hydroxy- Cis H32 O3 | 296.2357
9E,11Zoctadecadienoic acid ; o s P
2-Hydroxyethinylestradiol Co H24 O3 | 312.176
___,.«"»\j, ’j/.l - —
= |
26,27-diethyl-1alpha,25- C3o Hag O4 | 472.3577 NN
dihydroxy-20,21-didehydro-23- T [
oxavitamin D3 / 26,27-diethyl- [\T 1 ],
lalpha,25-dihydro I )
7-palmitoleic acid Cis H3o O, | 254.2248
e e e P T Tl T i N
13E,17-octadecadienoic acid Cis H3z, O, | 280.2403 ;
B e T T e N e --—»l o
Uracil CsHsN20O, | 112.0261

N

NH
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T
Niacinamide CsHs N2O | 122.0466 "
2-Oxovaleric acid CsHs O3 116.0462
Benzenemetanol, 2-(2- C11 Hie O3 | 196.1075
aminopropoxy)-3-methyl
2-Phenylbutyramide CioHis N O | 163.0979
3beta chloroandrostanone C19 H2e ClI O | 308.1955
8-hydroxy-17-octadecene- Cis Has O3 | 290.1856
10,12-diynoic acid
Nandrolone CigHz O2 | 274.1905
= )\\/” N .
8-hydroxy-9,11- Clg Hzg 03 292.2007
octadecadiynoic acid o
\"r" 3 g
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TORITAN
C16 Sphinganine Cis Hss N | 273.2641
O:
a o0
i i i T v"-“:-/\/:“ o
isopropamide Ca3 Hs2 N2 | 352.2577
@)
6-[5]-ladderane-1-hexanol CisHs O | 260.2116
I )
Tridemorph Ci19 H3gN O | 297.3002 B
o3
3,6-octadecadiynoic acid Cis H2s O2 | 276.2061 =
WITA NN ‘»_/‘\'/‘\_,-/ ~ g N
9,12,14-octadecatrienoic acid CisH3o O, | 278.2216 X
e N O D Tt T T e
Atenolol CiaH2 N2 | 266.1623
03 N I”\‘l ~ =2
) ) W
!
Dihydroceramide C2 Co Har N | 343.3049
O3 ™ .—:\,—-'\.s\,..‘\,-' NN

(
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roeiTan
N-(2-hydroxyethyl) stearamide CxoHa N | 327.3104
O, e~ ..-l\/\/'\/vv‘\/\/\/\ 53
n-Pentadecylamine Cis Hazs N | 227.2589
R P
Ramipril glucuronide C29 Hao N2 | 592.2616 i
N 2
Ou LI s
7
T K) -
:-)“\ Ne '
Sulfolane CsHsO2S | 120.0242 o n
S
Phthalic acid Mono-2- Ci6 H2 O4 | 278.1482
ethylhexyl Ester
Harderoporphyrin Css Has N2 | 608.2554
Oe
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TORITAN
7,8-Didehydroastaxanthin CaoHs0 O4 | 594.3668
e og OO o3 -3 J O~
-)-L\:J-\/\)\/\/k/\/\"/\,l\f/\-g\’({ >
GPGroP(16:0/18:1(92)) Cao H7g O13 | 828.4888 2 ° _ _©
P, A A T T
1-Hexadecylamine CisHss N | 241.2738
1-heptadecanoyl-rac-glycero C20 Ha0 O4 | 344.299
Benazepril C2a Has N2 | 424.2016 .
Os o
SOy S
\ - I
» o ’"\-_
1-Octadecanamine CisHsg N | 269.3045
Tiaprofenic acid Ci14 H12 O3 | 260.0543 _ ;
s | [
\ B "ﬁ y ,,‘/—
Tetroquinone Ce Ha Og 172.004

Tablo 3. 17.Etil asetat 6zutu alt fraksiyonlarindan E fraksiyonunun LC-MS kutiphane taramasi

sonucunda elde edilen igerik analizi.

Adi

Formul

Molekuler
Agirhigi

Sekli
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TORITAN
DL-erythronic acid C4 Hg Os 136.0373 -
L-2-Aminoadipic acid Ce Hi1 NOs | 161.0689 \
il N
Uracil CaHaN2 O; | 112.0273
Idebenone Metabolite (beta- Cos Hao O11 516.257 -y |
DGlucopyranosiduronic acid, 4- ‘]\ NN
hydroxy-3-(10-hydroxydecyl)- 5 - dad
N N
5,6-dimethoxy- I _I
3-Methylsuberic acid Co His O4 188.1049 |
9,12,13-trihydroxy-10,15- Cis H32 Os 328.2251 I
octadecadienoic acid =
1,2-di- Ca3 Hea Os 660.4815
(52,82,117,14Z,17Zeicosapent O P N
aenoyl)-sn-glycerol
Traumatic acid Ci12H20 04 | 228.1366
.»\_l/: »
"~
3E-undecenoic acid C11 Ho O, | 184.1465
~ TN
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roeiTan
16-hydroperoxy- Cls H3z O4 | 310.2152
9Z,12,14Eoctadecatrienoic acid -
s \V-XW\«-"-J\MAV-xJL. O
Phorbol myristate acetate C3s Hss Og 616.3983 on
GPA(15:0/15:0)[U] CasHes Os | 620.4294 I :

P SASASOIIP
5-(4-hydroxy-2,5- Cis H» Os | 266.1556 oa
dimethylphenoxy)-2,2- > _\/_\4_ A A
dimethyl-Pentanoic acid W L [
(Gemfibrozil M1)

Gambogic acid Css Has Og | 628.3076 o
3,6-octadecadiynoic acid Cis Has O, | 276.2095 5
-3 /\/\/‘\f\/\v'/,\)\ o
12-ox0-9-octadecynoic acid Cis H3z0 O3 | 294.2205
- /\/\/\!/\\/\/\/‘\j\ o=
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Sodium tetradecyl sulfate

CiaH30 O4 | 294.1875
S

.\»_ﬂ/": 3
3 _/'/ x—\ pm—
- /'/ >3
5(6)-EpETrE-EA C22Ha7 N 363.2771
03 ““““ T N 1‘ o
Ramipril glucuronide Ca9 Hao N2 | 592.2686 :
Nwll
Oll ’ P
O i-’_\\‘»——“-.

Coenzyme A, S-(3-
hydroxypentanoate)

Co Haa N7 | 867.1823
O, P3s S

7-palmitoleic acid

Ci6 Hz0 O2 254.225

lalpha,25-dihydroxy-26,27-
dimethyl-24a-homovitamin D3
/ lalpha,25-dihydroxy-26,27-
dimethyl-24a-homoc

C30 Hso O3 458.3795

1-Hydroxyvitamin D3

cellobioside

Cs9 Hes O12 | 724.4396
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roeiTan
Stearic acid Cis Hse Oz | 284.2714
3-desmethyl-5- CiaH1204 | 244.0764
deshydroxyscleroin AL B l A
L
Tiaprofenic acid C14 H12 O3 260.054 -
S \ A _:_JI
ey k' r"_ r"‘:
\‘ \ \ f‘ :(
Neuraminic acid CoHi7 N Og | 267.0934
1 i
L
4-Hydroxy-L-threonine CsHo N O4 135.053
HO NH2
-~
’l
l‘ L \
HO. OH
o
Uracil CsHaN202 | 112.0261
Niacinamide Cs Hs N2 O | 122.0468 N
_~NH2
Benzenemetanol, 2-(2- Ci1 His O3 | 196.1074 weo__on
aminopropoxy)-3-methyl- ‘
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TORITAN
2-Phenylbutyramide CioHizNO | 163.0981 )
8-hydroxy-9,11- Cis Hs O3 | 292.2007
octadecadiynoic acid e
\\ NN N o
2-Pyrrolidinone, 4-(2- Ca2 Hzs N2 | 350.2026 -
morpholinoethyl)-3,3-diphenyl 0. /-\_/,..«_\_J_,,[:‘A T
[ ) P ”/ \“\]/"-‘ \
~ [J K
isopropamide Cos Ha2 N2 | 352.2584 \
Y e
O 'l V“: 4 l
" P g U
ANAXT
l r
6-[5]-ladderane-1-hexanol Cis H2s O 260.2113
HEEEE
LTB4-d4 Cx H2s D4 | 340.2556
O4
9,12,14-octadecatrienoic acid CisH30 O, | 278.2213
R T T R
Atenolol Cia H22 N2 266.1615
03 TN " -
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roeiTan
Tridemorph Ci9 H3s N O 297.3 e o o
O=13
Dihydroceramide C2 C2o Ha N 343.3045
0; S A A A A A A
i St
n-Pentadecylamine Cis Has N 227.2587
5(6)-EpETrE-EA Ca2 Hsz N 363.2739 ‘
03 2 ,-\_,\f,-\ N N
Sulfolane CsHs O, S | 120.0238 0
Phthalic acid Mono-2- Cis H22 O4 | 278.1483
ethylhexyl Ester
Antimycin A (A1 shown) Co7 Hags N2 | 534.2563 g
Oy » :J -'3 CI
-2 9
\\_ \\T,J
Linoleamide C18 Hss N O 279.2529 l
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N-(2-hydroxyethyl)stearamide C2o Ha N 327.3096 :
"N L/’\/’v-‘\/\/\/‘v‘\.~‘\ oa
O:
Harderoporphyrin Css Hzs N4 608.256
Os
7,8-Didehydroastaxanthin C40 Hso O4 594.3665 .
c. oa 28 =3 sac A >
W s i e
GPGI‘OP(16ZO/1811(9Z)) Ca0 H7g O13 828.4891 o 5
«3 M/vv-wwl:.’v-__’ _",_:./\_-_";-:‘.
P2 - M/V\—'\/\MY:‘ - =
1-Hexadecylamine Cis Has N 241.2736 | K AR A A A -
Benazepril Cos Hog N2 424.2009 o
SOPU S
1-Octadecanamine Cig Haa N 269.3042
1-heptadecanoyl-rac-glycerol C20 Ha0 O4 | 344.2988
Tiaprofenic acid C14 H12 O3 260.054
S L\-" --..//' r .
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Tetroquinone Ce Hs Os 172.0036

Tablo 3. 18. Kloroform ana fraksiyonunun LC-MS kutliphane taramasi sonucunda elde edilen igerik

analizi.
Adi Formdal Molekdler Sekli
Agirhigi
3-Methylsuberic acid Co His O4 188.1044
':\\I/ NGNS \\_/L\ =
2,4-Pentadienoic acid, 3- Cis Hoo O3 | 248.1444 ) )
methyl 5-(2,6,6-trimethyl-3- \/ K |
oxo-1-cyclohexen-1-yl)- g " [ NN
4-hydroxy pelargonic acid Co Hig O3 174.1251 [
9,12,13-trihydroxy-10,15- Clg Hso 05 328.2244 ) . i
octadecadienoic acid e A~AAAAA~ A~
homosalate Ci6 H22 O3 262.16
Corrinoid Ci19 Hoo N4 306.1861
P 4
‘ / ..
o™
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TORITAN
cyclandelate Ci7H24 O3 | 276.1755
L [ I~

3-Hydroxycapric acid C10 H20 O3 188.141

{ ,
16-hydroperoxy- Cis H30 O4 | 310.2141 =
9Z7,12,14Eoctadecatrienoic acid e A~~~
QH2 Ci9 Hs O4 | 320.2024

) S GUOP

T
Phorbol myristate acetate Ca6 Hss Og | 616.3967 G
3beta- chloroandrostanone CioHx CIO | 308.1983 .
I
|
8-hydroxy-17-octadecene- Cis H2e O3 290.191 3
1
10,12-diynoic acid * 5 it
y .;;/\\/\/ o
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TORITAN
bicyclo-PGE2 Co H30 Os | 334.2174
7 I
N -")( ‘\
- a
10-hydroxy-undecanoic acid Ci1 H22 O3 | 202.1567 )
B e e s s
2E,8E-Undecadiene-4,6- Ci1H10 Oz | 174.0711 *
diynoic acid //\, o
NN
Tetranor lloprost Cis H26 Os | 306.1835
_ /
) "\\7 “r N\.k .
7] ~
e
5,8,11-dodecatriynoic acid Ci2 H12 02 | 188.0871 .
N /\\_ - /]\ .
16alpha-Hydroxytestosterone Cio H2s O3 | 304.2075
Ll e
[ 1T:T:¢
</. __R;‘\,J, ~_~ J
12-methoxy-4,4-bisnor- Ci6 H22 O2 246.1652
5alpha-8,11,13-
podocarpatrien-3-ol
5-(4-hydroxy-2,5- CisH22 O4 266.155
dimethylphenoxy)-2,2- /"
. . . ﬂ > D -
dimethyl-Pentanoic acid o N~
(Gemfibrozil M1) e/ E
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&

TORITAN
12-oxo0-ETE Cz0 Hzo O3 318.2226
(" 71
S N o NP P
|
4-hydroxy lauric acid Ci2H224 O3 | 216.1725 ,
Idebenone Metabolite Cio H30 Os | 354.2069
(Benzenedecanoic acid, 2,5- l T
dihydroxy-3,4-dimethoxy-6- ]j/ NGNS N
methyl-) I u'
2,9-heptadecadien-4,6-diyn- Ci7H24 02 | 260.1815
1,8-diol \j_ —_—
12-oxo0-9-octadecynoic acid Cis H30 O3 | 294.2187
> G NP U
21-Hydroxypregnenolone C21 Hs2 O3 | 332.2392
- \ . J/'
~1 L
AT ke
[ L]
Sulfaphenazole Ci5 Hia N4 314.085 -~
s o i~ \
0:S kW,
T ST Y
| Y
> ¢ 7|:\
\..‘
3,7-epoxycaryophyllan-6-one Cis H2a O | 236.1777

80




roeiTan
3,6-octadecadiynoic acid CisH2 O2 | 276.2084 3
_;:/\/“‘\/"\/“-v‘-\.//Ih\\\/J‘\ >

1-(9Z,12Z-heptadecadienoyl)- Ca Hes Os | 626.4908
2- - . ;
(52,8Z,11Z,14Zeicosatetraenoyl "“"\"“"\-"”Wﬁ_': )
)-sn-glycerol
20alpha-Dihydroprednisolone C21 H30 05 362.2088

-;\ /\\"’ \:\..__h‘ >

L LJ/
LA I/ 9
:/‘i\rj\\:// .
3-Methyluridine CioHia N2 | 258.0869
O¢ \\J o
r o
/
.| ///
Guanosine diphosphofucose Cis Hos Ns | 589.0841 =
O15 P2 i
-4 /(‘FT_ -
-..q "\.3
N
21-Hydroxypregnenolone C21 H32 03 332.2425 ) g
e
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&

TORITAN
3,3,45-Tetrahydroxystilbene CuaH12 04 | 2440721 5 .
o e ME T
I»”
alpha-Thiophenecarboxylic CsHs 02, S | 127.9928 -
acid i
2-nonene-4,6,8-triynal CoH4s O 128.0266
— — — -‘"“‘...--J o

6-Methoxy-2-naphthylacetic Ci1zH12 03 | 216.0775
acid i \j/ \\[/ hd

SN ) (0 |
Tiaprofenic acid Cia Hi2 O3 260.051

s 1

|’ b""l “'\ . fr ‘A/'

O -
Tetroquinone Ce Ha Os 171.9988 I

,:|_
albendazole (I1) Ci2His N3 | 313.0745
OsS "
[~
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&

TOeiTan

3-Hydroxy-N-glycyl-2,6-
xylidine (3-
Hydroxyglycinexylidide)

Ci10 Hia N2
O,

194.1085

5-Phenylvaleric acid

C11 H14 Oz

178.0952

Benzenemetanol, 2-(2-

aminopropoxy)-3-methyl

C11 His O3

196.1054

LTB4 ethanol amide

C2 Hs7 N

379.2679

C16 Sphinganine

Ci16 Has N
(OF!

273.2627

5a-Tetrahydrocorticosterone

C21 Hza Oy

350.2402
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roeiTan
isopropamide CasHa2 N2 | 352.2562 oy
0 L) i
J | I~ X N
ac”” SN\
¥ //L\ ~=3 (:\i j}
-y '/(
Probucol spiroquinone C31 Has O2 | 514.3063 -
SZ K :” j{ T -
& ‘l' ? c
Tridemorph CioHo NO | 297.2988 -::\(:j/:ﬂ
Dihydrosphingosine CisHso N 301.2939
15-deoxy-a-12,14-PGJ2 C20 Has O3 316,1967 i
P e o l
ey
\
3,6-octadecadiynoic acid Cis Has O, | 276.2049 )
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TORITAN
8-hydroxy-9,11- Cis Hog O3 292.1996
octadecadiynoic acid NN
\ =
!
Atenolol Cia Ho N2 | 266.1607
O3 i .
el . ]
-]
dodecanamide Ci2Hs NO | 199.1906
e P e N N /l\\ ”
Dihydrosphingosine CigHa N 301.2938
02 - ~ S PN s !._ O
12-oxo0-9-octadecynoic acid Cis H3z0 O3 | 294.2148
NN 1L N
N-(2-hydroxyethyl)stearamide CxoHa N 327.3087 )
02 o \-"“-'J\/\/‘\/’\/’\.//’\/‘\/’\\/‘\.:.;
Cepharanthine Csa7 Hss N2 | 606.2753 )
) \ - - -3
06 I/"::%(/ASA ‘/\:\J
[ |
N N
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roeiTan
Ramipril glucuronide Co9 Hao N2 | 592.2601 N
Ou R e
PR S
T
> )
Ao
Antimycin A (A1 shown) Co7 Hsg N2 | 534.2549 e
Og oa 7N
-::.’—/\,‘2":\ :—'[ AN '
Yo —1 )\ :!\
n-Pentadecylamine Cis Has N 227.2579
Ansamitocin P3 Cs2Has Cl 634.2751
N2 Og
Orlistat Co9 Hss N 495.4047 e
Os IJ- n
jn g )
\ =
\
A
Sulfolane CsHs O, S | 120.0234 5 '
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&

TOeiTan

Phthalic acid Mono-2- Cie H22 04 | 278.1473
ethylhexyl Ester
13-hydroxy-tridecanoic acid C13 H26 230.1877
03 .
_:..-r""\..r“x.r“x...-f'ﬁ.h.-"""\.h.-’"\,/l"\.:..
Methyl jasmonate C13 H20 224.141 o P
03 }
P K2
\ /.
{
I—, T
20alpha-Dihydroprednisolone C21 H30 362.2092 -
05 =N
_:;\-h f__a-\.\_\_‘1 __'{r'_- L] -
o3 - hS
RDPw,
L
3,6,9,12,15-octadecapentaenocic | C18 H26 274.1966
acid 02
e i T e \/\l >
1,2-di-(52,82,112,142,17Z- C43 H64 660.4669
eicosapentaenoyl)-sn-glycerol 05
N e ~ l:"_- o
R A R ~
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roeiTan
Phthalic acid Mono-2-ethylhexyl Cl6 H22 278.1517
Ester O4 _;}:;\/’
_\-:‘X-.
LT
8-hydroxy-9,11-octadecadiynoic C18 H28 292.2032
acid 03 AR
o > \\\ c
\l/‘\/"‘\,-' S o
Taxa-4(20),11(12)-dien-5alpha- C22 H34 346.2524
acetoxy-10beta-ol 03 _
J_L
Sodium tetradecyl sulfate C14 H30 294.1862 (_
04 S 3.\.\ ’v,"‘ _!‘,\- -
_< ——
_JI \\_..‘ Y =
13S-hydroxy-9E,11Z- C18 H32 296.2346
octadecadienoic acid 03 :
o~ A
Lisuride C20 H26 338.2122 F
N4 O L ”Noa
[?/L%/ ‘\\ o9
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TOeiTan

trans-Dehydroandrosterone

C19 H28 288.2131
02

19-Norpregna-1,3,5(10)-trien-
20-yne-3,6,17-triol, (6b,17a)-

C20 H24 312.177
0K

1/'*‘;""!\" e
|
9,13-dihydroxy-11-octadecenoic C18 H34 314.2459
acid 04
S (P Ry W
2-Hydroxymyristic acid Cl1l4 H28 244.2031
03
<
R e e e O
:I - > .
Acarbose (component 2) C20 H34 482.2083
013 j‘—_;
-:;1/ Nom %_:L: A A
-2 -’I‘-\ 5 _\l’ a

Porrigenin A

C27 H44 448.32
05
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&

TOeiTan

Phloionolic acid C18 H36 332.2563

05 _

PR _..»\I/LJV\_A_A
lalpha,23-dihydroxy- C23 H36 360.2676 "
24,25,26,27-tetranorvitamin D3 03
/ lalpha,23-dihydroxy-
24,25,26,27-tetranorcholeca
Apionic acid C5H10 06 | 166.0477 s
|
IH OH
2E,572,82,117,14Z- C20 H30 302.2295
eicosapentaenoic acid 02 _
¥ po - e = \ l ~0

(23R)-1alpha,23,25-trihydroxy- C27 H42 446.3053 2 0
24-oxovitamin D3 / (23R)- 05 - 1/_\/ o
lalpha,23,25- trihydroxy-24- [’“‘I' e ] > o
oxocholecalciferol r.'
15-hydroxy-pentadecanoic acid C15H30 258.2187

03

e 3 B9
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@

roeiTan
4-hydroxy palmitic acid C16 H32 272.2345
03 3
Bepridil C24 H34 366.2759 T
N2 O N N
L)
L/
7-palmitoleic acid C16 H30 254.2256
02
e i T T o /1 >
3beta-Hydroxychol-4-en-24-oic C24 H38 374.2837 ) .
Acid 03 '[/\_,L\:
ALK
” \:iiz-[-\',. I_J
UL
e N '::_,A\ y
7,8-dihydroxy stearic acid C18 H36 316.2551
o4 o
Oxethazaine C28 H41 467.3263
N3 03 1
R "y
\oa ]
DL-11-hydroxy stearic acid C18 H36 300.265
03
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roeiTan
8R-hydroxy-9Z-octadecenoic C18 H34 298.2499
acid 03 i
Simvastatin acid C25 H40 436.282 o gy
06 \( . O
) - “-"\/J
g
S T " r
o3 L/;'L/\ D
-
Ganglioside GA2 (d18:1/92- C56 H102 | 1090.7122 it
18:1) N2 018
Verapamil C27 H38 454.2877
N2 O4 oa 00 -
TR i i
O O
. ~* o N >
A
Allocortol C21 H36 368.2495 i
05 i :r -\I/..:- -

Tablo 3. 19. Kloroform alt fraksiyonlarindan 1 fraksiyonunun LC-MS kutiphane taramasi sonucunda

elde edilen icerik analizi.

Adi

Formul Molekuler

Agirhgi

Sekii
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T
3-desmethy|-5- C14 H12 O4 244.0758
deshydroxyscleroin ) |
e ¥ » 2
gy

11-amino-undecanoic acid Ci11 H2s N 201.1694

(o2} ]
2-Naphthaleneacetic acid, 6- Ci12 Hio Os 282.0238
(sulfooxy)- S ~ DN

YOSR

p-Butylaminobenzoic acid Ci1 His N 193.1069 )

O l
LTB4 ethanol amide C22 Hsz N 379.2694

Os T T

(/\\/\/ N . V. s
&

C16 Sphinganine Ci16 Has N 273.2627

0. L~
Dihydrosphingosine CisHso N 301.2943 ‘

02 3. SmR———
9,12,14-octadecatrienoic acid Cis H3zo O2 278.2207 ‘

NN ~ I -

Tridemorph CioHza NO | 297.2992 <
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&

TORITAN
3,6-octadecadiynoic acid CisH2s O2 | 276.2048
SRR A K =
(22R)-1alpha,22,25-trihydroxy- Cs2 Hso Oy 498.364 T
26,27-dimethyl-23,23,24,24- Tk
tetradehydro- l,]. ‘
24a,24b,24ctrihomovitamin D3 I
Atenolol Cia H22 N2 266.161
Os N oa
Pl sl
1,2-di- Cso Hes Os | 612.4665
(92,12Z,15Zoctadecatrienoyl)- L i
sn-glycerol — Y
dodecanamide Ci2Hs NO | 199.1912 -
N-(2-hydroxyethyl)stearamide CxoHa N 327.309
Oz L [
n-Pentadecylamine Cis Has N 227.258
e i i i i i
alpha-Echinenone/ Cas0 Hs4 O 550.4092
Phoenicopterone .
-,L);I;? ‘k/-\kf\/\—L\/j‘\_}:l .
19'-Hexanoyloxyfucoxanthin Cuas Heg Os 772.5021

a :-:_;\/\/kl\

=1 o=

9> ~'

o=

2 s 3

v

-0 )] a T

o -

o=

)
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&

roeiTan
Ketospirilloxanthin Csa2Hss O3 | 610.4505
Sulfolane CsHs O S | 120.0238
Phthalic acid Mono-2- Cis H22 Os | 278.1477 -
ethylhexyl Ester - 4*
L L
XX
Linoleamide CisHs N O | 279.2517 i
“\ N . W
Estradiol CisHaa O | 272.1722
g !
' s . .
2-Acetyl-1-oleoyl-sn-glycerol Co3 Haz Os | 398.2949
:'W'/:. ) 3 % we -J
1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)- Co1 H3s Os4 | 354.2692 -
rac-glycerol _‘ L
S i l. :
L-_ ._1.. p
S
3alpha,7alpha,12alphaTrihydrox | Cos Has Os | 462.3416
y-24-methyl-5betacholest-23- o I~ A A
1 >3
en-26-oic acid =il ]
1e] -
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TORITAN
ZK 159222 C32 Has Os | 512.3429 :
"B~

._;/-l-—
(22E,24E,24bE)-1alpha,25- Cs2 Hag O3 | 480.3535
dihydroxy-26,27-dimethyl- P Sl
22,23,24,24a,24b,24chexadehy Y
dro-24a,24b,24ctriho -
Harderoporphyrin Css H3s Na | 608.2558 Y

Os '
_,.‘I -> \
AN /
6'-Hydroxysiphonaxanthin Ca0 Hsg Os 616.4101
7,8-Didehydroastaxanthin Ca0 Hso Os | 594.3654
e g O o= 3T i =
HoAAN '\\\‘ Y \_l_’,‘]__,
cis-11-Hexadecenal Ci6 H3o O 238.2262
1-Hexadecylamine Cis Hss N 241.2734
Stearaldehyde Cis H3s O 268.2722
s
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roeiTan
Simvastatin Cas Hzs Os | 418.2672 "
|
il
o
Benazepril Caa Has N2 | 424.2008 T
05 o |
) ()
/\_ / ( oS

1-heptadecanoyl-rac-glycerol C2 Ha0 O4 | 344.2983
Oleamide CisHss NO | 281.2677 i
cis-Fenpropimorph CxHss NO | 303.2489

) [ i - I - ‘\ >3

:!: ) =

Tiaprofenic acid Cis H1203 S 260.0537 7

> A
Tetroquinone Cs Hs Os 172.0037 I
5-(4-hydroxy-2,5- Cis Ha2 O4 266.155 o
dimethylphenoxy)-2,2- _ ( \/ AN [/ oa
dimethyl-Pentanoic acid )= i }/
(Gemfibrozil M1) N =
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&

roeiTan
methyl 8-[2-(2-formyl-vinyl)-3- Ci7H26 Os | 310.1819
hydroxy-5-oxo-cyclopentyl]- \ }\ ]
octanoate @ g |
:[ - : v —
Idebenone Metabolite Cio Hz0 Os | 354.2076 =
(Benzenedecanoic acid, 2,5- [ | 2
dihydroxy-3,4-dimethoxy-6- L T 7))
methyl- l ﬁ -
12-ox0-9-octadecynoic acid Cis H30 O3 | 294.2195
S "‘:r" \\/\v/\-/\./i\ e
21-Deoxycortisol C21 H30 Os4 | 346.2154
\v
AL —
N b
Acetriazoic Acid CoHs Iz N 556.75 T
o A
)
L
CerP(d18:1/12:0) CsoHes N2 | 578.4302 i
O6 P -;‘:/\./\/\/\V'\/\/\/\/\u_-,:\-
R e VI e A -
!
Sodium tetradecyl sulfate CiaH30 O4 | 294.1864 Vs
S \ TN
1-nonadecanoyl-2- CusaH72 05 | 682.5532
(42,72,10Z,13Z,16Z,19Zdocosa oy ;i‘i’”f;:"’f;iﬁ‘;l_;“- o
hexaenoyl)-sn-glycerol <
4,8-dimethyl-dodecanoic acid CiaHs Oz | 228.209 J
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TORITAN
TG(22:5(72,102,132,162,197) Ce9 Hio0 Os | 1024.7304
/22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,19Z) = e
'3:\»—\/-\/‘\/—\/-\/\/\/1«;'\.)
[22:6(42,72,102,132,162,197) M
iso3] )
Lisuride C20 H26 N4 338.2125 l
0 T
T I
L H _J
|
1(3)-glyceryl-PGE2 Ca3 H3s O7 | 426.2668
SN /:‘\/yl\v,/ i
/ e T
Acarbose (component 2) Co0 Hzs O13 | 482.2095
-.__.__\« 'FA:;}._.,:L:_ = —
TNl
=
17-hydroxy-heptadecanoic Ci17H3z4 O3 286.2507
acid WPT———
Etn-1-P-Cer(d14:1/18:0) Css H77 N2 | 688.5469 )
Os P A A i
Avocadene Acetate Ci9 H3s O4 | 328.2599
3 /L > /ﬁ/\r\/'\-/\/\/\‘/\/ s
o= D=
26,27-diethyl-1alpha,25- Cs0 Hag O4 472.3562 e
dihydroxy-20,21-didehydro-23- ()
oxavitamin D3 / 26,27-diethyl- I I
lalpha,25-dihydro Y
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TORITAN
lalpha,25-dihydroxy-26,27- Cso Hso O3 | 458.3788
dimethyl-24a-homovitamin D3 0
/ 1alpha,25-dihydroxy-26,27- P :
dimethyl-24a-homoc I 5
7-palmitoleic acid Cis H30 O, | 254.2253
DL-11-hydroxy stearic acid Cis Hss O3 | 300.2646
“3C o /l‘\-' ~ e
24,24-difluoro-lalpha,25- Cso Hag F2 494.3486
dihydroxy-26,27-dimethyl- O3
@
24ahomovitamin D3 / 24,24- I
difluoro-1alpha, 25-dihy A~
7,8-dihydroxy stearic acid Cis H3s O4 | 316.2611 i :
_l .
Allocortol C21 H3s Os | 368.2504 ;
14-methyl-8-hexadecen-1-ol Ci7H32 O 254.2547
2-Hydroxymestranol C21 Hs O3 | 326.1922
Y Lo
] 1:]
13E,17-octadecadienoic acid Cis H32 O2 280.2399
SN A -
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TOeiTan

11-deoxy-11-methylene-15-
keto-PGD2

C21 H32 Oy

348.2276

o

Tablo 3. 20. Kloroform alt fraksiyonlarindan 7 fraksiyonunun LC-MS kutliphane taramasi sonucunda

elde edilen igerik analizi.

Adi Formdal Molekdler Sekli
Agirhigi
3-Methylsuberic acid Co His O4 188.1044
Sebacic Acid CioH1s 04 | 202.1196
3-Methylcholanthrene C21 Hie 268.1302
k. )
i T
9,12,13-trihydroxy-10,15- Cis H32 Os | 328.2239
octadecadienoic acid — . ~ 1
16-hydroperoxy- Cis H30 Os4 | 310.2134
97,12,14Eoctadecatrienoic acid 1 / 2%
L-Oleandrosyl-oleandolide C27 Has O10 | 530.3075 _ i
X e
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roeiTan
3beta-Chloroandrostanone Ci9H9 CI O | 308.1979 .
) 52
o
Deserpidine Ca2 Hag N2 578.274 _
Os P O
L
L5~ UL
Tetranor lloprost Cis H26 Os | 306.1824 :
- . ; N !r——~— _
Y
I ——_/ S - 9
2,3-Dinor-TXB2 Cis H3o Os | 342.2034 =
L= )
5-(4-hydroxy-2,5- Cis H2 Os | 266.1547
dimethylphenoxy)-2,2- 7 i
. . . / \ ° o
dimethyl-Pentanoic acid N/ {/
(Gemfibrozil M1)
methyl 8-[2-(2-formyl-vinyl)-3- Ci17H26 Os | 310.1814
hydroxy-5-oxo-cyclopentyl]-
octanoate S [ "
Idebenone Metabolite Ci9 H30 Os | 354.2066
(Benzenedecanoic acid, 2,5- A
dihydroxy-3,4-dimethoxy-6- ] \] N
methyl-) : l
12-oxo-9-octadecynoic acid Cis H3o O3 | 294.2182 .
"3 \7.— 4 l
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TORITAN
8,13-dihydroxy-9,11- CisH32 04 | 312.2288
octadecadienoic acid > :
" A AN I ~ L o
Rifabutin Cas Hs2 N4 846.4594
Oun -
oy
9,12,14-octadecatrienoic acid Cig Hzo O2 278.2237
-3 i .l D=
Gambogic acid Css Haa Og | 628.3058 \"‘
X
5 57
L
3,7-Epoxycaryophyllan-6-one Cis H2a O, | 236.1767 \
- 77"
3,6-octadecadiynoic acid CisH2s O2 | 276.2079 ) i
i W rE
9-hydroxy-5Z-nonenoic acid Co His O3 172.1092
— m A
1-(9Z,12Z-heptadecadienoyl)- CaoHes Os | 626.4912

2-(5Z, 8Z, 117, 14Z N D
eicosatetraenoyl)-sn-glycerol ittt §
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TORITAN
Guanosine diphosphofucose Cis H2s Ns | 589.0754
O15 P2 ,\ r\
0
Coenzyme Q6 C39 Hss O4 | 590.4438 )
@ sull
R AP AP AS a0 e s
18-Hydroxycorticosterone C21 H30 Os | 362.2058 \' ,
B
Ut
PEUE
3E-undecenoic acid C11 H2o O, | 184.1455
Methyl jasmonate CisH O3 | 224.1401 ,/
\_{
15-deoxy-a-12,14-PGJ2 C20 Hzs O3 316.2012
N~ \‘
8-hydroxy-9,11- Ci1s Hzs O3 292.2024
octadecadiynoic acid “~
\,_T ]
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TORITAN
13S-hydroxy- CisHs2 O3 296.2342 1
9E,11Zoctadecadienoic acid e e
Lisuride C20 H26 N4 338.2112 l
0
~
-
Allotetrahydrocortisone Ca1H32 Os | 364.2211
o = .il\[_"--
AL
i i
1-(9Z,12Z-heptadecadienoyl)- Cao Hes Os 628.507
2-(82,11Z,14Z-eicosatrienoyl)- o e i -
sn-glycerol T 1
13E,17-octadecadienoic acid Cis H32 O, | 280.2387
F NN
2-Hydroxyethinylestradiol Coxo H24 O3 | 312.1746
[ LT
Ramipril glucuronide Coo Hao N2 | 592.2664 N
On Dol Yy
A
9-deoxy-9-methylene-16,16- Cos His O4 | 378.2783
dimethyl -PGE2 N
T

1

05




TORITAN
Allocortol Ca1 H3s Os | 368.2514 4
g ) 7
P, 4 g il
L]

Oxethazaine Cas Ha1 N3 467.3253

O3

LS L
)

7-palmitoleic acid C16 H30 254.2238 )

02 _":/'\\,/\/\‘,/\‘/\//"\‘/‘\.v*‘:i
DL-11-hydroxy stearic acid C18 H36 300.2646

(OK] L
Ganglioside GA2 (d18:1/92- C56 H102 1090.713 o
18:1) N2 018
ZK 159222 C32 H48 512.3629 )

05 "‘:‘:_‘,— e ,,J\ﬂ -~ o

~J A
il
{‘ 2 =
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TOeiTan

methyl-10-hydroperoxy- C19 H32 324.226
8E,12Z,15Z-octadecatrienoate 04 — NN
2-propyl-tridecanoic acid C16 H32 256.2387
02 =
3-Desmethyl-5- C14 H1204 | 244.0764
Deshydroxyscleroin A TSN
()L 1]
2,4-Dichlorophenol CsH4sCl, O | 161.9657
Tetroquinone Ce Ha Og 172.0049 I
|
Tiaprofenic acid C14 H12 O3 260.054 )
s
~— e { r
\ \ VL_,/
11-amino-undecanoic acid Ci1 Has N 201.1701
02 AN NN N
Uracil CsHaN2 0Oz | 112.026 o~
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&

TORITAN
Niacinamide Ce Hs N> O | 122.0464 p
Benzenemetanol, 2-(2- C11 Hi6 O3 196.1067 o _on
aminopropoxy)-3-methyl- J '
-y \\ "'-/L.::h _,/\\,,». )
| J
5-Phenylvaleric acid Ci1 Hi4 O2 | 178.0959
\ O
J
I
$
LTB4 ethanol amide Cx2 Hs7 N 379.2706
O4 ! ) J
k//‘_ N
8-hydroxy-17-octadecene- Ci18 H26 O3 290.185
10,12-diynoic acid ) i
g NG
AN 3
Sulfamethazine Ci2HiaNg | 278.0831 g
0:S lj
l-' - Noa
J
C16 Sphinganine Ci16 Has N 273.2636 >
0 I TN N
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TOeiTan

isopropamide

Ca23 Haz N2 352.2565
O

L \’
N //J\:-‘I
PGB3 Cx H2s O4 | 332.1926 )
o *
Met His Lys Ci7Hso Ne | 414.1992
O4S J— J. '|
e g
i
Dihydrosphingosine CigHa N 301.2956 2
O e \/’\/'\/\f\/\/\,f\v/!~ &
Tridemorph Ci9Hzgs N O | 297.3002 --,:T;T_.;

6-[5]-ladderane-1-hexanol

CisHxs O 260.2113

dodecanamide

Ci2Hxs NO | 199.1913
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@
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(22E,24E,24bE)-1alpha,25-
dihydroxy-26,27-dimethyl-
22,23,24,244a,24b,24chexadehy
dro-24a,24b,24ctriho

Ca2 Hag O3

480.3545

1-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-
rac-glycerol

Co1 H3zg O4

354.2699

Linoleamide

CisHzs N O

279.2526

GPGroP(16:0/18:1(92))

Ca0 H7g O13
P2

828.4879

7,8-Didehydroastaxanthin

Ca0 Hsp O4

594.3657

=3 -3

o=3

o TR

=21

1-Hexadecylamine

CisHszs N

241.2734

1-Octadecanamine

Ci1s Hag N

269.3041
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Citrinin C13 Hi4 Os 250.0838 oo oo

3.1.1.3 Urtica urens Bitkisinde Yaprak Oziitlerinin Sitotoksisite

Calismalan

3.1.1.3.1 Ana Oziitlerin Sitotoksisitesi

A549 (insan akciger adenocarsinoma hucre hatti) hicre hattinda i1sirgan otu yapraklarinin
hekzan, kloroform, etil asetat ve alkol 6zitlerinin sitotoksik etkileri Sekil 3.23'te verilmistir.
Sitotoksisite sonuglarindan elde edilen verilere gore LD50 degerleri, hekzan 6zitu igin 27,8
pg/ml, etil asetat 6zitl igin 29 pg/ml, kloroform 6zutu igin 35,1 yg/ml ve alkol 6zutl igin 73,6
pg/ml olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar, hekzan, etil asetat ve kloroform 6zitlerinin ylksek

anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gdstermektedir.

A549 Hiicre Hatti

120 4

100

s 20

F i

3 W Hekzan Ozt
60

E M Kloroform Oziti

-= -

# an W Etil Asetat Ozitd

M Metanol Oziitl

20

kantrol Tpg/mil 2,5pug/ml Sug/mil 10ug/ml 25ug/ml S0pg/ml
Urtica urens ana fraksiyon konsantrasyonlar

Sekil 3. 23. Degisik konsantrasyonlardaki kuguk isirgan otu yapraklarinin hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol 6zltlerinin A549 hicre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve sonuglar

kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler G¢ tekrarin ortalama degerleridir.
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Caco-2 (insan kolon kanser hicre hatti) hiicre hattinda yapilan sitotoksisite saonuglarindan
elde edilen verilere goére hesaplanan LD50 degerleri sirasiyla, hekzan 6zitl igin 35,3 pg/ml,
etil asetat 6zutU igin 31,2 pg/ml, kloroform 6zutu igin 42,5 pg/ml ve alkol 6zutu igin 72,5
pug/mldir (Sekil 3.24). Bu sonuglar, hekzan, etil asetat ve kloroform 6zitlerinin alkol 6zitine

gore yuksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gdstermektedir.

Caco2 Hucre Hatti

120 ~
100

B0

W Hekzan Oziiti
&0

W Kloroform Oziiti

% Hiicre Canhhgr

40 0 Etil Asetat Ozitii

W Metanol Ozt
20

kontrol lug/ml  25pgfml  Spg/ml 10pg/ml  25pgfml  50pg/ml 100pg/ml
Urtica urens ana fraksiyon konsantrasyonlar

Sekil 3. 24. Degisik konsantrasyonlarda ki kiguk i1sirgan otu yapraklarinin hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol 6zutlerinin Caco2 hucre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve sonuglar

kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler G¢ tekrarin ortalama degerleridir.

Son olarakta kugik i1sirgan otu yapraklarinin degisik ¢dzlculerle hazirlanmis 6zutlerinin
LNCaP (insan prostat kanser hiicre hatti) hiicre hatti Gzerine sitotoksik etkileri belirlenmistir.
Elde edilen verilere gére LD50 degerleri, hekzan 6zutu igin 20.5 pg/ml, etil asetat 6zutu icin
25.6 pg/ml, kloroform o6zuta icin 35.9ug/ml ve alkol 6zutd icin 78.1 pg/ml olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.25). Bu sonuclar, diger hicre hatlarinda oldugu gibi, hekzan, etil
asetat ve kloroform 6zutlerinin alkol 6zutline goére ylksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip
olabilecegini gdstermektedir.
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LNCaP Hiicre Hatti

120 4
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2 Hiicre Canhhg
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W Metanol Oziiti

20

kontral Tpg/ml 2 5pg/ml  Spg/ml  10pg/ml  25pg/ml  50pg/ml 100pg/mi
Urtica urens ana fraksiyon konsantrasyonlar

Sekil 3. 25. Degisik konsantrasyonlarda ki kuguk isirgan otu yapraklarinin hekzan, kloroform, etil
asetat ve metanol 6zutlerinin LNCaP hucre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve sonuglar

kontrole gore degerlendirilmigtir. Veriler G¢ tekrarin ortalama degerleridir.

3.1.1.3.2 Ana Oziitlerden Elde Edilen Alt Fraksiyonlarin Sitotoksisitesi

Yaprak 6zitlerinin fraksiyonlanmasi sonucunda elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat

alt fraksiyonlarinin sitotoksisite ¢alismalari yapilmistir.

e Hekzan Oziitii Alt Fraksiyonlarinin Sitotoksisitesi

A549 hicre hattinda isirgan otu yapraklarinin hekzan 6zitinin A; B; C ve D olarak
adlandirilan alt fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri Sekil 3.26’da verilmektedir. Sitotoksisite
sonuglarindan elde edilen degerlere gore LD50 degerleri sirasiyla, hekzan &zutinun; A
fraksiyonu 21,86 pg/ml, B fraksiyonu 42,2 yg/ml, C fraksiyonu 67,37 pg/ml ve D fraksiyonu
icin 25,18 ug/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuclar, hekzan 6zitinin A ve D fraksiyonlarinin

yuksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.
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A549 Hucre Hatti

120 - ®mH-A mH-B wH-C mH-D

% Hicre Canlihg

Kontrol 1pg/mil 2,5pg/ml Spg/ml 1opg/ml  25pg/ml  S0pg/mil

Hekzan 6zith alt fraksiyonlarin konsantrasyonlan

Sekil 3. 26. Degisik konsantrasyonlardaki kiigiik 1sirgan otu yapraklarinin hekzan 6zitinin A; B; C ve
D fraksiyonlarinin A549 hiicre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve hekzan 6zitu sonuglari

kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler l¢ tekrarin ortalama degerleridir.

Ayni zamanda Caco-2 hlcre hattinda da isirgan otu yapraklarinin hekzan 6zutiinin A; B; C
ve D fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri belirlenmistir (Sekil 3.27). Sitotoksisite sonuglarindan
elde edilen degerlere gore LD50 degerleri sirasiyla, hekzan 6zutinun; A fraksiyonu 10.7
pg/ml, B fraksiyonu 32.5 pg/ml, C fraksiyonu 35.3 ug/ml ve D fraksiyonu igin 10.45 ug/mi
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, hekzan 6zGtinin A ve D fraksiyonlarinin ylksek anti-

karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini géstermektedir.
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Kontrol 1ug/mil 2,5ug/mil Sug/mil 10pg/ml 25ug/mil

Hekzan tziitl alt fraksiyonlarin konsantrasyonlan

Sekil 3. 27. Degisik konsantrasyonlardaki kiiguk 1sirgan otu yapraklarinin hekzan éziitinun A; B; C ve
D fraksiyonlarinin Caco-2 hiicre canliigina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve hekzan 6zitu

sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler U¢ tekrarin ortalama degerleridir.

LNCaP hicre hattinda 1sirgan otu yapraklarinin hekzan &6zutinin A; B; C ve D
fraksiyonlarinin sitotoksik etkileride Sekil 3.28’de gosterilmektedir. Elde edilen verilere gore
LD50 degerleri sirasiyla, hekzan 6zatinin; A fraksiyonu 53,30 ug/ml, B fraksiyonu 50,21
pg/ml, C fraksiyonu 25,83 pg/ml ve D fraksiyonu igin 11,29 ug/ml olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar, hekzan 6zutinin A ve D fraksiyonlarinin yiksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip

olabilecegini gdstermektedir.
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120

LNCaP HiicreHatt:
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Kontrol Tug/ml 2,5ug/ml Sug/ml 10pg,/mil 25pug,/mil 50pg/mil
Hekzan dziitil alt fraksiyonlarin konsantrasyonlari

Sekil 3. 28. Degisik konsantrasyonlardaki kii¢lk 1sirgan otu yapraklarinin hekzan 6zutindn A; B; C ve
D fraksiyonlarinin LNCaP hiicre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve hekzan 6zitu

sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler U¢ tekrarin ortalama degerleridir.
e Kloroform Oziitii Alt Fraksiyonlarinin Sitotoksisitesi

CGalisma kapsaminda A549 hucre hattinda isirgan otu yapraklarindan elde edilen kloroform
0zatunun 1; 2; 3; 4; 5; 6 ve 7 olarak adlandirilan alt fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri Sekil
3.29’da verilmektedir. Sitotoksisite sonuglarindan elde edilen verilere gére LD50 degerleri
siraslyla, kloroform 6zatunun; 1. fraksiyonu 17.6 pg/ml, 2. fraksiyonu 52 pg/ml, 3. fraksiyonu
154.75 pg/ml, 4. fraksiyonu 208 pg/ml, 5. fraksiyonu 313.5 pg/ml, 6. fraksiyonu 914.28 ug/mi
ve 7. fraksiyonu i¢in 16.07 ug/ml olarak hesaplanmigtir. Bu sonugclar, kloroform ézatindn 1
ve 7 numaral fraksiyonlarinin ylksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini

gostermektedir.
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Kloroform o&ziitii alt faksiyonlarin konsantrasyonlar

Sekil 3. 29. Degisik konsantrasyonlardaki kii¢lik 1sirgan otu yapraklarinin kloroform ézutindn 1; 2; 3;
4; 5; 6 ve 7 fraksiyonlarinin A549 hicre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve kloroform

6zutl sonuglari kontrole gére degerlendirilmistir. Veriler Gi¢ tekrarin ortalama degerleridir.

Caco-2 hucrelerinde isirgan otu yapraklarinin kloroform 6zatinin 1; 2; 3; 4; 5; 6 ve 7 olarak
adlandirilan alt fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri Sekil 3.30’da verilmektedir. Sitotoksisite
sonuglarindan elde edilen verilere gbére LD50 degerleri sirasiyla, kloroform &6zutlnun; 1.
fraksiyonu 20.15 pg/ml, 2. fraksiyon 209 pg/ml, 3. fraksiyonu 394 ug/ml, 4. fraksiyonu 409.5
pa/ml, 5. fraksiyonu 210.25 pg/ml, 6. fraksiyonu 176.6 pg/ml ve 7. fraksiyonu igin 19.7 pyg/ml
olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, kloroform 6zGtinin 1 ve 7 numaral fraksiyonlarinin

yuksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.
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160 7 Caco-2 Hiicre Hatti

140 | EK1 EK2 mK3 K4 BKS mK6 mK7

% Hlcre Canlilig

Kontrol 1pg/ml 2,5pug/ml Spg/ml 10pg/mi 25pug/mil S0pg/ml
Kloroform oziitii alt fraksiyonlarin konsantrasyonlar

Sekil 3. 30. Degisik konsantrasyonlardaki kiiglik 1sirgan otu yapraklarinin kloroform 6zitinin 1; 2; 3;
4; 5; 6 ve 7 fraksiyonlarinin Caco-2 hiicre canlihdina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve kloroform

6zUtl sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler tg¢ tekrarin ortalama degerleridir.

Son olarakta i1sirgan otu yapraklarinin kloroform ézitinin 1; 2; 3; 4; 5; 6 ve 7 fraksiyonlarinin
LNCaP hucre hatti Uzerine sitotoksik etkileri Sekil 3.31'de gosteriimektedir. Elde edilen
verilere gore LD50 degerleri sirasiyla, kloroform o6zatinun; 1. fraksiyonu 16 pg/ml, 2.
fraksiyonu 148,6 pug/ml, 3. fraksiyonu 256,6 pg/ml, 4. fraksiyonu 163 pg/ml, 5. fraksiyonu
105,12 pg/ml, 6. fraksiyonu 100,75 pg/ml ve 7. fraksiyonu igin 12,28 ug/ml olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar, kloroform 6zutinin 1 ve 7 numarah fraksiyonlarinin yiksek

anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gdstermektedir.
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Kloroform éziitii alt fraksiyonlanin konsantrasyonlar

Sekil 3. 31. Degisik konsantrasyonlardaki kiigiik 1sirgan otu yapraklarinin kloroform 6zitiinin 1; 2; 3;
4; 5; 6 ve 7 fraksiyonlarinin LNCaP hucre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve kloroform

6zutu sonuglari kontrole gére degerlendirilmistir. Veriler U¢ tekrarin ortalama degerleridir.
e Etil Asetat Oziitii Alt Fraksiyonlarinin Sitotoksisitesi

A549 hiicre hattinda isirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zitinin A; B; C; D ve E olarak
adlandirilan fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri Sekil 3.32'de verilmigtir.  Sitotoksisite
sonuglarindan elde edilen verilere gére LD50 degerleri sirasiyla, etil asetat 6zitinun; A
fraksiyonu 292 pg/ml, B fraksiyonu 145,8 pg/ml, C fraksiyonu 136,6 pug/ml, D fraksiyonu igin
41,6 yg/ml ve E fraksiyonu icin 58,1 pg/ml olarak hesaplanmigtir. Bu sonugclar, etil asetat
0zGtunun D ve E fraksiyonlarinin A549 hicre hattinda diger fraksiyonlara goére ylksek anti-
karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.

121




—c

@

T

A549 Hiicre Hatti
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Etilasetat oziitii alt fraksiyonlarinin konsantrasyonlar

Sekil 3. 32. Degisik konsantrasyonlardaki kiigik isirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zitiinin A; B; C;
D ve E fraksiyonlarinin A549 hucre canlihdina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve etil asetat 6zitu

sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler U¢ tekrarin ortalama degerleridir.

A549 hicre hattinda oldugu gibi 1sirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zitliinin A; B; C; D ve E
fraksiyonlarinin sitotoksik etkileri Caco-2 hlcre hattinda da belirlenmigtir (Sekil 3.33).
Sitotoksisite sonuglarindan elde edilen verilere gére LD50 degerleri sirasiyla, etil asetat
0zatunun A fraksiyonu 96.6 pg/ml, B fraksiyonu 108.7 pg/ml, C fraksiyonu 63.6 pg/ml, D
fraksiyonu i¢in 31.4 pug/ml ve E fraksiyonu igin 41.8 pg/ml olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar,
A549 hulcre hattinda oldugu gibi etil asetat 6zitiunuin D ve E fraksiyonlarinin diger
fraksiyonlara gore Caco-2 hicre hattinda yuksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip

olabilecegini gostermektedir.
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Etilasetat 6ziitli alt fraksiyonlannin konsantrasyonlan

Sekil 3. 33. Degisik konsantrasyonlardaki kiiguk 1sirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zitinin A; B; C;
D ve E fraksiyonlarinin Caco-2 hicre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve etil asetat 6zitu

sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler U¢ tekrarin ortalama degerleridir.

A549 ve Caco-2 kanser hlcre hatlarinin yani sira, isirgan otu yapraklarinin etil asetat
6zutdndn A; B; C; D ve E fraksiyonlarinin LNCaP hiicre hatti Gzerine sitotoksik etkileride bu
dénemde belirlenmis olup elde edilen sonuglara gére LD50 degerleri sirasiyla, etil asetat
6zutindn; A fraksiyonu 371,50 pg/ml, B fraksiyonu 195,2 pg/ml, C fraksiyonu 262,3 pg/ml, D
fraksiyonu icin 35,06 pg/ml ve E fraksiyonu icin 33,2 pyg/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 3.34).
Bu sonuglar, LNCap hiicre hattinda D ve E fraksiyonlarinin diger fraksiyonlara nazaran daha

yuksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.
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LNCaP Hiicre Hatti
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Etilasetat dziitii alt fraksiyonlannin konsantrasyonlan

Sekil 3. 34. Degisik konsantrasyonlardaki kiigtk 1sirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zitinin A; B; C;
D ve E fraksiyonlarinin LNCap hicre canliligina etkisi. Kontrol grubu 100% alinmis ve etil asetat 6zutl

sonuglari kontrole gore degerlendirilmistir. Veriler G¢ tekrarin ortalama degerleridir.

3.1.1.4 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi: Gergek
Zamanh PZR

Proje kapsaminda tim mRNA dizeyindeki ekspresyon analizleri laboratuarimizda bulunan
Bioneer marka Gergek Zamanli PZR gergeklestiriimistir. Yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda
hesaplanan LD50 konsantrasyonlari A549, Caco-2 ve LNCap hicre hatlarina 24 saat
boyunca uygulanmistir. Bu zaman sonunda hticreler pargalama tamponu ile toplandi. 24 saat
sonunda toplanan hicrelerden Total RNA izolasyonu TRIzol® solusyonu kullanilarak Uretici
firmanin Onerdigi talimatlara goére gergeklestirildi. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel
elektroforezinde gorintulendi ve konsantrasyonlari Nano Drop cihazinda élguldu. Elde edilen
RNA’lardan cDNA sentezi 18 nukleotid uzunlugunda oligo d(T) primeri ve AMV Reverse
Transkriptaz (MBI Fermentas, USA) kullanilarak dretici firmanin talimatlarina gére
sentezlendi. Gercek zamanli PZR reaksiyonlari Bioneer AccuPower® GreenStar qgPCR
premix Sybergreen Kiti kullanilarak uretici firmanin 6nerdigi talimatlara gére yapildi. Primer ve
cDNA miktarlari laboratuarimizda optimize edildi. Gergek zamanli PZR sonucunda elde
edilen sonuglar Exicycler 3 Analiz Programi kullanilarak hesaplandi ve vekilhar¢ gen olan
(house keeping) ribozomal RNA’ya (18S) goére normalize edilmistir. Her gen igin ayri ayri
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amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturuldu ve erime egrisi analizleri

yapildi (Sekil 3.35-3.37).

Sekil 3. 35. Amplifikasyon egrisi.

BRE_EVRN_CRENY (Y = cDIPIAN + ATABIT M OIL ONTET BN

Sekil 3. 36. Standart kalibrasyon egrisi.
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Sekil 3. 37. Erime egrisi analizi.

3.1.1.4.1 A549 Hiicre Hattinda mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin
Edilmesi

A549 hicre hattinda apoptoz mekanizmasinda goérev alan APAF1; BAX; BCL2; FAS;
Kaspaz-3; Kaspaz-8; Kaspaz-9; PARP ve TNF genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere
bakilmistir. A549 hicre hattinda hekzan ve etil asetat uygulamasi sonucunda APAF1 mRNA
seviyesinde sirasiyla %2 ve %91 artis gézlemlenirken; kloroform uygulamasinda %14 azalis
g6zlemlenmistir. BAX geni icinse mRNA seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat
uygulanmasi sonucunda sirasiyla %70, %30 ve %35 artis gdzlemlenmistir. Buna karsilik
BCL2 geninde ise hekzan; kloroform ve etil asetat 6zutleri uygulamasi sonucunda mRNA
seviyesinde sirasiyla %27; %24 ve %31 azalma gozlemlenmistir. FAS mRNA seviyesinde de
hekzan ve kloroform uygulamasinda sirasiyla %34 ve %49 azalis g6zlemlenirken; etil asetat
uygulamasinda ise %91 artis gézlemlenmistir. Kaspaz-3 mRNA seviyesinde de hekzan ve
kloroform uygulamasinda sirasiyla %135 ve %545 artis gdézlemlenirken; kloroform
uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmemigtir. Kaspaz-8 mRNA
seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %187; %115 ve
%434 artis gbézlemlenmistir. Kaspaz-9 mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %67; %35 ve %43 artis elde edilmistir. PARP mRNA seviyesinde
hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %28; %4 ve %175 artis
g6zlemlenmistir. Tum bunlara ek olarak da TNF mRNA seviyesinde de kloroform ve etil
asetat uygulamasinda sirasiyla %8 ve %17 artis gdézlemlenirken; hekzan uygulamasinda ise

%10 azals gozlemlenmistir (Sekil 3.38). Elde edilen veriler sonucunda Urtica urens
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Ozutlerinin apoptoz mekanizmasi ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan akciger

kanseri hiicre hattinda (A549) hicrelerin 6lmesine neden olabilecedi disunutlmektedir.
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Sekil 3. 38. Kiiglk i1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda apoptotik genlerin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alhinmistir *: Kontrol grubundan farkh
(p<0.05).

Bunlara ek olarak, A549 hiicre hattinda hicre déngisiinde goérev alan CDK2; CDK4;
CDKN1A; CDKN2A; SiklinD1 ve SiklinD2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere
bakilmistir. A549 hicre hattinda kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda CDK2
MRNA seviyesinde sirasiyla %17 ve %27 azalis gézlemlenirken; hekzan uygulamasinda ise
%22 artis gbzlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan ve etilasetat 6zltleri uygulamasi
sonucunda CDK4 mRNA seviyesinde sirasiyla %19 ve %81 artis gézlemlenirken; kloroform
uygulamasinda %20 azalis elde edilmistir. CDKN1A mRNA seviyesinde de hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %113; %48 ve %248 artis elde edilmistir.
Buna karsihk CDKN2A mRNA seviyesinde hekzan kloroform ve etilasetat ozitleri ile
muamele sonucunda istatistiksel agidan anlamli bir degisim olmamistir. SiklinD1 mRNA
seviyesinde de kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %28 ve %38 azalis
g6zlemlenirken; hekzan uygulamasinda %15 artig gézlenmistir. Tim bunlara ek olarak da
SiklinD2 mRNA seviyesinde hekzan ve etilasetat uygulamasinda sirasiyla %14 ve %13
azalis g6zlemlenirken; kloroform uygulamasinda %7 artis goézlemlendi (Sekil 3.39). Elde
edilen veriler sonucunda Urtica urens Ozutlerinin hucre dongusu ile ilgili genlerin
ekspresyonlarini etkileyerek insan akciger kanseri hicre hattinda (A549) hcrelerin
bolunmesinin engelleyebilecegi dugtnulmektedir.
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Hucre Dongusu Genleri
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Sekil 3. 39. Kicik i1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda hicre dénglsiinde rol alan bazi genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol
grubundan farkl (p<0.05).

A549 hicre hattinda onkogen ve timdr baskilayici gen olarak goérev alan ¢c-MYC; HRAS;
KRAS; PTEN; P53 ve RB genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. A549 hiicre
hattinda hekzan; kloroform ve etilasetat uygulamasi sonucunda c-MYC mRNA seviyesinde
sirasiyla %141; %28 ve %392 artis gézlemlenmistir. HRAS mRNA seviyesinde de hekzan;
kloroform ve etilasetat uygulamasinda sirasiyla %22; %37 ve %16 azalis elde edilmigtir.
Benzer sekilde hekzan ve etilasetat ozltleri uygulamasi sonucunda KRAS mRNA
seviyesinde sirasiyla %2 ve %172 artis gdzlemlenirken; kloroform uygulamasinda %27
azalis goézlemlenmistir. Ayrica hekzan ve etilasetat 6zutleri PTEN mRNA seviyesinde
siraslyla %155 ve %506 artisa sebep olurken, kloroform 6zt ile muamele edilmis
hicrelerde bir degisime rastlanmamistir. Hekzan, kloroform ve etilasetat uygulanmasi P53
MRNA seviyesinde ise sirasiyla %1614, %631 ve %2162 artisa sebep olmustur. Tuim
bunlara ek olarak da RB mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etilasetat uygulamasinda
sirasiyla %44; %26 ve %267 artis gézlemlenmistir (Sekil 3.40).
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Sekil 3. 40. Kiiglk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zitlerinin
insan akciger kanseri hicre hatti (A549) hattinda onkogen ve timor baskilayici bazi genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol
grubundan farkl (p<0.05).

A549 hilcre hattinda ilag metabolizmasinda gbérev alan AHR; CAR; NRF2; PXR ve RXR
genlerinin mMRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. A549 hlcre hattinda hekzan ve
kloroform uygulamasi sonucunda AHR mRNA seviyesinde sirasiyla %46 ve %59 azalig
g6zlemlenirken; etil asetat uygulamasinda %142 artis saptanmigtir. CAR mRNA seviyesinde
de hekzan; kloroform ve etilasetat uygulamasinda sirasiyla %104; %156 ve %1288 artis elde
edilmistir. Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat 6zutleri NRF2 mRNA seviyesinde
sirasiyla %49; %89 ve %166 artis gdzlemlenmistir. PXR mRNA seviyesinde de hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %61; %36 ve %47 artis g6zlemlenmigtir.
TUum bunlara ek olarak da RXR mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat

uygulamasinda sirasiyla %15; %26 ve %83 artis gézlemlenmistir (Sekil 3.41).
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Sekil 3. 41. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda ilag metabolizmasinda gorev alan bazi genlerin
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

A549 hicre hattinda MAP kinaz yolagdi ve diger yolaklarda gorev alan ABL1; AKT; E2F4;
ERK2; JNK1 ve P38 genlerinin mRNA seviyelerindeki dedisimlere bakildi. A549 hicre
hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda ABL1 mRNA seviyesinde
sirasiyla %57; %87 ve %290 artis gdzlemlenmistir. Benzer sekilde AKT mRNA seviyesinde
de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %80; %16 ve %95 artis
g6zlemlenmistir. Hekzan; kloroform ve etil asetat 6zutleri uygulamasi soncunda E2F4 mRNA
seviyesinde sirasiyla %22; %17 ve %47 artis gdézlemlenmistir. Hekzan ve etilasetat 6z(tleri
uygulamasi sonucunda ERK2 mRNA seviyesinde sirasiyla %84 ve %163 artis
g6zlemlenirken; kloroform uygulamasinda %7 azalma g&zlemlenmistir. A549 hiicre hattinda
hekzan ve kloroform uygulamasi sonucunda JNK1 mRNA seviyesinde sirasiyla %11 ve %15
azalis gozlemlenirken; etil asetat uygulamasinda istatistiksel acidan anlamli bir degisim
gozlemlenmemistir. P38 mMRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etilasetat

uygulamasinda sirasiyla %28; %105 ve %34 artis elde edilmistir (Sekil 3.42).
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Sekil 3. 42. Kiiglk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zutlerinin
insan akciger kanseri hicre hatti (A549) hattinda MAP Kinaz yolagdi ve diger yolaklarda gorev alan
bazi genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri

100% ahnmustir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

e Hekzan, Kloroform ve Etil Asetat Aktif Alt Fraksiyonlarinin mRNA Diizeyinde

Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi

A549 hicre hattinda birgok yoklakta rol alan ABL1; BAX; CDKN1A; c-MYC; ERK2; JNK1;
KASPAZ-3; KASPAZ-8; KASPAZ-9; KRAS; PARP; PXR; P38; P53; RB; RXR ve TRAF2
genlerinin hekzan ézutinde anlamli sitotoksik etki gosteren H-A ile H-D; kloroform iginse K-1
ile K-7 ve etil asetat icinse de EA-D ile EA-E aktif alt fransiyonlarin uygulamasi sonrasinda
MRNA seviyesinde meydana gelen degisimlere bakilmigtir. ABL1 geninin mRNA seviyesinde
H-A; H-D ve K-7 uygulamasi sonucunda sirasiyla %76, %146 ve %35 artis elde edilmis olup
diger aktif alt fraksiyonlarda anlamli bir dedisim saptanmamigtir. BAX geni icinse H-A; H-D;
K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %26; %80; %69; %68; %53 ve
%42 artis elde edilmistir. CDKN1A geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1 ve EA-E
uygulamasi sonucunda sirasiyla %82, %262, %90 ve %198 artis elde edilmis olup diger aktif
alt fraksiyonlarda istatistiksel agidan anlamli bir degisim saptanmamistir. Benzer sekilde c-
MYC geninin mRNA seviyesinde H-D ve K-1 uygulamasi sonucunda sirasiyla %40 ve %78
artis elde edilmis olup diger aktif alt fraksiyonlarda istatistiksel agidan anlamli bir degisim
saptanmamigtir. ERK2 geninin mRNA seviyesinde H-A ve H-D uygulamasi sonucunda
sirasiyla %135 ve %180 artis elde edilirken, K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamalar
sonucunda %31; %22; %5 ve %30 azalis elde edilmistir. Benzer sekilde JNK1 geninin mRNA
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seviyesinde H-A; H-D ve K-1 uygulamasi sonucunda sirasiyla %8; %51 ve %38 artis elde
edilirken, K-7; EA-D ve EA-E uygulamalari sonucunda %21; %22 ve %11 azalis elde
edilmigtir. Kaspaz-3 geni icinse H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %93; %289; %52; %376; %190 ve %54 artis elde edilmistir. Benzer sekilde Kazpaz-
8 geninde de H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %92;
%150; %101; %66; %71 ve %165 artis elde edilmistir. Kazpaz-9 geninde de H-A; H-D; K-1;
K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %8; %27; %18; %4; %31 ve %18 artig
elde edilmistir. KRAS geninde mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E
uygulamasi sonrasinda sirasiyla %80; %151; %31; %32; %10 ve %257 artis elde edilmistir.
Diger bir 6nemli gen olan PARP geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-
E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %103; %173; %218; %132; %48 ve %46 artis
saptanmistir. PXR geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1 ve EA-D uygulamasi
sonucunda sirasiyla %131; %213; %7 ve %57 artis elde edilirken, K-7 ve EA-E uygulamalari
sonucunda %10 ve %25 azalis elde edilmigtir. P38 geninde mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-
1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %118; %89; %151; %69; %41 ve
%65 artis elde edilmistir. Benzer sekilde P53 geninde de H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E
uygulamasi sonrasinda sirasiyla %118; %89; %151; %69; %41 ve %65 artis saptanmigtir.
RB geninde de H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %219;
%329; %97; %102; %108 ve %81 artis elde edilmistir. RXR geninin mRNA seviyesinde H-D;
K-7 ve EA-E uygulamasi sonucunda sirasiyla %29; %38 ve %26 artis elde edilmis olup diger
aktif alt fraksiyonlarda anlamli bir degisim saptanmamistir. Son olarakta TRAF2 geninin
MRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %53;
%113; %135; %103; %82 ve %100 artis elde edilmigstir (Sekil 3.43).
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Sekil 3. 43. Kiiglk Isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitl aktif alt fraksiyonlarinin insan akciger kanseri hiicre (A549)
hattinda birgok yolakta rol alan dnemli genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri %100 alinmistir. *: Kontrol
grubundan farkl (p<0.05). H-A: Hekzan 6zitu A alt fraksiyonu; H-D: Hekzan 6z(tl D alt fraksiyonu: K-1: Kloroform 6ziitu 1 alt fraksiyonu; K-7: Kloroform 6z(it{

7 alt fraksiyonu: EA-D: Etil asetat 6zt D alt fraksiyonu; EA-E: Etil asetat 6zutu E alt fraksiyonu.
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3.1.1.4.2 Caco2 Hiicre Hattinda mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin
Edilmesi

insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) apoptoz mekanizmasinda gorev alan APAF1;
BAX; BCL2; FAS; Kaspaz3; Kaspaz8; Kaspaz9; PARP ve TNF genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisimlerine bakildi. Caco-2 hlicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasi sonucunda APAF1 mRNA seviyesinde sirasiyla %83; %59 ve %39 artis
gbzlemlendi. BAX mRNA seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat uygulanmasi
sonucunda sirasiyla %193, %230 ve %631 artis gdzlemlenmistir. Hekzan ve kloroform
Ozutlerinde BCL2 mRNA seviyesinde ise sirasiyla %73 ve %57 azalma gozlemlenirken; etil
asetat uygulamasinda %28 artis gozlemlendi. FAS mRNA seviyesinde de hekzan ve
kloroform uygulamasinda sirasiyla %35 ve %13 artis go6zlemlenirken; etil asetat
uygulamasinda ise %16 azalis go6zlemlendi. Kaspaz-3 mRNA seviyesinde de hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %46; %188 ve %74 artis gdzlemlendi.
Kaspaz-8 mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla
%33; %185 ve %189 artis gézlemlendi. Kaspaz-9 mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform
ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %58; %135 ve %146 artis gdézlemlendi. PARP mRNA
seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %199; %347 ve %57
artis gdzlemlendi Tum bunlara ek olarak da TNF mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve
etil asetat uygulamasinda sirasiyla %59; %12 ve %4 azalis gézlemlendi. (Sekil 3.44). Elde
edilen veriler sonucunda Urtica urens o6zutlerinin apoptoz mekanizmasi ile ilgili genlerin
ekspresyonlarini etkileyerek insan kolon anseri hucre hattinda (Caco-2) hicrelerin 6imesine

neden olabilecegi distinlilimektedir.
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Sekil 3. 44. Kiguk i1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hattinda apoptotik genlerin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% ahnmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).

Caco-2 hlcre hattinda hiicre dongustnde gérev alan CDK2; CDK4; CDKN1A; CDKN2A;
SiklinD1 ve SiklinD2 genlerinin mMRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Caco2 hucre
hattinda kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda CDK2 mRNA seviyesinde sirasiyla
%38 ve %24 azalis gozlemlenirken; hekzan uygulamasinda ise %34 artis gézlemlenmigtir.
Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda CDK4 mRNA
seviyesinde sirasiyla %10; %40 ve %9 artis elde edilmistir. CDKN1A mRNA seviyesinde de
hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %183; %476 ve %269 artis elde
edilmistir. CDKN2A mRNA seviyesinde ise hekzan kloroform ve etilasetat ozutleri ile
muamele sonucunda %180, %130 ve %138 artig gdzlemlenmistir. SiklinD1 mMRNA
seviyesinde de hekzan ve kloroform uygulamasinda sirasiyla %9 ve %33 artis
g6zlemlenirken; etil asetat uygulamasinda %47 azalis gbzlemlenmistir. Tim bunlara ek
olarak da SiklinD2 mRNA seviyesinde hekzan uygulamasinda %39 artig; etil asetat
uygulamasinda %66 azalig goézlemlenirken; kloroform uygulamasinda da istatistiksel agidan
anlaml bir degisim gdézlemlenmemistir (Sekil 3.45). Elde edilen veriler sonucunda Urtica
urens Ozutlerinin hucre dongusu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan kolon

kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hicrelerin 6lmesine neden olabilecedi digtnilimektedir.
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Sekil 3. 45. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6z(tlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hattinda hiicre dénglisiinde goérev alan bazi genlerin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

Caco-2 hucre hattinda onkogen ve tumor baskilayici gen olarak gorev alan c-MYC; HRAS;
KRAS; PTEN ve RB genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Caco2 hicre
hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda c-MYC mRNA seviyesinde
sirasiyla %57; %39 ve %65 azalma gézlemlenmistir. HRAS mRNA seviyesinde de hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %22; %41 ve %24 azalma gozlemlenmistir.
Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat 6zitleri KRAS mRNA seviyesinde sirasiyla
%242; %561 ve %60 artis elde edilmigtir. Ayrica PTEN mRNA seviyesinde hekzan, kloroform
ve etilasetat 6zltlerinde sirasiyla %300, %428 ve %360 artisa sebep olmustur. Benzer
sekilde hekzan, kloroform ve etilasetat uygulanmasi sonucunda p53 mRNA seviyesinde
sirasiyla %540, %596 ve %1039 artis elde edilmistir. TiUm bunlara ek olarak da RB mRNA
seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %84; %177 ve %64
artis elde edilmigstir (Sekil 3.46).
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Onkogenler ve Tumor Baskilayici Genler
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Urtica urens yapraklarindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 46. Kuglk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zdtlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hattinda onkogen ve timoér baskilayici bazi genlerin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

Caco-2 hicre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan AHR; CAR; NRF2; PXR ve RXR
genlerinin  mMRNA seviyelerindeki dedisimlere bakildi. Caco2 hiicre hattinda hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda AHR mRNA seviyesinde sirasiyla %89; %241
ve %46 artis gézlemlenmisti. CAR mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %61; %72 ve %76 artis elde edilmistir. Benzer sekilde hekzan;
kloroform ve etil asetat 6zitleri NRF2 mRNA seviyesinde sirasiyla %32; %65 ve %80 artis
elde edilmistir. PXR mRNA seviyesinde de kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla
%63 ve %74 azalma gozlemlenirken; hekzan uygulamasinda %24 artis gozlemlenmigtir.
Tdm bunlara ek olarak da RXR mMRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat

uygulamasinda sirasiyla %85; %74 ve %78 azalma saptanmistir (Sekil 3.42).
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Sekil 3. 47. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zttlerinin
insan kolon kanseri hicre hattinda (Caco-2) ilag metabolizmasinda gorev alan bazi genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Caco-2 hucre hattinda MAP kinaz yolagi ve diger yolaklarda gérev alan ABL1; AKT; E2F4;
ERK2; JNK1; P38 ve TRAF2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. Caco-2
hicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda ABL1 mRNA
seviyesinde sirasiyla %206; %329 ve %245 artis gdzlemlenmistir. AKT mRNA seviyesinde
de hekzan ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %64 ve %157 artis gobzlemlenirken;
kloroform uygulamasinda istatistiksel agidan anlamli bir degisim gézlemlenmemistir. Benzer
sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat Ozltleri uygulamasi sonucunda E2F4 mRNA
seviyesinde sirasiyla %25; %45 ve %49 artis saptanmistir. Hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasi sonucunda ERK2 mRNA seviyesinde sirasiyla %185; %216 ve %71 artig
gOzlemlenmistir.  JNK1 mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %52; %169 ve %155 artis gézlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan;
kloroform ve etil asetat 6zutleri P38 mRNA seviyesinde sirasiyla %140; %106 ve %63 artis
elde edilmigtir. Tium bunlara ek olarak da TRAF2 mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve

etil asetat uygulamasinda sirasiyla %73; %158 ve %80 artis elde edilmistir (Sekil 3.48).
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MAP Kinaz ve Diger Yolaklarda Gorev Alan Genler
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Urtica urens yapraklarindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 48. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zttlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hattinda MAP Kinaz yolagi ve diger yolaklarda gérev alan
bazi genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri
100% alinmistir *; Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

o Hekzan, Kloroform ve Etil Asetat Aktif Alt Fraksiyonlarinin mRNA Diizeyinde

Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi

Caco-2 hicre hattinda bir¢cok yoklata rol alan ABL1; BAX; CDKN1A; ¢c-MYC; ERK2; JNK1;
KASPAZ-3; KASPAZ-8; KASPAZ-9; KRAS; PARP; PTEN; PXR; P38; P53; RB; RXR;
SiklinD1 ve TRAF2 genlerinin hekzan 6zitlinde anlaml sitotoksik etki gosteren H-A ile H-D;
kloroform icinse K-1 ile K-7 ve etil asetat icinse de EA-D ile EA-E aktif alt fransiyonlarin
uygulamasi sonrasinda mRNA seviyesinde meydana gelen degisimlere bakilmistir. ABL1
geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %160; %103; %91; %113; %78 ve %75 artis elde edilmistir. Benzer sekilde BAX
geni icinse H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %80; %97;
%59; %87; %67 ve %106 artis elde saptanmistir. c-MYC geninin mMRNA seviyesinde ise 6zt
uygulamalari sonucunda herhangi bir anlamli degisim elde edilememistir. ERK2 geni iginse
H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %48; %30; %36; %144;
%44 ve %163 artis elde edilmistir. Benzer sekilde JNK1 geni iginse H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D
ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %36; %66; %61; %55; %29 ve %169 artis elde
saptanmistir. KAZPAZ-3 geninin mRNA seviyesinde H-D; EA-D ve EA-E uygulamasi
sonrasinda sirasiyla %37; %53 ve %87 artis elde edilmis olup diger aktif alt fraksiyonlarda
anlamh bir degisim saptanmamistir. KAZPAZ-8 geninde ise H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-
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E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %261; %171; %164; %119; %166 ve %123 artis elde
edilmistir. Benzer sekilde KAZPAZ-9 geninde de H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E
uygulamasi sonrasinda sirasiyla %141; %108; %61; %97; %64 ve %87 artis saptanmistir.
KRAS geninde mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1, K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi
sonrasinda sirasiyla %53; %60; %103; %38; %35 ve %34 artis elde edilmistir. PARP geninin
MRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla
%160; %90; %42; %143; %111 ve %113 artis saptanmistir. Diger bir 6nemli gen olan PTEN
geninin de mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %175; %225; %116; %303; %55 ve %225 artis elde edilmistir. PXR geninin mRNA
seviyesinde H-D; K-1 ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %38; %25 ve %34 azalis
elde edilmis olup diger aktif alt fraksiyonlarda anlamli bir degisim saptanmamistir. P38
geninde mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %145; %55; %36; %76; %92 ve %36 artis elde edilmistir. Benzer sekilde P53
geninde de H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %273;
%141; %110; %124; %231 ve %204 artis saptanmistir. RB geninde de H-A; H-D; K-1; K-7;
EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %25; %36; %58; %130; %8 ve %480 artis
elde edilmigtir. PXR geninin mRNA seviyesinde H-D; K-1 ve EA-D uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %33; %35 ve %39 azalis elde edilmis olup diger aktif alt fraksiyonlarda anlamli bir
degisim saptanmamigtir. SiklinD1 geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve
EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %34; %35; %48; %31; %27 ve %21 azalig
saptanmistir. Son olarakta TRAF2 geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve
EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %167; %72; %225; %242; %50 ve %294 artis elde
edilmistir (Sekil 3.49).
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Urtica urens yapnkhnndan elde cdilo.n alt fraksiyonhr

Sekil 3. 49. Kuguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6ziti aktif alt fraksiyonlarinin insan kolon kanseri hiicre (Caco?2)

hattinda birgok yolakta rol alan dnemli genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri %100 alinmigtir.

*: Kontrol

grubundan farkl (p<0.05). H-A: Hekzan 6zitu A alt fraksiyonu; H-D: Hekzan 6z(tl D alt fraksiyonu: K-1: Kloroform 6ziitu 1 alt fraksiyonu; K-7: Kloroform 6z(it(

7 alt fraksiyonu: EA-D: Etil asetat 6zt D alt fraksiyonu; EA-E: Etil asetat 6zutu E alt fraksiyonu.
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3.1.1.4.3 LNCaP Hiicre Hattinda mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin
Edilmesi

insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) apoptoz mekanizmasinda gdrev alan
APAF1; BAX; BCL2; FAS; Kaspaz3; Kaspaz8; Kaspaz9; PARP ve TNF genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisimlerine bakildi. LNCap hlcre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasi sonucunda APAF1 mRNA seviyesinde sirasiyla %24; %13 ve %4 artis
gbzlemlenmistir. Bax mRNA seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat uygulanmasi
sonucunda sirasiyla %427, %224 ve %224 artis gézlemlenmistir. Ayrica hekzan; kloroform
ve etil asetat 6zutlerinde BCL2 mRNA seviyesinde sirasiyla %82; %92 ve %68 azalma
gozlemlenmistir. FAS mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda
sirasiyla %86; %85 ve %62 azalma elde edilmistir. Kaspaz-3 mRNA seviyesinde de hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %117; %95 ve %145 artis saptanmigtir.
Kaspaz-8 mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla
%87; %387 ve %139 artis elde edilmistir. Kaspaz-9 mRNA seviyesinde de kloroform ve etil
asetat uygulamasinda %13 ve %46 artis gdzlemlenirken; hekzan uygulamasinda %7 azalig
gozlemlenmistir. PARP mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda
sirasiyla %12; %6 ve %9 azalma gdzlemlenmistir Tum bunlara ek olarak da TNF mRNA
seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %12; %48 ve %30
azalma goézlemlenmistir (Sekil 3.50). Elde edilen veriler sonucunda Urtica urens 6zltlerinin
apoptoz mekanizmasi ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan prostat karsinoma

hicre hattinda (LNCaP) hicrelerin dlmesine neden olabilecegi distintlmektedir.
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Sekil 3. 50. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zUtlerinin

insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) apoptotik genlerin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl
(p<0.05).

LNCap hicre hattinda hiicre donglistnde gdrev alan CDK2; CDK4; CDKN1A; CDKN2A;
SiklinD1 ve SiklinD2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. LNCap hucre
hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda CDK2 mRNA seviyesinde
sirasiyla %65; %49 ve %50 azalma gézlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil
asetat Ozutleri uygulanmasi sonucunda CDK4 mRNA seviyesinde sirasiyla %65; %61 ve
%55 azalma gozlemlenmigsti. CDKN1A mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil
asetat uygulamasinda sirasiyla %57; %86 ve %98 artis elde edilmistir. CDKN2A mRNA
seviyesi ise hekzan kloroform ve etilasetat 6zitlerinde sirasiyla %216, %240 ve %140 artis
elde edilmigtir. SiklinD1 mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %75; %63 ve %18 azalma g6zlemlenmigtir. Tim bunlara ek olarak
da SiklinD2 mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda %70; %76 ve
%40 azalma elde edilmistir (Sekil 3.51). Elde edilen veriler sonucunda Urtica urens
Ozutlerinin hiicre dongusu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan prostat

karsinoma hticre hattinda (LNCaP) hucrelerin 8imesine neden olabilecegi distnilmektedir.
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M Etilasetat Gzltl 50 45 198 240 B2 60
Urtica urens yapraklarindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 51. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) hiicre déngiisiinde gérev alan bazi genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).
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LNCaP hicre hattinda onkogen ve timor baskilayici gen olarak gérev alan c-MYC; HRAS;
KRAS; PTEN; P53 ve RB genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. LNCaP hucre
hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda c-MYC mRNA seviyesinde
sirasiyla %75; %64 ve %34 azalma gézlemlenmigtir. HRAS mRNA seviyesinde de hekzan ve
kloroform uygulamasinda sirasiyla %16 ve %12 azalma gozlemlenirken; etil asetat
uygulamasinda %13 artis gézlemlenmigtir. Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat
O0zutleri KRAS mRNA seviyesinde sirasiyla %61; %74 ve %37 azalma elde edilmistir.
Hekzan, kloroform ve etilasetat 6zitleri uygulamasi sonucunda PTEN mRNA seviyesinde
sirasiyla %340, %813 ve %1245 artis elde edilmistir. Tim bunlara ek olarak, 24 saat
boyunca hekzan, kloroform ve etilasetat uygulanmasi p53 mRNA seviyesinde sirasiyla
%130, %240 ve %294 artis elde edilmistir. TUm bunlara ek olarak da RB mRNA seviyesinde
hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %80; %196 ve %143 artis
g6zlemlenmistir (Sekil 3.52).
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Urtica urens yapraklanindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 52. Klguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) onkogen ve timér baskilayici bazi genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

LNCap hucre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan AHR; CAR; NRF2; PXR ve RXR
genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. LNCap hilcre hattinda hekzan;
kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda AHR mRNA seviyesinde sirasiyla %63; %71
ve %10 azalma gdzlemlenmistir. CAR mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat

uygulamasinda sirasiyla %3; %39 ve %24 azalma elde edilmistir. Benzer sekilde hekzan;
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kloroform ve etil asetat 6zutleri NRF2 mRNA seviyesinde sirasiyla %137; %359 ve %213
artis gdézlemlenmistir. PXR mRNA seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %45; %53 ve %38 azalma gozlemlenmigtir. TUm bunlara ek olarak
da RXR mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %52;

%45 ve %79 azalma elde edilmigtir (Sekil 3.53).

ila¢ metabolizmasinda ki genler
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Urtica urens'ten elde edilen 6ziitler

Sekil 3. 53. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) ilag metabolizmasinda gérev alan bazi genlerin
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

LNCap hucre hattinda MAP kinaz yolagi ve diger yolaklarda gérev alan ABL1; AKT; E2F4;
ERK2; JNK1; P38 ve TRAF2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakildi. LNCap
hicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda ABL1 mRNA
seviyesinde sirasiyla %54; %35 ve %57 artis goézlemlenmistir. AKT mRNA seviyesinde de
hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %56; %41 ve %85 artis
gOzlemlenmistir. Buna karsilik hekzan; kloroform ve etil asetat Ozutleri uygulamasi
sonucunda E2F4 mRNA seviyesinde sirasiyla %74; %45 ve %77 azalma gdzlemlenmistir.
LNCap hicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda ERK2 mRNA
seviyesinde sirasiyla %110; %95 ve %160 artis elde edilmistir. INK1 mRNA seviyesinde de
hekzan ve kloroform uygulamasinda %3 ve %23 azalma gdzlemlenirken; etil asetat
uygulamasinda %20 artis gézlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat
Ozutleri P38 mRNA seviyesinde sirasiyla %34; %45 ve %113 artis gézlemlenmistir. TUm
bunlara ek olarak da TRAF2 mRNA seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat

uygulamasinda sirasiyla %135; %82 ve %22 artis saptanmistir (Sekil 3.54).
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MAP Kinaz ve Diger Yolaklarda Gorev Alan Genler
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Sekil 3. 54. Kuguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) MAP Kinaz yolag! ve diger yolaklarda gérev alan
bazi genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri

100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

¢ Hekzan, Kloroform ve Etil Asetat Aktif Alt Fraksiyonlarinin mRNA Diizeyinde

Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi

LNCaP hicre hattinda birgok yoklata rol alan ABL1; BAX; CDKN1A; c-MYC; ERK2; JNK1;
KASPAZ-3; KASPAZ-8; KASPAZ-9; KRAS; PARP; PTEN; PXR; P38; P53; RB; RXR;
SiklinD1 ve TRAF2 genlerinin hekzan 6zitlinde anlaml sitotoksik etki gosteren H-A ile H-D;
kloroform icinse K-1 ile K-7 ve etil asetat icinse de EA-D ile EA-E aktif alt fransiyonlarin
uygulamasi sonrasinda mRNA seviyesinde meydana gelen degisimlere bakiimistir. ABL1
geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D ve K-1 uygulamasi sonrasinda sirasiyla %192; %188
ve %210 artis elde edilirken, diger alt fraksiyonlarda anlamli bir dedisim saptanamamistir.
BAX geni icinse H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %36;
%83; %31; %175; %38 ve %93 artis elde edilmistir. Bu sonuglardan farkh olarak c-MYC
geninde ise H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %35; %20;
%48; %33; %34 ve %39 azalis elde edilmistir. ERK2 geni iginse H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve
EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %212; %271; %210; %170; %137 ve %49 artis elde
edilmistir. JNK1 geni igcinse H-A ve H-D uygulamasi sonrasinda sirasiyla %38 ve %74 artis
gb6zlemlenirken, EA-D uygulamasinda %38 azalma ve kalan diger uygulamalarda da anlaml
bir degisim elde edilememistir. KAZPAZ-3 geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7;
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EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %424; %899; %1298; %130; %48 ve %205
artis elde edilmistir. Benzer sekilde KAZPAZ-8 geninde ise H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-
E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %97; %165; %111; %51; %94 ve %51 artis elde
edilmistir. KAZPAZ-9 geninde de H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %39; %35; %61; %87; %73 ve %30 artis saptanmistir. KRAS geninde mRNA
seviyesinde H-A; K-1; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %34; %25; %43 ve
%32 artis elde edilirken diger 6zutlerden anlamli bir sonug elde edilememigtir. PARP geninin
MRNA seviyesinde K-7 uygulamasi sonucunda %34 artis gozlenirken diger 6zitlerden
anlaml bir degisim elde edilmemistir. Diger bir dnemli gen olan PTEN geninin de mRNA
seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %133; %72;
%99; %100; %41 ve %23 artis elde edilmistir. PXR geninin mRNA seviyesinde H-A; K-7; EA-
D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %23; %75; %66 ve %75 azals elde edilmis olup
diger aktif alt fraksiyonlarda anlamh bir degisim saptanmamistir. P38 geninde mRNA
seviyesinde H-D; K-1; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %42; %44; %101 ve
%116 artis elde edilmis olup diger aktif alt fraksiyonlarda anlamli bir degisim saptanmamistir.
P53 geninim mRNA seviyesinde ise H-A; H-D; K-1; K-7 ve EA-D uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %111; %148; %38; %97 ve %39 artis saptanirken EA-E uygulamasi sonrasinda ise
anlamh bir degisim elde edilememigtir. RB geninde ise H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve EA-E
uygulamasi sonrasinda sirasiyla %119; %207; %192; %212; %158 ve %117 artis elde
edilmistir. RXR geninin mRNA seviyesinde H-A; K-7; EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda
sirasiyla %30; %51; %44 ve %46 azalis saptanirken, diger uygulamalardan anlamh sonuglar
elde edilememistir. Benzer sekilde SiklinD1 geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7;
EA-D ve EA-E uygulamasi sonrasinda sirasiyla %50; %38; %37; %45; %48 ve %59 azalis
elde edilmigtir. Son olarakta TRAF2 geninin mRNA seviyesinde H-A; H-D; K-1; K-7; EA-D ve

EA-E uygulamasi sonrasinda anlamli bir degisim elde edilememigtir (Sekil 3.55).
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Sekil 3. 55. Kiiglk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6z(itu aktif alt fraksiyonlarinin insan prostat kanseri hiicre (LNCaP)
hattinda birgok yolakta rol alan dnemli genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri %100 alinmigtir. *: Kontrol
grubundan farkl (p<0.05). H-A: Hekzan 6zutu A alt fraksiyonu; H-D: Hekzan 6z0tl D alt fraksiyonu: K-1: Kloroform 6z0tu 1 alt fraksiyonu; K-7: Kloroform 6zitl

7 alt fraksiyonu: EA-D: Etil asetat 6zt D alt fraksiyonu; EA-E: Etil asetat 6zutu E alt fraksiyonu.
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3.1.1.5 Protein Seviyesinde Ekspresyon Diizeylerinin Tayin Edilmesi:

Western Blot

Proje kapsaminda verilen genlerin protein seviyelerinde kaglk 1sirgan otu o6zitleri
uygulanmasi sonucunda meydana gelen degisimler yapilan Western Blot ¢alismalari ile

A549, Caco2 ve LNCaP hicre hatlarinda belirlenmeye caligiimistir.

3.1.1.5.1 A549 Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari

A549 hicre hattinda apoptoz mekanizmasinda gérev alan APAF1; BAX; BCL2; FAS;
KASPAZ-3; KASPAZ-8; KASPAZ-9; PARP ve TNF-alfa protein seviyelerindeki degisimlere
bakilmistir. A549 hicre hattinda kloroform ve etil asetat uygulamasiyla APAF1 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinin sirasiyla %53 ve %52 arttigi
gbzlemlenirken; hekzan uygulamasinda ise istatistiksel asidan anlamli bir degisiklik elde
edilememistir. Benzer sekilde hekzan; kloroform ve etil asetat 6zitleri uygulanan A549 hiicre
hattinda BAX protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde
sirasiyla %37; %212 ve %310 artis gézlemlenmistir. Buna karsilik BCL2 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasi sonucunda sirasiyla %27; %33 ve %39 azalma goézlemlenmigtir. FAS protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan ve kloroform
uygulamasinda sirasiyla %79 ve %63 oraninda bir azalis elde edilmistir. Kaspaz-3 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan uygulamasinda
anlamli bir deg@isim gbézlenmezken; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %44 ve
%45 artis gozlemlenmistir. Kaspaz-8 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %25; %26 ve
%16 artis gozlemlenmistir. Kaspaz-9 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %189; %143 ve
%22 artis elde edilmistir. Benzer sekilde PARP protein seviyesinde bu 6ztitlerin uygulanmasi
sonucunda %81, %60 ve %82 oraninda artis saptanmistir. Tim bunlara ek olarak da A549
hicre hattinda TNF protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde
hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %33; %82 ve %44 azalma

g6zlemlenmistir (Sekil 3.56).
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Sekil 3. 56. KugUk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda apoptotik proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar
B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yodunluklari Scion Image Software kullanilarak

densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir
(p<0.05).

: Kontrol grubundan farkh

A549 hicre hattinda hiicre dongusiinde gérev alan CDK2; CDK4; CDKN1A; CDKN2A
SiklinD1 ve SiklinD2 protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. A549 hicre hattinda
hekzan ve kloroform uygulamasiyla SiklinD1 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinin sirasiyla %43 ve %14 attigi gozlemlenirken; etil asetat

uygulamasinda ise %62 azalma goézlemlenmigtir. Benzer sekilde hekzan ve etil asetat
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Ozltleri uygulanan A549 hiicre hattinda SiklinD2 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde anlamli bir degisiklik gdzlenmezken; kloroform
uygulamasinda %52 azalma elde edilmistir. CDK4 protein seviyesinde sirasiyla %54; %24 ve
%136 oraninda bir artis tespit edilmistir. CDKN1A protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda
sirasiyla %199; %196 ve %413 artis saptanmistir. Buna kargin CDKN2A protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan ve kloroform uygulamasinda
anlamli bir degisim goézlenmezken; etil asetat uygulamasinda %29 azalma gdézlemlenmistir.
Tum bunlara ek olarak da A549 hicre hattinda CDK2 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan uygulamasinda anlamli bir degisim
g6zlenmezken; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %37 ve %62 azalma

g6zlemlenmistir (Sekil 3.57).
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Sekil 3. 57. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda hiicre dongusiinde gorev alan proteinlerin seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

A549 hicre hattinda onkogenik ve timor baskilayici proteinlerden HRAS; KRAS; PTEN; P53
ve RB protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. A549 hiicre hattinda hekzan; kloroform
ve etil asetat uygulamasiyla HRAS protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyelerinde istatistiksel acgidan anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Buna
karsin hekzan; kloroform ve etil asetat 6zltleri uygulamasi sonucunda P53 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %32; %84 ve %93
artis gézlemlenmistir. PTEN protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda sirasiyla %179; %306 ve
%309 artis gbzlemlenmistir. RB protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde hekzan, kloroform etil asetat 6zltleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %154,
%78 ve %212 artis elde edilmistir. TUm bunlara ek olarak da A549 hicre hattinda KRAS
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve

etil asetat uygulamasinda sirasiyla %113, %98 ve %55 artis gézlemlenmistir (Sekil 3.58).
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Sekil 3. 58. Kliglk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zltlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda Onkogenik ve timér baskilayici proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yodunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:
Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

A549 hicre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan AHR; NRF2; PXR ve RXR protein
seviyelerindeki degisimlere bakiimigtir. AHR protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyelerinde sirasiyla %37 ve %21 azals elde edilirken etil asetat
0zutinde degisiklik saptanmamistir. A549 hicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasiyla PXR protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesininde
sirasiyla %14; %26 ve %55 azalma gozlemlenmistir. Buna karsin RXR protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %37; %14 ve %46 artis elde edilmigtir. TUm bunlara ek olarak da
A549 hiicre hattinda NRF2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %28; %261 ve %394
artis gézlemlenmistir (Sekil 3.59).
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Sekil 3. 59. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zltlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alhnmistir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Tdm bunlara ek olarak A549 hucre hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerden ABL1; E2F4; ERK2; JNK1; P38; TRAF2 ve NF-KB protein seviyelerindeki
degisimlere bakilmistir. A549 hiicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasiyla
ABL1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde %22; %51 ve
%66 artis gdzlemlenmigtir. Buna kargsin E2F4 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde hekzan ve kloroform uygulamasinda istatistiksel agidan
anlamli bir degisiklik gézlenmezken; etil asetat uygulamasinda %53 azalma goézlemlenmigtir.

P38 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan ve
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kloroform uygulamasinda sirasiyla %56 ve %42 oraninda bir artis gozlemlenmistir. A549
hicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasiyla ERK2 ve JNK1 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde anlamli bir degisiklik elde
edilememistir. TRAF2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyala %103; %148 ve %195
artis gdézlemlenmistir. TUm bunlara ek olarak NF-KB protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde hekzan ve kloroform uygulamasinda sirasiyla %48 ve %53
artis gozlenirken; etil asetat uygulamasi sonucunda anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir
(Sekil 3.60).
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Sekil 3. 60. Kiiglk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zltlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda MAP Kinaz ve diger yolaklarda goérev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri

100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

3.1.1.5.2 Caco2 Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari

Caco-2 hlcre hattina kiglk 1sirgan otundan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat
Ozutlerinin uygulamasi sonucunda apoptoz mekanizmasinda gorev alan APAF1, BAX, BCL2,
FAS, KASPAZ-3, KASPAZ-8, PARP ve TNF-alfa protein seviyelerindeki degisimlere
bakilmistir. Caco-2 hiicre hattinda kiglk i1sirgan otuna ait hekzan, kloroform ve etil asetat
Ozutleri igin belirlenen etkin doz degerlerinin uygulanmasi ile APAF1 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda sirasiyla %21, %42 ve %52 artis elde edilmistir. Bu hicre
hattinda kiglk 1sirgan otuna ait hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutleri uygulamasi ile BAX
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde sirasiyla %122,
%100 ve %105 artis elde edilmistir. Buna karsilik, BCL2 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda hekzan, kloroform ve etil asetat 6zltleri uygulamasi sonrasinda sirasiyla
%38, %54 ve %65 azalma gozlemlenmistir Benzer sekilde FAS protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan, kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %62, %59 ve %73 azalma go6zlemlenmistir. Kaspaz-3 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil
asetat uygulamasinda sirasiyla %19, %41 ve %82 artis gbézlemlenmistir. Kaspaz-8 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan, kloroform ve etil
asetat uygulamasinda sirasiyla %107, %91 ve %115 artis elde edilmistir. PARP1 protein
seviyesinde etil asetat uygulanmasi sonucunda meydana gelen %35 azalis anlaml
bulunmustur. Tim bunlara ek olarak da Caco-2 hiicre hattinda TNF-alfa protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan 6zitinde degisim
g6zlenmezken; kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %24 ve %13 azalma

g6zlemlenmistir (Sekil 3.61).
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Sekil 3. 61. Kiguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hattinda apoptotik proteinlerin seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

Caco-2 hicre hattinda hiicre dongusunde gorev alan CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN2A ve
SiklinD2 protein seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. Caco-2 hicre hattinda hekzan ve
kloroform uygulamasiyla SiklinD2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde degisim gézlenmezken; etil asetat uygulamasinda %29 azalma gézlemlenmistir.
Benzer sekilde hekzan, kloroform ve etil asetat 6zltleri uygulanan Caco-2 hicre hattinda
CDK2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %29,
%82 ve %75 azalma gdzlemlenmistir. CDKN1A protein seviyelerinde kloroform ve etil asetat
Ozltlerinde %48 ve %59 azalma goOzlemlenirken hekzan 6ztinde anlamli bir degisim
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g6zlemlenmemistir. Benzer sekilde CDK4 protein seviyesinde kloroform ve etil asetat 6zitleri
uygulanmasi sonucunda meydana gelen sirasiyla %30 ve %36 oranindaki azalmalar anlaml
bulunmus, hekzan 6zutl uygulamasi sonucunda meydana gelen dedisim ise istatistiksel
olarak anlaml bulunmamistir. Tim bunlara ek olarak da, CDKN1A protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat

uygulamasi sonucunda sirasiyla %36, %134 ve %50 artis elde edilmistir (Sekil 3.62).
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Urtica urens yapraklarindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 62. Kiglk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hiicre dongusiinde gérev alan proteinlerin seviyesine olan
etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan
farkli (p<0.05).

Caco-2 hticre hattinda onkogenler ve timér baskilayici proteinlerden c-MYC, HRAS, KRAS,
P53 ve ayrica ilag metabolizmasinda rol alan AHR protein seviyelerindeki degisimlere
bakilmigtir. AHR protein seviyesinde hekzan 6zutl uygulamasinda %49 artis elde edilirken,
diger o6zltlerdeki degisimler istatistiksel agidan anlamli bulunmamigtir. Yapilan analizler
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sonucunda bu hlicre hattinda c-MYC protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyelerinde hekzan, kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %31, %67 ve
%58 azalma go6zlenmistir. HRAS protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde hekzan o6zitlinde degisim gozlenmezken; kloroform ve etil asetat 6zitleri
uygulamasi sonucunda sirasiyla %40, %17 azalma tespit edilmistir. KRAS protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %91, %3 ve %28 artis gdzlemlenmistir fakat bunlardan sadece
hekzan 6zitl uygulamasi sonucunda meydana gelen artis anlamhi bulunmustur. Tum
bunlara ek olarak, P53 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein

seviyelerinde hekzan, kloroform etil asetat 6zltleri uygulamasi sonucunda anlamli degisim

elde edilmemistir (Sekil 3.63).
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Sekil 3. 63. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zutlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) onkogenler ve timoér baskilayici proteinler ve ilag
metabolizmasinda gorev alan AHR proteininin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize
edildi. Protein bantlarinin yodunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile

belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).
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Tum bu sonuglara ek olarak Caco-2 hicre hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerden ABL1, E2F4, ERK2, JNK1, P38, TRAF2 ve NFKB protein seviyelerindeki
degisimlere bakilmigtir. Caco-2 hlicre hattinda hekzan, kloroform ve etil asetat
uygulamasiyla ABL1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde %44, %74 ve %80 artis gozlemlenmistir. E2F4 protein seviyesinde de etil
asetat 6zitlinde %32 azalma gozlemlenmistir. Caco-2 hicre hattinda hekzan, kloroform ve
etil asetat uygulamasiyla ERK2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde sirasiyla %71, %35 ve %64 artis elde edilmistir. Benzer sekilde JNK1 protein
seviyesinde de hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutleri icin sirasiyla %40, %83 ve %75 artis
g6zlemlenmistir. P38 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde
sirasiyla %48, %104 ve %92 artis gézlemlenmistir. TRAF2 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan, kloroform ve etil asetat sirasiyla %23, %74
ve %74 artig elde edilmigtir. Son olarakta Nf-KB protein seviyesinde etil asetat 6zutu

uygulamasi sonucunda %59 oraninda bir artis bulunmustur (Sekil 3.64).
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Sekil 3. 64. Kiiglk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zutlerinin
insan kolon kanseri hiicre hattinda (Caco-2) MAP Kinaz ve diger yolaklarda gorev alan proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *:

Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

3.1.1.5.3 LNCaP Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari

Proje kapsaminda calistigimiz diger bir hiicre hatti olan LNCaP hicre hattinda kiguk 1sirgan
otu 6zutlerinin uygulamasi sonucunda apoptoz mekanizmasinda goérev alan APAF1, BAX,
BCL2, KASPAZ-3, KASPAZ-8, KASPAZ-9, PARP ve TNF-alfa protein seviyelerindeki
degisimlere bakilmistir. LNCaP hticre hattinda kic¢uk 1sirgan otuna ait hekzan, kloroform ve
etil asetat 6zUtleri uygulamasi ile APAF1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
Ozitlerde sirasiyla %16, %4 ve %9 artis elde edilmistir. Benzer sekilde, BAX protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda hekzan, kloroform ve etil asetat oOzitleri
uygulamasi sonucunda sirasiyla %72, %202 ve %256 artig tespit edilirken; BCL2 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda sirasiyla %33, %22 ve %50 azalma
gbzlemlenmistir. LNCaP htcre hattinda kiglk i1sirgan otuna ait hekzan, kloroform ve etil
asetat 6zUtleri uygulamasi ile Kaspaz-3 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyelerinde sirasiyla %55, %112 ve %54 artis elde edilmistir. Kaspaz-8 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil
asetat uygulamasinda sirasiyla %65, %98 ve %62 artis gdzlemlenmistir. Kaspaz-9 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan, kloroform ve etil
asetat uygulamasinda sirasiyla %35, %43 ve %44 artis elde edilmistir. Benzer sekilde,
PARP1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan,
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %57, %41 ve %20 artis gézlemlenmistir.
Tdm bunlara ek olarak da LNCaP hicre hattinda TNF-alfa protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat uygulamasinda

sirasiyla %27, %20 ve %11 azalma gdzlemlenmistir (Sekil 3.65).
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Apoptotik Proteinler
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Sekil 3. 65. Klguk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) apoptotik proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar
B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak
densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli

(p<0.05).

LNCaP hicre hattinda hiicre déngusunde gorev alan CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN2A ve
SiklinD2 protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. A549 hicre hattinda hekzan,
kloroform ve etil asetat uygulamasi sonucunda SiklinD2 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %37, %36 ve %35 azalma elde edilmistir.
CDKN1A protein seviyelerinde hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutlerinde istatistiksel agidan

162



e

;

anlamli bir degisim gézlenmezken; CDK4 protein seviyesinde sirasiyla %84; %93 ve %93
azalma elde edilmistir. Benzer sekilde hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutleri uygulanan
LNCaP hicre hattinda CDK2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde sirasiyla %31, %43 ve %52 azalma goézlemlenmistir. Buna karsihik CDKN2A
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve
etil asetat uygulamasi sonucunda sirasiyla %97, %64 ve %93 artis elde edilmistir (Sekil
3.66).
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Sekil 3. 66. Kuguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zttlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) hiicre dongiisiinde gorev alan proteinlerin seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *; Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

Calismalarin devaminda LNCaP hicre hattinda onkogenler ve tumdér baskilayici
proteinlerden yolagindaki proteinlerden c-MYC, HRAS, KRAS, PTEN ve P53 protein
seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Yapilan analizler sonucunda LNCaP hicre hattinda
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c-MYC protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan ve
etii asetat uygulamasinda sirasiyla %9 ve %10 azalma gdzlenirken; kloroform
uygulamasinda %64 artis elde edilmigtir. KRAS protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %7,
%17 ve %37 artis godzlemlenmistir. HRAS protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde hekzan 6ziti uygulamasinda %49 artis elde edilirken;
kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %24 ve %18 azalma elde edilmigtir. PTEN
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan, kloroform
ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %147, %149 ve %109 artis tespit edilmigtir. TUm

bunlara ek olarak, P53 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein

seviyelerinde hekzan, kloroform etil asetat 6zutleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %43,
%96 ve %68 artis elde edilmistir (Sekil 3.67).

200

fury
Ln
[=]

M Kantral

M Hekzan dzUtl

GenfB-aktin

iy
(=]
[=]

M Kloroform dziti

M Etilasetat Szl
50

c-MYC HRAS KRAS PTEN P53
Urtica urens yapraklarindan elde edilen Gziitler

Sekil 3. 67. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat ézutlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) onkogenler ve timoér baskilayici proteinlerin

seviyesine olan etkisi. Sonuclar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion

164



@

TOeiTan

Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

LNCaP hicre hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan AHR ve RXR protein
seviyelerindeki degisimlere bakildi. AHR protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat
Ozutleri icin sirasiyla %16, %54 ve %82 azalma g6zlemlenmistir. Benzer sekilde RXR protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan, kloroform ve etil

asetat uygulamasinda sirasiyla %22, %24 ve %39 azalma elde edilmigtir (Sekil 3.68).
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Sekil 3. 68. Kiiglk I1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zltlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri
100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Tum bunlara ek olarak LNCaP hucre hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gérev alan
proteinlerden ABL1, E2F4, ERK2, JNK1, P38, TRAF2 ve NF-KB protein seviyelerindeki
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degisimlere bakilmigtir. LNCaP hiicre hattinda hekzan; kloroform ve etil asetat
uygulamasiyla ABL1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde %15, %50 ve %18 artis gézlemlenmistir. E2F4 protein seviyesinde de hekzan,
kloroform ve etil asetat 6zttleri igin sirasiyla %6, %56 ve %76 azalma gdzlemlenmistir. ERK2
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde %30, %15 ve %28
artis gozlemlenmistir. JNK1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan 6zitl uygulamasinda %92 artis elde edilirken; kloroform ve etil asetat
uygulamasinda sirasiyla %33 ve %23 azalma elde edilmistir. Nf-KB protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan ve kloroform 6zuti
uygulamasinda sirasiyla %32 ve 22 artis elde edilirken; etil asetat uygulamasinda %41
azalma elde edilmistir. TRAF2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat uygulamasinda sirasiyla %37, %42 ve %15 artis
g6zlemlenmistir. Son olarak da P38 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyesinde hekzan, kloroform ve etil asetat 6zutleri uygulamasinda sirasiyla %63,
%48 ve %40 artis elde edilmistir (Sekil 3.69).
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MAP Kinaz ve Diger Yolaklarda Gorev Alan Proteinler
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Sekil 3. 69. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan, kloroform ve etilasetat 6zltlerinin
insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) MAP Kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri

100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

3.1.1.6 Urtica urens Yaprak Oziitlerinde Topoizomeraz I ve Il Aktivitesinin

Belirlenmesi

KlgUk 1sirgan otu (Urtica urens)dan elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat dztlerinin

Topoizomeraz | ve Il Gzerine olan inhibisyon etkileri arastiriimistir (Sekil 3.70-3.72).

Relaks DNA

Siiper Sarmal
DNA

Sekil 3. 70. Degisik konsantrasyonlardaki kuguk 1sirgan otu yapraklarinin hekzan 6zutlinin

topoizomeraz | enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,3 pg pBR 322 DNA + 0.1 %
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DMSO; Kuyucuk 3: 0,3 ug pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz +0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-7: 0,3 ug
pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz + 5, 12.5, 25, 50 ug/ml Hekzan 6zuta.

Relaks DNA

Siiper Sarmal
DNA

Sekil 3. 71. Degisik konsantrasyonlardaki kiiglk isirgan otu yapraklarinin kloroform 6zitinin
topoizomeraz | enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,3 pg pBR 322 DNA + 3 Unite
Topoizomeraz + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 3: 0,3 ug pBR 322 DNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 ug
pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz + 5, 12.5, 25, 50,100 pg/ml Kloroform 6z(itd.

Relaks DNA

Siiper Sarmal
DNA

Sekil 3. 72. Degisik konsantrasyonlardaki kuglUk 1sirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zatinun
topoizomeraz | enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,3 ug pBR 322 DNA + 3 Unite
Topoizomeraz + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 3: 0,3 ug pBR 322 DNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-7: 0,3 ug
pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz + 5, 12.5, 25, 50 ug/ml Etil asetat 6zutu

Ayrica Tip Il topoizomeraz enzimi ile yapilan topoizomeraz dekatenasyon testleri ile 1sirgan
otundan elde edilen 6zutlerin herhangi bir inhibisyon etkisi olup olmadigi belirlenmigtir (Sekil
3.73-3.75).
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Ll — Katene DNA

Dekatene DNA

Sekil 3. 73. Degisik konsantrasyonlardaki kuguk 1sirgan otu yapraklarinin hekzan 6zutlinin
topoizomeraz Il enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,35 pg kDNA + 0.1 % DMSO;
Kuyucuk 3: 0,35 ug kDNA + 4 Unite Topoizomeraz Il + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 kDNA + 4
Unite Topoizomeraz Il + 5, 12.5, 25, 50 ve 100 ug/ml hekzan 6zutu.

Dekatene DNA

Sekil 3. 74. Degisik konsantrasyonlardaki kliglk 1sirgan otu yapraklarinin kloroform 6zitinin
topoizomeraz Il enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,35 pg kDNA + 0.1 % DMSO;
Kuyucuk 3: 0,35 ug kDNA + 4 Unite Topoizomeraz Il + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 kDNA + 4
Unite Topoizomeraz Il + 5, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml kloroform 6zutd.

Katene DNA

Dekatene DNA
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Sekil 3. 75. Degisik konsantrasyonlardaki kiglk 1sirgan otu yapraklarinin etil asetat 6zitinin
topoizomeraz Il enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,35 yg kDNA + 0.1 % DMSO;
Kuyucuk 3: 0,35 ug kDNA + 4 Unite Topoizomeraz Il + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 kDNA + 4
Unite Topoizomeraz Il + 5, 12.5, 25, 50 ve 100 ug/ml etil asetat 6zitd.

3.1.1.7 Tiim Genom Transkriptome Calismalari

Calisma kapsaminda A549, Caco-2 ve LNCaP hicrelerinde aktif 6zltlerin tim gen ifade
profilleri 47 binden fazla prob kullanilarak genom boyu transkriptlerin miktarini tespit eden
lllumina Human HT-12V4 mikrogipi ile elde incelenmistir. Ham mikrodizi verisi GenomeStudio
programi yardimi ile elektronik verilere donusturalmustir. Yapilacak karsilastirmali analizler
icin her ornegin verisinden arkaplan gurultisd uzaklastirimis ve tum orneklerin verisi
yuzdelik (quantile) normalizasyona tabi tutulmustur. Daha sonra normalize edilen verilere
analiz basamaklarinda kullaniimak Uzere Log transformasyonu uygulanmistir. Tim bunlara
ek olarak normalize edilen veriler (hangi grupta olduklari géz 6énine alinmadan) 6rneklerin
tum genom gen ekspresyon profillerinin hiyerarsik kimeleme analizleri ‘Correlation-average’

yaklasimi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.76-3.77).
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Sekil 3. 76. Oziitlerden elde edilen alt fraksiyonlarin hiyerarsik kiimeleme analizi.
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Ayrica teknik replika olarak calisilan drneklerden elde edilen prob isimalarinin ortalama

verileri hesaplanarak elde edilen grup verisinin hiyerarsik kiimeleme sonucu ise asagida

verilmistir.
Hierarchical Cluster Analysis
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Sekil 3. 77. Ozitlerin hiyerarsis kiimeleme analizi.

On analizin tamamlanmasindan sonra elde edilen veriler kullanilarak olusturulan érnekler
gruplandirilarak diferansiyel ekspresyon analizi yapilmistir. Farkli gen anlatimi gosteren
problarin belirlenmesinde RankProduct metodu kullaniimigtir. Analizler yapilirken 3 ana grup
kendi icerisinde degerlendirilmistir. Her grup igerisinde ise Ug¢ test 6rnegdi kontrol 6rnekleri ile
karsilastirimistir.  Calismada Ornek bazinda sadece teknik replikalar altgruplari
olusturdugundan dolayi; problarin ekspresyon oOlguimlerindeki ‘kat degisim’ (Fold Change)
miktarlari géz Gntnde bulundurulmustur. Asagidaki tabloda érnekler ve bu érneklerin kontrol
orneklerine goére kat degisim limitleri ve bu limitin Gzerinde degisim gdsteren problarin sayisi
verilmistir (Tablo 3.21).

Tablo 3. 21. Orneklede degisim gosteren prob sayisi.

Test 6rnegi Kontrol érnegi Tespit edilen prob sayisi
A549-hekzan A549-kontrol 613
A549-kloroform A549-kontrol 1003
A549-etil asetat A549-kontrol 1623
CaCO2-hekzan CaCO2-kontrol 223
CaCO2-kloroform CaCO2-kontrol 233
CaCO2-etil asetat CaCO2-kontrol 275
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LnCap-hekzan LnCap-kontrol 1051
LnCap-kloroform LnCap -kontrol 847
LnCap-etil asetat LnCap -kontrol 1320

Her ikili karsilastirmada anlamh degisim tespit edilen yukaridaki tabloda sayilari verilen
problar ve ekspresyon seviyeleri kullanilarak yapilan hiyerarsik kimeleme genlerin ve
orneklerin ekspresyon paternlerine gore gruplandiriimasi yapilmistir. Kiimeleme sonucu ile
ekspresyon skalalari kullanilarak 9 adet ‘heatmap’ olarak olusturulmustur. Bunlardan her

hicre hattinda 1 adet olmak Uzere toplam (¢ tanesi raporumuzda verilmistir (Sekil 3.78-3.80)
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Sekil 3. 78. Tum Genom transcriptome analizleri sonucunda A549 hlcre hattinda hekzan 06ziti

A549.konib
A549.konla

AS549.heg2a

uygulanmasi sonucu degisen genlerin (problarin) ekspresyon degerleri yansitan heat map analizi.
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Sekil 3. 79. Tum Genom transcriptome analizleri sonucunda Caco-2 hicre hattinda hekzan 6zitl

uygulanmasi sonucu degisen genlerin (problarin) ekspresyon degerleri yansitan heat map analizi.
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Sekil 3. 80. Tim Genom transcriptome analizleri sonucunda LnCap hicre hattinda hekzan 6ziti

Lncap.kon9a
Lncap.heg10b
Lncap.heg10a

uygulanmasi sonucu degisen genlerin (problarin) ekspresyon degerleri yansitan heat map analizi.

Degisen genlerin yolak ve zenginlestirme analizleri hedef mRNA setlerinin t-test yontemi ile
cikartiimasi ve bu mRNA’larin hedef genlerine yonelik yolak, ortak protein bdlgesi ve GO

(GeneOntology) analizi ile gergeklestiriimigtir. Anlamli olarak dedisen mRNA’larin hedefledigi
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gen listeleri internet tabanli TheDatabase for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID) kullanilarak birbirleriyle alakali genlerin biyolojik anlamlari kiimelenerek
bulunmaya c¢alisiimigtir. Bu analizlerin sonucunda; Caco-2 hicre hattinda i1sirgan otundan
elde edilen hekzan, kloroform ve etil asetat 6zitlerinin degisimlere yol actigi metabolik
yolaklarin analizleri gergeklestirilmistir. Hekzan uygulamasi sonucunda anlamli olarak
degisen 223 genin yolak analizleri sonucunda insulin salinimi, protein kinaz yoloklari,
apoptoz, gametogenesis, glutathione metabolizmasi, metal tagsinimi ve metabolizmasi gibi 44
tane yolakta bulunan genlerin anlamli bir sekilde degistigi saptanmistir. Degisen tim

yolaklara ait sonuglar http://sevkiarslan.com/report web adresinde verilmistir. Bu 6zGtin yani

sira kloroform 6zutinin de metabolik yolaklara olan etkisi tim genome transkriptom analizi
ile bu dénemde belirlenmis olup 233 adet anlamli sekilde degisen genin yolak analizleri
sonucunda 25 tane yolagin degistigi belirlenmigtir. Bu yolaklar arasinda, kalsiyum iyon
metabolizmasi, hlcre migrasyonu, protein kinaz yolaklari, protein katabolizmasi, apoptoz gibi

yolaklar bulunmaktadir. Degisen tim yolaklara ait sonuglar web adresinde detayli olarak

verilmektedir. Diger yandan etil asetat uygulamasi sonucunda dedisen 275 genin yolak
analizleri sonucunda apoptoz dahil 38 adet yolak da degisiklikler olusmustur (WEB ADRESI).
Tdm sonuglar daha énce verilen ve bu proje déneminde verilen real time PCR ve western

blot analizleri ile 6rtismektedir.

A549 hilcre hattinda hekzan uygulamasi sonucunda degisen anlamli 613 adet gen ile
yapilan yolak analizleri sonucunda 107 fonksiyonel kime bulunmustur. Analizler sonucunda
apoptoz, anjiogenez, karbonhidrat, yag, streol ve kolesterol, protein kinaz, vitamin A ve
Karetonoid metabolizmasi gibi metabolik yolaklar hekzan uygulanmasi sonucunda

degismektedir. Degisen tim yolaklar web adresinden verilmektedir. Tim bu sonuglar daha

once elde ettigimiz Real Time PCR ve western blot sonuglari ile de drtiismektedir. Ayrica
elde edilen sonugclarla bu 6zatin A549 hicre hattinda birgok degisik metabolik yolagida
degistirdigi ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konulmustur. Benzer sekilde A549 hicre hattinda
kloroform 6zutl uygulamasi sonucunda 1003 adet degisen genin analizleri bu dénemde
gerceklestiriimis ve 124 tane yolagin bu genlerle iligkili oldugu yani 124 tane yolagin bu 6zut
uygulanmasi sonucunda degistigi belirlenmigtir. benzer sekilde, apoptoz dahil bir ¢ok
metabolik yolak kloroform 6zutu sonucunda degismekte ve bu degisimler daha &nce

yaptigimiz mRNA ve protein ¢alismalar ile paralellikler gostermektedir. Degisen tim yolaklar

web adresinden verilmektedir. Diger yandan etil asetat uygulamasi sonucunda degisen 1623
adet genin ileri analizi sonucunda apoptoz, hicre doéngisl, kan pihtilagsmasi, ener;ji
metabolizmasi, glikoz tasinmasi, nikleotid metabolizmasi, kemik minerilizasyonu gibi 161

degisik yolakta degisimler saptanmistir. Daha 6nce yaptigimiz ve apoptoz yolaginda goérev
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alan proteinlerin mRNA ve protein seviyelerini belirledigimiz PCR ve Western blot ¢caligmalari

ile elde edilen sonuglar uyusmaktadir.

Caco-2 ve A549 hucre hatlarina ek olarak elde edilen 6zutlerin hangi metabolik yolaklari
degistirdigi LNCap hlcre hattinda da belirlenmigtir. Hekzan 6zitd uygulamasi toplam 1051
genin mRNA seviyesinde degisimlere sebep oldugu saptanmistir. ileri yolak analizleri
sonucunda bu genlerin apoptoz, kan pihtilagsmasi, CAMP Uretim mekanizmasi, glikoz taginimi

gibi 125 degisik yolakta bulundugu saptanmistir. Yolaklara ait degerler web adresinde

verilmektedir. Benzer sekilde kloroform 6zlt uygulamasi sonucunda degisen 847 adet genin
yolak analizleri sonucunda 91 adet yolak degismistir. Bunlarin arasinda apoptoz
karbonhidrat, glikoz ve glikojen metabolizmasi, DNA hasar tamir yolagi gibi degisik yolaklar

bulanmaktadir. Tim bu yolaklar web adresinde verilmigtir. Etil asetat uygulanmasi soncunda

ise toplam 1320 mRNA da degisiklik saptanmistir. Yolak analizleri yapildiginda ise toplam

126 adet yolagin degistigi saptanmistir. Tum vyolaklara ait veriler web adresinde

verilmektedir.

Elde edilen sonuglar, daha oOnceki rapor déneminde ve bu rapor déneminde verilen
sonuglarla paralellikler gostermektedir. Ayrica yolak analizleri ile 6zutlerin degistirebilecegi

muhtemel metabolik yolaklar bu ¢alisma ile ortaya konmustur.

3.1.2 Tohum Oziitlerinin Hazirlanmasi ve ilgili Caligmalar

3.1.2.1 Oziitlerin Hazirlanmasi

Yaklasik 350 gram isirgan otu tohumu degirmenden gegcirilerek pargalandi ve bitki materyali
2 litrelik kavanozlara esit sekilde konuldu ve Uzerine hekzan ¢ézliclist eklenerek serin glines
almayan bir yerde surekli karigtirilarak meserasyona birakildi (Sekil 3.81) 3 gun arayla
hekzan ekstreleri stizildi ve Uzerine tekrar hekzan ¢ozlcist eklendi. Bu islem dort defa
tekrarlandi. Daha sonra bitki materyalinin Uzerine sirasiyla kloroform, etil asetat ve metanol
¢cOzlculleri eklenerek yine Uger glin ara ile dort defa her bir ¢ézucu ile ekstraksiyona tabii
tutuldu. Her ekstrenin ¢dzlcusu evapore edildi. Elde edilen ekstrelerin ¢ozuculeri evapore
edildi ve tartildi (Tablo 3.81).
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Sekil 3. 81 Urtica urens tohumunun ¢oziici ile ekstraksiyonu (meserasyon).

Tablo 3. 22. Isirgan otu’nun fraksiyonlandirmasi ve elde edilen ekstrakt miktarlari

Coziici Harcanan ¢oziicui (L) | Fraksiyon miktari Verim (%)
Hekzan (katr) 5 30.62 gr 11.43
Hekzan (yag) 5 60 ml 15.42
Kloroform 5 18.98 gr 5.42
Etil asetat 4 3.25¢gr 0.92
Metanol 5 8.38 gr 2.39

Balonlarda toplanan ekstraktlar silika jel kapli hazir inca tabaka alliminyum plakalara (ITK
silicagel 60 GF2s4 Merck) tatbik edilerek uygun ¢6ézicl sistemlerinde ydrituldid. Maddelere
ait spotlar UV (254 nm) 1sik altinda incelendi. Spot renklerini daha iyi gérebilmek igin silika
jel plakalarina seriksiilfat belirteci puskurtillp isiticida 100°C’de olusan spot renkleri
incelendi ya da igerisinde % 10’luk H,SO, igeren etanol belirteci puskirtilip 135 °C lik
sicaklkta 1sitildi ve olusan renkler degerlendirildi. Bu iglemler soncunda elde edilen
sonuglar bakildiginda kloroform, metanolve etil asetat 6zutleri benzer profillere sahip
oldugundan birlestirilerek fraksiyonlama ve madde izalosyonu islemlerine baslandi ve hali
hazirda bu iglemler devam etmektedir (Sekil 3.83). Ayrica Elde edilen 6zutlerde ¢ok fazla

sekere rastlanmigtir. Bu 6zellikle madde izolasyonlarinda problemlere yol agmigtir.
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Sekil 3. 82. Kloroform, Etilasetat ve Metanol ekstrelerinin ITK gériinimleri.

3.1.2.2 GC-MS Analizi

Apolar karaktere sahip 6zitlerin (hekzan kati ve yag kismi) GC/MS analizi 16’lik otosampler
iceren Agilent Technologies 7890 A model GC system 5975 C inert MSD with triple-axis
dedector marka kutle spektrometresinde HP5-Ms kolonu (60 m x 320 m x 0.25 m)
kullanilarak yapildi. Bilesiklerin tanimlanmasi Famedb23, Famd, bwax ve NIST05a gibi
ticari kutliphanelerinde taranmasi ile belirlendi. Hekzan kati ve yag o6zltlerinin GC-MS
sonucunda saptanan maddelere ait sonuclar ve GC kromatogramlari asagidaki sekillerde
verilmektedir (Sekil 3.83-3.85). Buna gore, tespit edilen bilesenleri gdsteren tablolar
asagida verilmektedir (Tablo 3.23-3.25).
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Sekil 3. 83. Yag Kisim Hekzan Ekstresinin esterlenmesi sonucunda elde edilen GC kromotogrami.

Tablo 3. 23. Yag Kisim Hekzan Ekstresinin igerik analizi.

Alikonma Zamani Birlesik adi % Alan
27.636 Hexadecanoic acid, methyl ester 7.97
32.288 9,12-Octadecadienoic acid 86.17
32.585 Octadecanoic acid, methyl ester 5.83

Abundan ce
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Sekil 3. 84. Kati Kisim Hekzan Ekstresinin esterlenmesi sonucunda elde edilen GC kromotogrami.
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Tablo 3. 24. Kati Kisim Hekzan Ekstresinin igerik analizi.

Allkonma Zamani Birlesik adi % Alan
27.573 Hexadecanoic acid, methyl ester 5.00
32.173 9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester 42.31
32.242 9-Octadecanoic acid, methyl ester 7.70
32.562 Stearic acid, methyl ester 1.91
32.700 Linoleic acid 21.99
36.631 Isopropyl linoleate 21.09

Alndanoe
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Sekil 3. 85. Kati Kisim Metanol kisminin esterlenmesi sonucunda elde edilen GC kromotogrami.

Tablo 3. 25. Kati Kisim Metanol Ekstresinin icerik analizi.

Allkonma Zamani Birlesik adi % Alan
27.584 Hexadecanoic acid, methyl ester 20.79
32.208 Linoleic acid, methyl ester 63.37
32.259 Oleic acid, methyl ester 8.97
32.562 Oleic acid, methyl ester 2.15

Belirlenen maddelerin azligindan dolayi Sililleme prosediiri kullanilarak ayni 6zitlerin GC-
MS analizleri gergeklestirilimistir. Ayni sekilde, bilesiklerin tanimlanmasi Famedb23, Famd,
bwax ve NIST05a gibi ticari kitiphanelerinde taranmasi ile belirlendi. Silillinme reaksiyonlari
sonucunda elde edilen 6zitlere ait GC-MS sonuglari ve GC kromatogramlari asagidaki
sekillerde verilmektedir (Sekil 3.86-3.88). Buna goére, Yag kismin Hekzan ekstresinde

silillenme sonucunda 6 adet daha majér bilesen tespit edilmistir (Tablo 3.26). Kati Kisim
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Hekzan Ekstresinde ise 12 adet bilesen tespit edilmistir (Tablo 3.27). Bunlara ek olarak Kati
Kisim Metanol Ekstresinde 19 adet bilesen tespit edilmistir (Tablo 3.28).
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Sekil 3. 86. Yag Kisim Hekzan Ekstresinin silillenmesi sonucunda elde edilen GC kromotogrami.

Tablo 3. 26. Yag Kisim Hekzan Ekstresinin silillenmesi sonucunda igerik analizi.

TOeiTan

TS Skl SENLEN dete s

Alikonma Zamani Birlesik adi % Alan
34.920 Hexadecanoic acid 4.03
42.210 9,12-Octadecadienoic acid, TMS 6.20
44.029 Octadecanoic acid 1.84
44.670 Linoleic acid 24.28
50.289 9,12-Octadecadienoic acid 1.91
54.947 Dipalmitin 3.07
59.450 Linoleneic acid 4.99
60.795 Butyl 9,12-octadecadienoate, TMS 45.70
90.904 beta-Sitosterol 6.04
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Sekil 3. 87. Kati Kisim Hekzan Ekstresinin silillenmesi sonucunda elde edilen GC kromotogrami.

Tablo 3. 27. Kati Kisim Hekzan Ekstresinin silillenmesi sonucunda igerik analizi.

Allkonma Zamani Birlesik adi % Alan
29.324 3-(4-Hydroxyphenyl)propionic acid, TMS 0.14
32.677 Tetradecanoic acid, TMS 0.17
36.997 Hexadecanoic acid methyl ester 459
37.449 Octadecanoic acid 0.19
39.944 Hexadecanoic acid, TMS 2.34
42.456 Linoleic acid, methyl ester 3.30
46.661 Linoleic acid 85.13
55.187 13-Docosenoic acid 0.17
57.699 Oleamide 0.19
59.599 B-Monoolein TMS 0.42
65.910 1-Monolinolein, TMS 1.86
91.035 beta-Sitosterol 0.75
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Sekil 3. 88. Kati Kisim Metanol Ekstresinin silillenmesi sonucunda elde edilen GC kromotogrami.

Tablo 3. 28. Kati Kisim Metanol Ekstresinin silillenmesi sonucunda igerik analizi.

Alikonma Zamani Birlesik adi % Alan
8.730 Propanoic acid, 3-(trimethylsilyl)-, ethyl ester 1.36
15.540 5-Hydroxymethylfurfural 5.85
18.126 9-Oxabicyclo[3.3.1]nona-2-ene, 6-acethylthio 0.34
18.378 Epoxyoleic acid 0.63
18.658 Phloroglucinol, TMS 0.69
24.437 2,2-Dimethyl-5-[2-(2-trimethylsilylethoxymethoxy)- 7.17

propyl]-[1,3]dioxolane-4-carboxaldehyde
32.969 Lyxopyranose, TMS 0.55
34.914 Hexadecanoic acid, methyl ester 0.17
37.077 Arabinopyranose, TMS 0.38
39.841 Hexadecanoic acid, TMS 8.24
42.227 9,12-Octadecadienoic acid 3.88
42.536 9-Octadecenoic acid, methyl ester 0.73
44.064 Myo-Inositol, TMS 1.00
45.780 Linoleic acid, TMS 51.45
50.415 9,12-Octadecadienoic acid ,TMS 5.20
52.315 Octadecanoic acid, TMS 1.09
54.975 Dipalmitin 0.31
60.795 Butyl 9,12-octadecadienoate 4.45
90.846 beta-Sitosterol 0.97
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3.1.2.3 Tohum Kloroform, Etil Asetat ve Metanol Oziitlerinin Yiiksek
Performansli  Sivi  Kromatografisi (High  Performance Liquid
Chromatography, HPLC- TOF)

Klguk 1sirgan otundan elde edilen kloroform, metanol ve etil asetat 6zltlerinin Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC- TOF)
analiz galismalari yapilmisgtir. Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance
Liquid Chromatography), analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir.
Yaygin kullanilma sebepleri duyarlihdi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulabilen bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur.
Sahip oldugu bu o6zelliklerden dolayi, Agilent technologies 1260 infinity LC, Agilent
technologies 6210 TOF-MS cihazindan yararlanilarak, érneklerinin fenolik bilesen igeriginin
analizi gercgeklestiriimistir. Cihazin enjeksiyon hacmi 10 pL, kolon sicakligi 35 ©C ve
kullanilan kolon modeli de ZORBAX SB-C18 4,6x100mm, 3.5um’dir. HPLC mobil faz
programi asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3.29).

Tablo 3. 29. HPLC mobil faz programi.

Zaman (dk) | %0,1 Formik asitli su | Asetonitril
1 0 90% 10%
2 1 90% 10%
3 20 50% 50%
4 23 20% 80%
5 25 90% 10%
6 30 90% 10%

Her bir ekstreden 2 mg olacak sekilde hassas terazi (Mettler-Toledo)'de tartilarak 2 ml'lik
ependorf tlpler icerisine alinmistir. Ekstrelere énce 2 ml HPLC grade metanol eklenmis ve
ultrasonik su banyosu cihazinda (Sellecta Ultrasons-H) ¢dziinmesi saglanmistir. Céziinme
islemi sonucunda 1000 ppm dederinde ve stok olarak kullaniimak Uzere c¢ozeltiler
hazirlanmigtir. Her bir stok ¢ozeltilerden, 250 ppm konsantrasyonuna sahip, toplam hacmi 1
ml olan yeni ¢ozeltiler hazirlandi ve HPLC-TOF/MS viallerine aktarilarak analize hazir hale

getirildi (Sekil 3.89).
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Sekil 3. 89. Ekstraktlarin HPLC-TOF/MS analizi igin hazirlanma asamalari.

Bilesenler kolonda alikkonma sirelerine ve Kkitle spektralarina goére standartlar ile
karsilastirilmistir. Calismada salisilik asit, kersetin, kaftarik asit, gentisik asit, protokatesuik
asit, 4-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, 4-hidroksibenzaldehid, sikorik asit, p-
kumarik asit, ferulik asit, apigenin-7-glukozit, rosmarinik asit, protokatesuik asit ethyl ester,
sinamik asit, naringenin, kamperol, gallik asit, klorojenik asit, katesol, katesin, 4-
hidroksbenzoik asit, rutin, hesperidin gibi fenolik maddeler standart olarak kullaniimis ve
kantitatif analzi icin 25000 ppm de hazirlanan bu standartlar HPLC-TOF’a verilerek
programin uygunlugu Sekil 3.90'daki gibi teyit edilmistir. Ayrica standardlarin alikonma
surelerine ve son konsantrasyonlari Tablo 3.30’de verilmektedir.

- TIC Scan 25000090 ¢
2 x10°%]

s %
3 as
24
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24

1.51
14

0.54

1 2 3 4 S 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Acquisition Time (min)
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Sekil 3. 90. 25000 ppb’ de Fenolik bilesik standartlarina ait HPLC-TOF kromatogramlari.

Tablo 3. 30. Fenolik standartlarina ait gelme zamani (RT) ve konsantrasyon [ppb (ng/ml)]

RT Birlesik Adi Son Konsantrasyon
2.52 Gallik asit 24942.84
4.20 Gentisik asit 22302.85
4.43 Kaftarik asit 24990.40
6.20 Klorojenik asit 19211.81
6.26 Katesin 16697.06
6.56 4-hidroksibenzoik asit 14708.70
6.70 Protokatesuik asit 25009.19
7.68 Vanilik asit 12811.39
7.56 Kafeik asit 17235.66
9.01 4-hidroksibenzaldehit 3820.30
9.87 Rutin 12348.08
9.95 p-kumarik asit 13874.38
10.08 Sisorik asit 25003.42
10.87 Ferulik asit 18246.01
11.82 Hesperidin 10303.88
11.85 Apigenin-7-glukozit 7052.16
12.50 Rosmarinik asit 11287.34
13.49 Protokatesuik asit etil esteri 2514.38
13.51 Salisilik asit 24991.45
14.03 Resveratrol 14544.75
15.47 Kersetin 11799.24
16.48 Sinnamik asit 25048.12
17.48 Naringenin 6806.18
18.01 Kamferol 11085.91

Standard egri grafikleri kiguk isirgan otunun tohumundan elde edilen o6zutlerin iginde
bulunan ayni fenolik madde miktarlarinin tayini icin kullaniimigtir. Bu ham &zutlere ait
kromotogramlar ve edilen sonuglar asagidaki sekil ve tabloda verilmigtir (Sekil 3.91 ve Tablo
3.31).
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Sekil 3. 91. Isirgan Tohum-Kloroform, Etilasetat ve Metanol Ekstreleri HPLC-TOF Kromatogramlari.
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Tablo 3. 31. Isirgan Tohum-CHCIs, EtOAc ve MeOH Ekstreleri HPLC-TOF/MS Sonuglari.

Konsantrasyon [ppb (ng/ml)]
RT Birlesik Adi CHCI: EtOAc MeOH
4.40 Gentisik asit - - 408 47
6.12 Klorojenik asit 1642 42 H24 95 96026.98
6.34 Katesin - - 178.80
b6.60 4-Hidroksibenzoik asit 1.80 - 434 39
6.76 Protokatesuik asit 46.94 4575 56.63
7.69 Kafeik asit - - 958.21
7.60 Vanilik asit 46.24 - h62 47
9.18 4-Hidroksibenzaldehit - - 34.39
9.98 p-Kumarik|asit - - 204.86
10.07 Sisorik asit - 9.16 h2. 14
10.39 Rutin 7.89 - 446.51
10.73 Ferulik asit 23.36 11.88 45520
11.37 Hespendin - - 1731.11
12.30 Apigenin-7-glukozit - - 59684
13.19 Hosmarnik asit - - 10.58
13.96 Resveratrol 72518 70952 918.72
15.92 Sinnamik asit 209.55 - 23014

Ayrica bu caligmalara ek olarak LC-MS kuituphane taramalari gergeklesitiriimis fakat

yapraklara gore daha az madde bu galismalar sonucunda bulunmustur. Elde edilen veriler

Tablo 3.32-3.34’te verilmektedir.

187




TOeiTan

Tablo 3. 32. Etil asetat 6zitinin LC-MS kitiphane taramasi sonucunda elde edilen igerik analizi.

Adi Formil MASS Sekii
p-Nitroglutethimide | Ciz Hia N2 Oy 262.0943 '
™~ | ~\
1]
17-Beclomethasone | Cas Has Cl Os 464.1988
monopropionate(17- \T : ‘
BMP) o, A~JA Tj
- g kg o) 5 :
kel
Pentoxifylline Ci13 Hig N2 O3 278.1391

Tablo 3. 33. Kloroform 6zitintin LC-MS kutliphane taramasi sonucunda elde edilen igerik analizi.

Adi Formdil MASS Sekii
10- C20 His N2 364.1075 o
hydroxycatothecin Os Xt \l’:[/ . \“J\r«. .
| | |
i o
Azacitidine Cs Hiz N4 Os 244.0806 o
\ \‘:}\
Gibberellin A24 C20 Hzs Os 346.1772 =2
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1-(3-Carboxypropyl)- | Ci1 Hia N4 266.1028

3,7- ) ’ ( |
dimethylxanthine

17-Beclomethasone | Cus Hzsz Cl Og 464.1977

monopropionate(17- X o
BMP) P

6b,11b,16a,17a,21- C24 H32 O7 432.2133

Pentahydroxypregna | L

-1,4- B o
diene-3,20-dione '/ o
16,17- o~ X '

acetonide JE6D 1 |

Methylprednisolone C22 Hzo Os 374.2096

Tablo 3. 34. Metanol 6zitliniin LC-MS kutliphane taramasi sonucunda elde edilen igerik analizi.

Adi Formul MASS Sekil

Sulfadoxine C12 Hisa N4 O4 | 310.0742
S
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(S)-2-Hydroxyglutarate Cs Hg Os 148.0375

O-Acetylserine Cs Ho N O4 147.0537

(2-Chlorophenyl)(4- CioHis CIO | 294.0803

hydroxyphenyl)phenylm

ethane

Propylthiouracil Ci3 His N2 O7 | 346.0822

glucuronide S

2-Ketoglutaric Acid Cs Hs Os 146.0222

brinzolamide C12 H21 N3 Os | 383.0635 : N

S3 \ 4 S St ki 5
o 'ﬁI)
X \/‘u'
1-eicosanoyl-2- Cus Hgs Os 708.6614

docosanoyl-snglycerol
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(2-Chlorophenyl)(4-
hydroxyphenyl)phenylm
ethane

Cio His CI O

294.0804

o

Methyl7-
DESHYDROXYPYROG
ALLIN-4-
CARBOXYLATE

C13 H10 06

262.0475

13,14-dihydro-15-
ketoPGF2alpha

C20 Has Os

354.2411

dTDP -D-glucose

Cis Hzs N
O16 P2

564.0775

1-Propene, 1,3,3,3-
tetrafluoro-2-
(fluoromethoxy)-
1-methoxy-,
(Compound

C)

(2)-

Cs Hs F5s O

192.0219

2,4,6(1H,3H,5H)-
Pyrimidinetrione, 5-(2-
hydroxyethyl)-5-phenyl

C12 Hi12 N2 Oy

248.0787
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b-Mercaptolactic acid CsHe O3S 122.0037 2
| o
4-Hydroxytriazolam C23 Hao Cl2 N4 | 534.0683 o
glucuronide O /Q/ -
Diacerin Ci9 Hi2 Os 368.0525 )\ /j\
e N >
CMP-N- Ca Ha1 N4 | 6141467 | ..
acetylneuraminic acid O16 P Tg
| i
Now
1_{
Sedoheptulose 7- | C7His O10 P | 290.0393
phosphate i I
“'./A /\\/\/\\"I-—-‘_Vl
TIT T
CMP-N- Ca Hai N4 |614.146
acetylneuraminic acid O P \ir\ ,
[/ N g™
Qe \ewe —l— 8"_ ‘...f_/
..,/_<..
Sulfadoxine glucuronide | Cis Hz2 Na | 486.1074 :
O S Y i "
OO
w0 \~/l"-n
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Sulfolane CsHs 02 S 120.0248 0 o
S
Isopimpinellin Ci13 H10 Os 246.0537 Ao
/:; ;.;r‘l ~. = r
&
> e W
Gibberellin A36 C20 Ha6 Os 362.1725 G 2T N ,
e o
Y l ~ '/'/
A LELY
7N )
\
b-Mercaptolactic acid CsHs O3 S 122.0038
CVH
Gibberellin A8-catabolite | Cig9 Hz2 O7 362.137 > 7o
ﬁ/ - ‘ e /
,.../ \\\._/’ ”~ -~
Nalidixic acid Ci2 Hi2 N2 O3 | 232.0854
P
alpha-Ketopantoic acid Cs Hio O4 146.0583 | o P
H3C ~ \
cH3 ,,/L
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Zuclopenthixol Czs Hizz Cl N, | 576.1698 g
glucuronide 07S B 7
\) NT NN ‘]
—
‘ .
0
Rutin C27 H30 O16 610.1505 é
55
'. [{J A OO
-i!« ..:»/L.) - oM
Gibberellin A24 C20 Hzs Os 346.1789 i
\. L qy
L] /
/’\\\l// o
@1
Wi >
SN )
Duartin dimethyl ether C20 H24 O6 360.157
|
2-Amino-5- C13 Hio N2 Oz | 242.0685
nitrobenzophenone
16-Hydroxy-4- Czo Hos 05 344.1631

carboxyretinoic
acid
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Methyldopexamine Ca23 Has N2 Os | 450.2181
sulfate S (
i J“:"\ A
Pentoxifylline Ciz His Na O3 | 278.1377
AN
L L/
) -
]

3.1.2.4 Urtica urens Tohumundan Elde Edilen Bilegikler

3.1.2.4.1 Stigmasterol’iin izolasyonu ve Yapi Tayini

Isirgan otu tohum kisminin dnce Sephadex LH-20 daha sonrada flash kromatografisi ile
kromatografik olarak izolasyonu sonucu bazi fraksiyonlarda kristaller elde edilmistir. Beyaz
renkli igne kristaller NMR analizi igin dotero CDCl3 ¢oziiclisiinde ¢ozildi. *H NMR, *C NMR,
DEPT ve APT spektrumlari, HETCOR, HSQC, HMBC ve COSY spektrumlari kaydedildi. Saf
olarak elde edilen molekulin erime noktasi 166-167 °C olarak belirlendi (Jain., 2010. 165
°C), (Sekil 3.92-3.93).

Sekil 3. 92. Stigmasterol molekuld.
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Sekil 3. 93. Stigmasterol'lin 1H-NMR spektrumu.

Stigmasterol molekdlinin *H NMR spektrumu incelendiginde, yapida aromatik halkanin
olmadi§i goézlendi. C3 konumuna bagh olan protonun (H3) &4= 3.52 ppm’de pentede
rezonans oldugu belirlendi. 6,=0.5-1 ppm arasinda rezonans olan singlet pikleri molekuldeki
metil gruplarinin varhigini belirtmektedir. C6 karbon atomuna bagl proton (H6) &= 5.35 ppm’
de triplete rezonans oldugu goézlendi. Ayrica C22 karbon atomuna bagli olan protonun (H22)
on= 5.15 ppm’de (H20 protonu ile J=8.61 HZ’ lik cis etkilesim ve H23 protonu ile J=15.15 HZ’
lik trans etkilesim) dubletin dubleti seklinde rezonans oldugu ve C23 karbon atomuna bagli
olan protonun (H23) dx= 5.04 ppm’de (H22 protonu ile J=15.19 HZ’ lik trans etkilesim ve H24
protonu ile J= 8.69 HZ’ lik cis etkilesim) dubletin dubleti seklinde rezonans oldugu belirlendi
(Sekil 3.94).
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Sekil 3. 94. Stigmasterol'lin DEPT ve APT spektrumlari.

Molekile ait APT, DEPT-135 ve DEPT-90 spektrumlari incelendiginde, molekiilde 3 adet
kuaterner karbon —C atomu (APT spektrumunda pozitif sinyal, DEPT-135 ve DEPT-90
spektrumlarinda sinyal yok), 6 adet -CHs karbonu (APT spektrumunda negatif sinyal, DEPT-
135'de pozitif sinyal ve DEPT-90’da sinyal yok), 9 adet —CH» karbon (APT spektrumunda
pozitif, DEPT-135 spektrumunda negatif sinyal ve DEPT-90’ da sinyal yok) ve 11 adet —CH
karbonunun (APT spektrumunda negatif sinyal, DEPT-135 spektrumunda pozitif sinyal ve
DEPT-90’ da pozitif sinyal) varligi tespit edildi. dc= 140.76 ppm deki C5 kuaterner karbon
atomu ve dc= 121.73 ppm’ deki C6 karbon atomu yapida c¢ift bagin varhgini gostermigtir.
Ayrica 0c= 138.32 ppm’ deki C22 karbon atomu ve &c= 129.28 ppm’ deki C23 karbon atomu

yapida bir tane daha ¢ift bagin oldugunu gdéstermistir.

Karbon No DEPT, APT Oc (ppm) Ox (ppm)
1 CH2 37.25 1.08-1.85
2 CH2 31.68 1.51-1.83
3 CH 71.81 3.52m
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4 CH; 42.31 2.28d

5 C 140.76 -

6 CH 121.73 5.35 brs

7 CH; 31.92 1.59-1.97 (J= 4.92 H2)

8 CH 45.82 0.92

9 CH 50.16 0.92

10 C 36.51 -

11 CH; 21.09 0.82-1.53

12 CH; 39.78 1.17-2.00

13 C 42.22 -

14 CH 56.86 1.03

15 CH> 24.38 1.60

16 CH; 26.05 1.16

17 CH 55.95 1.11

18 CHs 12.05 0.69 s

19 CHs 19.42 1.01s

20 CH 40.53 2.05m

21 CHs; 21.23 1.01d (J=6.3 H2)

22 CH 138.32 5.15dd ( J=15.15, 8.61
Hz)

23 CH 129.28 5.04 dd ( J=15.15, 8.69
Hz)

24 CH 51.24 1.52

25 CH 31.89 1.48

26 CHs; 19.84 0.85d (J=7.4 H2)

27 CHs; 18.99 0.80d (J=7.4 H2)

28 CH; 25.44 1.19

29 CHs; 11.87 0.67t

Sekil 3. 95. Stigmasterol'iin karbon ve proton kimyasal kayma degerleri.
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Sekil 3. 96. Stigmasterol HETCOR spektrumu.

Stigmasterol bilesiginin HETCOR spektrumundan, bilesikteki proton karbon eslesmeleri
tespit edilmektedir. Spektrum incelendiginde, moleklile bagh olan C18 karbonunun
(6c18=12.05 ppm) 0.69 ppm’ deki metil protonlar ile korele oldugu goériimektedir. Molekilde
yer alan vinilik C22 ve C23 karbonlari (6c22=138.32 ve 6c23=129.28 ppm) sirasiyla 5.15 ve
5.04 ppm’ deki H22 ve H23 protonlari ile etkilesimi tespit edilmektedir. Ayrica spektrumdan
C6 karbon atomunun (dce= 121.73 ppm) 5.35 ppm' deki H6 protonuyla korelasyonu
belirtiimektedir.
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Sekil 3. 97. Stigmasterol HMBC Spektrumu.

Stigmasterol HMBC spektrumdan, iki bag Uzerinden dort baga kadar molekildeki
proton karbon eslesmeleri tespit edilmektedir. Spektrum incelendiginde 1.83 ppm’deki H2
protonu C3 ve C5 karbonlariyla ( 6¢c3=71.81 ve 6¢5=140.76 ppm), 2.28 ppm’deki H4 protonu
siraslyla C7 C3 C6 ve C5 karbonlariyla (6c7=31.92, 8¢3=71.81, 8c6=121.73 ve 0cs=140.76
ppm), 5.15 ppm’deki H22 protonunun sirasiyla vinilik C23, C20 ve C24 karbonlari ile
(6c23=129.28, 6c20=40.53 ve 8c24=51.24 ppm) ve 5.04 ppm’deki H23 protonu C20 ve C22

karbonlari (8c20=40.53 ve 8c22=138.32 ppm) ile korele olduklari belirlenmistir.

Sekil 3. 98. Stigmasterol HMBC korelasyonu.

3.1.2.4.2 Daucosterin’in izolasyonu ve Yapi Tayini
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Position
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NMR data in d6-DMSO

NMR data in Literature

&c (ppm) 61 (ppm) C &c (ppm) 61 (ppm)
CH; 37.29 1.51 CH: 38.81 1.76
CH> 31.83 1.85 CH> 33.58 1.90
CH 77.23 4.92 CH 79.84 3.87
CH: 40.52 1.97 CH: 41.30
C 140.91 - C 142.38 -
CH 121.64 5.37 CH 123.25 5.31
CH: 29.72 1.68 CH: 31.67 1.87
CH 31.88 1.55 CH 33.49 1.55
CH 50.06 1.29 CH 51.72 0.81
C 36.67 - C 38.26 -
CH: 21.05 0.70 CH: 22.73 0.73
CH> 38.77 CH> 40.70 1.64
C 42.31 - C 43.81 -
CH 56.63 1.51 CH 58.06 0.98
CH; 24.32 1.29 CH: 25.87 1.22
CH> 28.24 1.59 CH> 29.92 1.22
CH 55.89 1.51 CH 57.75 1.08
CHs 12.24 0.69 CHs 13.56 0.65
CHs 19.55 0.95 CHs 20.79 0.81
CH 35.93 1.95 CH 37.70 1.27
CHs 19.07 1.03 CHs 20.33 0.73
CH; 33.80 2.54 CH: 35.51 2.33
CH: 25.91 1.72 CH> 27.76 1.14
CH 45.60 1.70 CH 47.48 0.92
CH 29.17 1.57 CH 30.75 1.60
CHs 20.16 0.82 CHs 21.36 0.95
CHs 19.39 0.71 CHs 20.52 0.92
CH; 23.07 1.19 CH: 24.79 1.52
CHs 12.13 0.81 CHs 13.37 0.80
CH 101.25 4.29 (d, J=8.01 CH 103.90 5.02 (d, J=8.01
Hz) Hz)

201



TOeiTan

2 CH 73.92 3.45 CH 76.71 2.93
3 CH 77.38 £l CH 79.96 3.46 (m)
4' CH 70.56 3.49 CH 73.02 3.03
5' CH 77.20 S CH 79.43 3.12
6' CHz 61.55 4.18 CH:2 64.13 3.63

3.1.2.5 Urtica urens Bitkisinde Tohum Oziitlerinin Sitotoksisite
Calismalari

A549 akciger adenocarsinoma hucre hattinda i1sirgan otu tohumlarinda hekzan kati, hekzan
yag, kloroform, etil asetat ve alkol o6zutlerinin sitotoksik etkileri asagidaki sekillerde
verilmektedir (Sekil 3.99). Sitotoksisite sonuglarindan elde edilen degerlere gére LD50
degerleri sirasiyla, hekzan kati kismi igin 28,45 ug/ml, hekzan yag kismi igin 100,1 pg/ml,
kloroform 6zutl igin 38,5 pg/ml, etil asetat 6zutd icin 306,02 pug/ml ve metanol 6zutu igin 78,9
pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutlerinin

yuksek anti-karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.

A549 Hiicre Hatti

120

BHE  EHS @EK HEA BEM

%% Hiicre Canhihg

Kaontrol 2,5 pg/mil 5 pg/ml 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 150 pg/ml
Urtica urens tohumundan elde edilen dziit konsantrasyonlar

Sekil 3. 99. Degisik konsantrasyonlardaki kiglk isirgan otu tohumlarinin hekzan kati (HK), hekzan
yag (HY), kloroform (K), etil asetat (EA) ve metanol (M) 6zutlerinin A549 hucre canhihdina etkisi.
Kontrol grubu 100% alinmis ve elde edilen 6zit sonuglari kontrole gére degerlendirilmistir. Veriler g
tekrarin ortalama degerleridir.

A549 akciger adenocarsinoma hlcre hattinda oldugu gibi kiglik isirgan otu
tohumlarindan degisik ¢ézicullerle hazirlanmis 6zltlerinin sitotoksik etkileri Caco-2 Kolon

kanser hlcre hattinda da belirlenmistir (Sekil 3.100). Sitotoksisite sonuglarindan elde edilen
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degerlere gore LD50 degerleri sirasiyla, hekzan kati 6zutu igin 28.9 ug/ml, hekzan yag
kismi igin 126.15 pg/ml, kloroform 6zutu igin 48.9ug/ml, etil asetat 6zGta icin 128.35 ug/ml, ve
alkol 6zGtl igin 33.96 ug/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, hekzan kati, metanol ve
kloroform o6zutlerinin etil asetata ve hekzan yag o6zutline goére yuksek anti-karsinojenik

aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.

Caco-2 Hiicre Hatti

120
BHK @EHS NK NEA HEM

100 A

60 -

% Hikere Canlilg

40 -

20 A

Kontrol 25pg/ml Spg/ml 10pg/ml 25 pg/ml S0pg/ml 75 pg/ml 150 peimi

Urtica urens tohumundan elde edilen dziit konsantrasyonlar

Sekil 3. 100. Degisik konsantrasyonlardaki kuguk 1sirgan otu tohumlarinin hekzan kati, (HK), hekzan
yag (HY), kloroform (K), etil asetat (EA) ve metanol (M) 6zitlerinin Caco-2 hiicre canliligina etkisi.
Kontrol grubu 100% alinmis ve elde edilen 6ziit sonuglari kontrole gére degerlendirilmistir. Veriler ¢

tekrarin ortalama degerleridir.

Son olarakta isirgan otu tohumlarinin degisik ¢ézuculerle hazirlanmig 6zitlerinin LNCaP
prostat kanser hicre hatti Gzerine sitotoksik etkileri bu dénem zarfinda belirlenmis olup elde
edilen sonuclara gére LD50 degerleri sirasiyla, hekzan kati 6zata igin 31.3 ug/ml, hekzan yag
kismi igin 258.4 kloroform 6zUtu icin 36. 3ug/ml, etil asetat 6zGtd icin 216.7 ug/ml, ve metanol
6zutu icin 58.6 pug/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 3.101). Bu sonuglar, diger hicre hatlarinda
oldugu gibi, hekzan kati, metanol ve kloroform 6zutlerinin diger 6zutlere gore yuksek anti-

karsinojenik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.
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LNCaP Hucre Hatti
120
100 4 BHK  EHY
@ 80 -
3
E Eﬂ =
=
T
20
0 -
Kontrol  25pg/ml Spefml 10pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 75 pg/ml 150 pgimi
Urtica urens tohumundan elde edilen dziit konsantrasyonlarn

Sekil 3. 101. Degisik konsantrasyonlardaki kiguk 1sirgan otu tohumlarinin hekzan kati, (HK), hekzan
yag (HY), kloroform (K), etil asetat (EA) ve metanol (M) 6zitlerinin LNCaP hicre canliligina etkisi.
Kontrol grubu 100% alinmis ve elde edilen 6ziit sonuglari kontrole gére degerlendirilmistir. Veriler Ug¢

tekrarin ortalama degerleridir.

3.1.2.6 mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin Edilmesi: Gergek
Zamanh PZR

3.1.2.6.1 A549 Hiicre Hattinda mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin
Edilmesi

A549 hucre hattinda apoptoz mekanizmasinda gérev alan APAF1; BAX; BCL2; FAS;
Kaspaz3; Kaspaz8; Kaspaz9; TNF; PARP ve genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere
bakilmigtir. A549 hiicre hattinda hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda
APAF1 mRNA seviyesinde sirasiyla %95; %247 ve %63 artis gézlemlenmistir. BAX geni
icinse mMRNA seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulanmasi sonucunda
sirasiyla %69, %119 ve %69 artis gdzlemlenmigtir. Buna kargilik BCL2 geninde ise hekzan
kati; kloroform ve metanol ézitleri mMRNA seviyesinde sirasiyla %24; %39 ve %59 azalma

gbzlemlenmistir. FAS mRNA seviyesinde de hekzan kati, kloroform ve metanol
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uygulamasinda sirasiyla %43, %33 ve %67 artis goézlemlenmistir. Kaspaz3 mRNA
seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %93; %91 ve %65
artis gézlemlenmigstir. Kaspaz8 mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %85; %60 ve %72 artis goézlemlenmistir. Kaspaz9 mRNA
seviyesinde de hekzan; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %105; %145 ve %63
artis g6zlemlenmistir. TNF mRNA seviyesinde hekzan kati ve kloroform uygulamasinda
sirasiyla %19 ve %37 artig gozlemlenirken; metanol uygulamasinda ise %33 azalis
g6zlemlenmistir. Tim bunlara ek olarak da PARP mRNA seviyesinde de hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %80; %91 ve %90 artis gdzlemlenmigtir (Sekil
3.102). Elde edilen veriler sonucunda Urtica urens 6zttlerinin apoptoz mekanizmasi ile ilgili
genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan akciger kanseri hiicre hattinda (A549) hiicrelerin

o6lmesine neden olabilecedi dusunulmektedir.

Apoptotik Genler
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APAF-1 BAX BCL-2 FAS KASPAZ-3 KASPATZ-B KASPAZ-9 THF PARP
mKontral 100 100 100 100 100 100 100 100 100
mHekzan Kati Gzitd 135 159 76 143 193 185 205 119 180
Kloroform Gzoth 347 219 51 133 191 160 745 137 131
mMethanol zitd 163 169 Fi 167 165 172 163 &7 130

Urtica urens tohumlarindan elde edilen 8ziitler

Sekil 3. 102. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutlerinin insan akciger kanseri hucre (A549) hattinda apoptotik genlerin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuclar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

Bunlara ek olarak, A549 hilicre hattinda hicre déngisiinde goérev alan CDK2; CDK4;
CDKN1A; CDKN2A; Siklin D1 ve Siklin D2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere
bakilmigtir. A549 hilcre hattinda hekzan kati ve kloroform uygulamasi sonucunda CDK2
MRNA seviyesinde sirasiyla %31 ve %48 artis gézlemlenirken; metanol uygulamasinda ise

%25 azalis gdzlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan kati ve kloroform 6zitleri CDK4 mRNA
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seviyesinde sirasiyla %64 ve %177 artigs gbzlemlenirken; metanol uygulamasinda %16
azalma go6zlemlenmistir. CDKN1A mRNa seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %433; %394 ve %129 artis elde edilmistir. CDKN2A mRNA
seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sirasiyla %110; %93 ve %135
artis goézlemlenmigtir. Siklin D1 mRNA seviyesinde de hekzan kati ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %28 ve %43 azalis gbzlemlenirken; kloroform uygulamasinda %122
artis gézlenmistir. Tium bunlara ek olarak da Siklin D2 mRNA seviyesinde hekzan kati ve
kloroform uygulamasinda sirasiyla %33 ve %31 artis gbézlemlenirken; metanol
uygulamasinda %21 azals gdézlemlenmistir (Sekil 3.103). Elde edilen veriler sonucunda
Urtica urens 6zltlerinin hiicre dongusu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan
akciger kanseri hicre hattinda (A549) hicrelerin boélinmesinin  engelleyebilecegi

dusunulmektedir.

Hiicre Dongiisii Genleri
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CDKZ CDK4 CDKN1A CDENZA SIKLIN D1 sikLIND2
mKontrol 100 100 100 100 100 100
mHekzan Kati Gzt 131 165 533 210 72 133

Klaraform Szutd 148 277 494 133 222 121
EMethanol zutu 75 84 229 235 57 73

Urtica urens tohumlarindan elde edilen éziitler

Sekil 3. 103. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan akciger kanseri hiicre (A549) hattinda hicre déngusu genlerin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuclar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

A549 hiicre hattinda onkogen ve timér baskilayici gen olarak goérev alan c-MYC; HRAS;
KRAS; RB; PTEN ve P53 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. A549
hicre hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda c-MYC mRNA
seviyesinde sirasiyla %48; %59 ve %29 artis gdzlemlenmigti. HRAS mRNA seviyesinde de

hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %27; %16 ve %54 azalig
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gbzlemlenmistir. Benzer sekilde kloroform ve metanol 6zitleri KRAS mRNA seviyesinde
sirastyla %188 ve %8 artis gozlemlenirken; hekzan kati uygulamasinda %17 azalma
gbzlemlenmistir. Ayrica hekzan kati; kloroform ve metanol 6zitleri RB mRNA seviyesinde
sirasiyla %241; %85 ve %74 artis gozlemlenmistir. Hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulanmasi PTEN mRNA seviyesinde ise sirasiyla %74, %482 ve %108 artisa sebep
olmustur. Tum bunlara ek olarak da P53 mRNA seviyesinde hekzan kati; kloroform ve

metanol uygulamasinda sirasiyla %176; %175 ve %131 artis elde edilmistir (Sekil 3.104).

Onkogenler Ve Tiimor Baskilayici Genler
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mHekzan Kati 0zitd 148 FE] B3 34l 174 276

Kloroform Gzitd 153 84 288 185 582 275

mMethanol Szitd 129 46 108 174 208 231

Urtica urens tohumlarindan elde edilen 6ziitler

Sekil 3. 104. Kuguk isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutlerinin insan akciger kanseri hiicre (A549) hattinda onkogenler ve timor baskilayici genlerin
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

A549 hicre hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan AHR; CAR; NRF2; PXR ve RXR
genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. A549 hiicre hattinda hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda AHR mRNA seviyesinde sirasiyla %32; %32 ve
%51 azalis gézlemlenmistir. CAR mRNA seviyesinde de metanol uygulamasinda %30 artis
gOzlemlenirken; hekzan kati ve kloroform uygulamasi sonucunda anlamli bir degisim
gbzlemlenmemistir. Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol ézitleri NRF2 mRNA
seviyesinde sirasiyla %113; %271 ve %68 artis gdézlemlenmistir. PXR mRNA seviyesinde de
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %39 ve %31 artis gdzlemlenirken; hekzan kati

ozutinde istatistiksel agidan anlamli bir degisim gézlemlenmemistir. Tim bunlara ek olarak

207




TOeiTan

da RXR mRNA seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %75;
%139 ve %50 artis gdzlemlenmigtir (Sekil 3.105).

ilag Metabolizmasinda Gérev Alan Genler
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AHR CAR MRFZ PXR RER
mKantrol 100 100 100 100 100
WHekzan Kat ozitd 68 1 213 108 175

Kloroform azutu 68 105 371 138 238
mhiethanol Bz0td 43 120 168 121 150

Urtica urens tohumlarindan elde edilen &ziitler

Sekil 3. 105. Kuguk isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan akciger kanseri hiicre (A549) hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan genlerin
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

A549 hicre hattinda MAP kinaz yolagi ve diger yolaklarda gérev alan JNK1; P38; ERK-2;
ABL1; AKT; E2F4 ve TRAF2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. A549
hicre hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda JNK1 mRNA
seviyesinde sirasiyla %135; %172 ve %55 artis gézlemlenmistir. P38 mMRNA seviyesinde de
hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %80; %284 ve %72 artig
gbzlemlenmigtir. Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol 6zitleri ERK-2 mRNA
seviyesinde sirasiyla %57; %299 ve %23 artis gdzlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan kati;
kloroform ve metanol 6zutleri ABL1 mRNA seviyesinde sirasiyla %10; %118 ve %48 artis
elde edilmistir. A549 hicre hattinda hekzan kati ve metanol uygulamasi sonucunda AKT
MRNA seviyesinde sirasiyla %17 ve %33 azalis gdzlemlenirken; kloroform uygulamasinda
degisim gozlenmemistir. E2F4 mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %51; %17 ve %29 azalis gozlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan
kati; kloroform ve metanol 6zitleri TRAF2 mRNA seviyesinde sirasiyla %47; %384 ve %33
artis gézlemlenmistir (Sekil 3.106).
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MAP Kinaz Ve Diger Yolaklarda Gorev Alan Genler
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Urtica urens tohumlarindan elde edilen éziitler

Sekil 3. 106. Kigik isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan akciger kanseri hiicre (A549) hattinda MAP Kinaz ve diger yolaklarda gérev alan
genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100%

alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

3.1.2.6.2 Caco2 Hiicre Hattinda mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin

Edilmesi

insan Kolon Kanseri hiicre hattinda (Caco-2) apoptoz mekanizmasinda gérev alan APAF1;
BAX; BCL2; FAS; Kaspaz3; Kaspaz8; Kaspaz9; PARP ve TNF genlerinin mRNA
seviyelerindeki degisimlerine bakilmistir. Caco2 hiicre hattinda hekzan kati; kloroform ve
metanol uygulamasi sonucunda APAF1 mRNA seviyesinde sirasiyla %267; %144 ve %64
artis gozlemlenmistir. BAX mRNA seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulanmasli sonucunda sirasiyla %82, %289 ve %109, artis gézlemlenmistir. Hekzan kati;
kloroform ve metanol 6zitlerinde BCL2 mRNA seviyesinde ise sirasiyla %42; %41 ve %66
azalma go6zlemlenmisti. FAS mMRNA seviyesinde de hekzan kati ve kloroform
uygulamasinda sirasiyla %10 ve %9 artis gézlemlenirken; metanol uygulamasinda ise %15
azalis g6zlemlenmistir. Kaspaz3 mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %38; %292 ve %199 artis saptanmigtir. Kaspaz8 mRNA

seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %58; %92 ve
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%112 artis elde edilmistir. Kaspaz9 mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %30; %48 ve %90 artis gézlemlenmigtir. PARP mRNA seviyesinde
hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %109; %352 ve %448 artis
goOzlemlenmistir Tum bunlara ek olarak da TNF mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform
ve metanol uygulamasinda sirasiyla %127; %266 ve %166 artis gdzlemlenmistir (Sekil
3.107). Elde edilen veriler sonucunda Urtica urens 6zutlerinin apoptoz mekanizmasi ile ilgili
genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan Kolon Kanseri hiicre hattinda (Caco-2) hiicrelerin

6lmesine neden olabilecedi dusunulmektedir.

:
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Urtica urens tohumlarindan elde edilen &ziitler

Sekil 3. 107. Kuglk 1sirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol insan
kolon kanseri hiicre (Caco-2) hattinda apoptotik genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-

aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkl (p<0.05).

Caco2 hucre hattinda hicre déngusunde goérev alan CDK2; CDK4; CDKN1A; CDKN2A;
SiklinD1 ve SiklinD2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Caco2 hiicre
hattinda hekzan kati ve kloroform uygulamasi sonucunda CDK2 mRNA seviyesinde sirasiyla
%64 ve %71 azalis gézlemlenirken; metanol uygulamasinda ise istatistiksel agidan anlamli
bir degisim gdézlemlenememistir. CDK4 mRNA seviyesinde anlamli hicbir degisim elde
edilmemisti. CDKN1A mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %69; %53 ve %91 artis go6zlemlenmigsti. CDKN2A mRNA
seviyesinde ise hekzan kati; kloroform ve metanol 6zutleri ile muamele sonucunda %78,
%126 ve %217 artis gézlemlenmistir. SiklinD1 mRNA seviyesinde de kloroform ve metanol

uygulamasinda sirasiyla %56 ve %4 artis gézlemlenirken; hekzan kati uygulamasinda %25
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azalis gézlemlenmistir. TUm bunlara ek olarak da SiklinD2 mRNA seviyesinde hekzan kati
uygulamasinda %20 azalis; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %28 ve %24 artis
g6zlemlenmistir (Sekil 3.108). Elde edilen veriler sonucunda Urtica urens 6zdtlerinin hicre
dongusu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini etkileyerek insan kolon kanseri hiicre hattinda

(Caco-2) hicrelerin 6lmesine neden olabilecedi disunulmektedir.
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Urtica urens tohumlarindan elde edilen &ziitler

Sekil 3. 108. Kigik isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol insan
kolon kanseri hiicre (Caco-2) hattinda hicre dongusu genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar

B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Caco2 hucre hattinda onkogen ve timoér baskilayici gen olarak gérev alan c-MYC; HRAS;
KRAS; PTEN; P53 ve RB genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. Caco2
hicre hattinda kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda c-MYC mRNA seviyesinde
sirasiyla %45 ve %53 artis gézlemlenirken; hekzan kati 6zitlinde istatistiksel agidan anlamli
bir degisim goézlemlenmemisti. HRAS mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve
metanol uygulamasinda sirasiyla %22; %27 ve %11 azalma gdzlemlenmistir. Benzer sekilde
hekzan kati; kloroform ve metanol 6zitleri KRAS mRNA seviyesinde sirasiyla %40; %45 ve
%60 artis gozlemlendi. Ayrica PTEN mRNA seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutlerinde sirasiyla %61, %313 ve %224 artisa sebep olmustur. Benzer sekilde hekzan
kati, kloroform ve metanol uygulanmasi sonucunda P53 mRNA seviyesinde sirasiyla %95,
%216 ve %182 artis elde edilmistir. Tim bunlara ek olarak da RB mRNA seviyesinde hekzan
kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %77; %210 ve %317 artis gdzlemlendi
(Sekil 3.109).
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Urtica urens tohumlarindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 109. Kiigik i1sirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol insan
kolon kanseri hiicre (Caco-2) hattinda onkogenler ve timor baskilayici genlerin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

Caco2 hicre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan AHR; CAR; NRF2; PXR ve RXR
genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Caco2 hicre hattinda hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda AHR mRNA seviyesinde sirasiyla %30; %35 ve
%27 azalma gozlemlenmigtir. CAR mRNA seviyesinde de hekzan kati ve kloroform
uygulamasinda sirasiyla %78 ve %77 azalis gozlemlenirken; metanol uygulamasinda %19
artis gézlemlenmigstir. Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol 6zutleri NRF2 mRNA
seviyesinde sirasiyla %68; %176 ve %381 artis elde edilmistir. PXR mRNA seviyesinde de
hekzan kati ve metanol uygulamasinda sirasiyla %37 ve %10 azalma goézlemlenirken;
kloroform uygulamasinda %75 artis gézlemlenmigtir. Tim bunlara ek olarak da RXR mRNA
seviyesinde Kkloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %98 ve %89 artis

g6zlemlenirken; hekzan kati uygulamasi %9 azalma gozlemlenmigtir (Sekil 3.110).
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Sekil 3. 110. Kigik 1sirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol insan
kolon kanseri hiicre (Caco-2) hattinda ilag metabolizmasinda gorev alan genlerin mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alnmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

Caco2 hicre hattinda MAP kinaz yolagdi ve diger yolaklarda gorev alan ABL1; AKT; ERK2;
E2F4; JNK1; P38 ve TRAF2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Caco-
2 hicre hattinda metanol uygulamasi sonucunda ABL1 mRNA seviyesinde %12 artis
gbzlemlenirken; hekzan kati ve kloroform 6zitlerinde anlamli bir degisim gézlemlenmemistir.
AKT mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %50;
%54 ve %68 artis elde edilmistir. Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol 6zltleri
ERK2 mRNA seviyesinde sirasiyla %49; %231 ve %297 artis gézlemlenmistir. Caco2 hucre
hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda E2F4 mRNA seviyesinde
sirasiyla %23; %51 ve %38 artis gozlemlenmistir. JNK1 mRNA seviyesinde de hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %82; %95 ve %117 artis gdzlemlenmistir.
Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol ézitleri P38 mRNA seviyesinde sirasiyla
%85; %111 ve %311 artis elde edilmistir. Tim bunlara ek olarak da TRAF2 mRNA
seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %34; %50 ve %324
artis g6zlemlenmistir (Sekil 3.111).
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MAP Kinaz Ve Diger Yolaklarda Gorev Alan Genler
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Urtica urens tohumlarindan elde edilen dziitler

Sekil 3. 111. Kigik 1sirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol insan
kolon kanseri hiicre (Caco-2) hattinda MAP Kinaz ve diger yolaklarda gorev alan genlerin mRNA
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

3.1.2.6.3 LNCaP Hiicre Hattinda mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarin Tayin

Edilmesi

insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) apoptoz mekanizmasinda gorev alan
APAF1l; BAX; BCL2; FAS; Kaspaz3; Kaspaz9; TNF ve PARP genlerinin  mRNA
seviyelerindeki degisimlerine bakilmistir. LNCap hucre hattinda APAF1 mRNA seviyesinde
kloroform uygulamasi sonucunda %48 azalis gdzlemlenirken; metanol uygulamasinda ise
%9 artis gozlemlenirken; hekzan kati 6zutinde ise istatistiksel agidan anlamli bir degisim
g6zlemlenmemistir. Bax mRNA seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol uygulanmasi
sonucunda sirasiyla %110, %76 ve %193 artis gdzlemlenmistir. Ayrica hekzan kati;
kloroform ve metanol 6zitlerinde BCL2 mRNA seviyesinde sirasiyla %20; %17 ve %23
azalma gozlemlenmigtir. FAS mRNA seviyesinde de hekzan kati ve metanol uygulamasinda
sirasiyla %130; %342 artis gézlemlenirken; kloroform uygulamasinda ise %29 azalma elde
edilmistir. Kaspaz3 mRNA seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda
sirasiyla %865; %1264 ve %803 artis gbézlemlenmistir. Kaspaz9 mRNA seviyesinde de

hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda %120; %27 ve %25 artis gézlemlenmisgtir.
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TNF mRNA seviyesinde hekzan kati uygulamasinda %27 artis varken; kloroform
uygulamasinda ise %16 azalma gbézlemlenirken; metanol uygulamasinda istatistiksel agidan
anlaml bir degisim gdzlemlenmemistir. TUm bunlara ek olarak da PARP mRNA seviyesinde
de hekzan kati ve metanol uygulamasinda sirasiyla %26 ve %40 artis gbzlemlenirken;
kloroformda istatiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamigtir (Sekil 3.112). Elde edilen
veriler sonucunda Urtica urens O6zltlerinin apoptoz mekanizmasi ile ilgili genlerin
ekspresyonlarini etkileyerek Insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) hiicrelerin

6lmesine neden olabilecedi dusunulmektedir.
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Urtica urens tohumlarindan elde edilen éziitler

Sekil 3. 112. Kuguk isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat kanseri hicre (LNCaP) hattinda apoptotik genlerin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan

farkli (p<0.05).

LNCap hicre hattinda hicre dongusiunde gorev alan CDK2; CDK4; CDKN1A; CDKN2A;
SiklinD1 ve SiklinD2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. LNCap hucre
hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda CDK2 mRNA seviyesinde
sirasiyla %28; %55 ve %18 azalma gdzlemlenmigstir. Benzer sekilde hekzan kati ve metanol
uygulamasinda CDK4 mRNA seviyesinde sirasiyla %48 ve %27 azalma gdzlemlenirken;
kloroform uygulamasinda ise %24 artis gdzlemlenmistir. CDKN1A mRNA seviyesinde de
hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %78; %158 ve %112 artis elde

edilmistir. CDKN2A mRNA seviyesi ise hekzan kati; kloroform ve metanol 6zitlerinde
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sirasiyla %185, %223 ve %290 artis elde edilmistir. SiklinD1 mRNA seviyesinde de hekzan
kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %31; %36 ve %79 artis gézlemlenmigtir.
Tum bunlara ek olarak da SiklinD2 mRNA seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda %25; %19 ve %64 azalma gozlemlenmistir (Sekil 3.113). Elde edilen veriler
sonucunda Urtica urens Oozutlerinin hidcre dongusu ile ilgili genlerin ekspresyonlarini
etkileyerek insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCap) hiicrelerin dlmesine neden

olabilecegi dusuinulmektedir.
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Sekil 3. 113. Kiguk 1sirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat kanseri hiicre (LNCaP) hattinda hiicre déngusu genlerin mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alnmistir *: Kontrol
grubundan farkli (p<0.05).

LNCaP hicre hattinda onkogen ve timér baskilayici gen olarak gérev alan c-MYC; HRAS;
KRAS; PTEN; RB ve P53 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. LNCap
hicre hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda c-MYC mRNA
seviyesinde sirasiyla %55; %26 ve %83 artis gézlemlenmistir. HRAS mRNA seviyesinde de
hekzan kati ve metanol uygulamasinda sirasiyla %30 ve %85 artis g6zlemlenirken; kloroform
uygulamasinda %50 azalma goézlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan kati ve metanol 6zitleri
KRAS mRNA seviyesinde sirasiyla %10 ve %31 artis gozlemlenirken; kloroform 6zutinde
ise %7 azalma godzlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutleri
PTEN mRNA seviyesinde sirasiyla %115, %278 ve %355 artis elde edilmistir. Tim bunlara
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ek olarak, 24 saat boyunca hekzan kati, kloroform ve metanol uygulanmasi RB mRNA
seviyesinde sirasiyla %189, %444 ve %489 artis elde edilmigtir. TUm bunlara ek olarak da
P53 mRNA seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %96;
%45 ve %91 artis gozlemlenmigtir (Sekil 3.114).
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Sekil 3. 114. Kiguk isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutlerinin insan prostat kanseri hicre (LNCaP) hattinda onkogenler ve tumor baskilayici genlerin
mMRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *:

Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

LNCap hicre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan AHR; CAR; NRF2; PXR ve RXR
genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. LNCap hiicre hattinda AHR mRNA
seviyesinde hekzan kati uygulamasi sonucunda %25 artis varken; kloroform ve metanol
uygulamasi sonucunda sirasiyla %27 ve %62 azalma go6zlemlenmistir. CAR mRNa
seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %15; %106 ve
%129 artis gdzlemlenmistir. Benzer sekilde kloroform ve metanol 6zitleri NRF2 mRNA
seviyesinde sirasiyla %79 ve %30 artis gozlemlenirken; hekzan kati uygulamasinda ise %38
azalma go6zlemlenmistir. PXR mRNa seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %189; %147 ve %231 artis elde edilmistir. Tim bunlara ek olarak
da RXR mRNA seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla
%517; %161 ve %248 artis gézlemlenmistir (Sekil 3.115).
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Sekil 3. 115. Kuguk isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat kanseri hiicre (LNCaP) hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan genlerin
mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuclar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

LNCaP hicre hattinda MAP Kinaz yolagi ve diger yolaklarda gérev alan JNK1; P38; ERK2;
ABL1; AKT; E2F4 ve TRAF2 genlerinin mRNA seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir.
LNCaP hucre hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda JNK1
MRNA seviyesinde sirasiyla %231; %336 ve %44 artis gozlemlenmigtir. P38 mRNA
seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %89; %169 ve
%21 artis goézlemlenmigtir. Benzer sekilde hekzan kati ve metanol 6zitleri ERK2 mRNA
seviyesinde sirasiyla %43 ve %38 artis gdzlemlenirken; kloroform uygulamasi sonucunda
%36 azalma elde edilmistir. LNCaP hlicre hattinda kloroform ve metanol uygulamasi
sonucunda ABL1 mRNA seviyesinde sirasiyla %94 ve %53 artis gdzlemlenirken; hekzan kati
uygulamasinda ise %3 azalma goézlemlenmistir. AKT mRNA seviyesinde de hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %49; %76 ve %65 artis gdzlemlenmigtir.
Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol 6zitleri E2F4 mRNA seviyesinde sirasiyla
%31; %40 ve %20 artis elde edilmigtir. TUm bunlara ek olarak da TRAF2 mRNA seviyesinde
hekzan kati ve kloroform uygulamasinda sirasiyla %123 ve %16 artis gozlemlenirken;
metanol uygulamasinda ise %6 azalma gézlemlenmistir (Sekil 3.116).
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Sekil 3. 116. Kuguk isirgan otu yapraklarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat kanseri hiicre (LNCaP) hattinda MAP Kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
genlerin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Kontrol degerleri 100%

alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

3.1.2.7 Protein Seviyesinde Ekspresyon Diizeylerinin Tayin Edilmesi:

Western Blot

Proje kapsaminda verilen genlerin protein seviyelerinde kiglk isirgan otu tohumundan elde
edilen 6zutlerin uygulanmasi sonucunda meydana gelen degisimler yapilan Western Blot

¢alismalari ile A549, Caco2 ve LNCaP hiicre hatlarinda belirlenmeye calisiimistir.

3.1.2.7.1 A549 Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari

A549 hicre hattinda apoptoz mekanizmasinda gérev alan APAF1; BAX; BCL2; FAS;
KASPAZ-3; KASPAZ-8; KASPAZ-9; PARP ve TNF-alfa protein seviyelerindeki degisimlere
bakilmigtir. A549 hicre hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasiyla APAF1
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinin sirasiyla %115; %295
ve %180 arttigi gézlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan kati; kloroform ve metanol 6zitleri
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uygulanan A549 hlcre hattinda BAX protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyesinde sirasiyla %53; %73 ve %110 artis gdézlemlenmistir. Buna kargilik BCL2
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda sirasiyla %18; %60 ve %65 azalma
gOzlemlenmistir. FAS protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde
hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %35; %23 ve %50 oraninda bir
artis elde edilmistir. Kaspaz-3 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %65; %60 ve %45
artis gozlemlenmistir. Benzer sekilde Kaspaz-8 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda
sirasiyla %60; %40 ve %53 artis gdzlemlenmistir. Kaspaz-9 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda
sirasiyla %95; %132 ve %149 artis goézlemlenmistir. Benzer sekilde PARP protein
seviyesinde bu o6zutlerin uygulanmasi sonucunda %115, %135 ve %110 oraninda artis
saptanmistir. Tim bunlara ek olarak da A549 hiicre hattinda TNF protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol

uygulamasinda sirasiyla %5; %10 ve %58 azalma gozlemlenmigtir (Sekil 3.117 ).
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Sekil 3. 117. Kiguk 1sirgan otu tohumlarinda elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol 6ztlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda apoptotik proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar
B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogdunluklari Scion Image Software kullanilarak
densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli
(p<0.05).

A549 hicre hattinda hiicre déngusinde goérev alan CDK2; CDKN1A; CDKN2A ve SiklinD2
protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. A549 hiicre hattinda hekzan kati ve kloroform
uygulamasiyla CDK2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinin
sirasiyla %5 ve %21 attidi goézlenirken; metanol uygulamasinda ise %17 azalma
g6zlemlenmistir. Benzer sekilde hekzan kati ve kloroform uygulanan A549 hiicre hattinda
SiklinD2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesi sirasiyla %5 ve
%30 artis g6zlemlenirken; metanol uygulamasinda %8 azalma go&zlemlenmistir. CDKN1A
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati;
kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda sirasiyla %111; %139 ve %141 artis elde
edilmistir. TUm bunlara ek olarak da A549 hicre hattinda CDKN2A protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol

uygulamasinda sirasiyla %78; %62 ve %51 artis saptanmistir (Sekil 3.118).
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Sekil 3. 118. Kiglk I1sirgan otu tohumlarinda elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol 6ztlerinin
insan akciger kanseri hlcre hatti (A549) hattinda hiicre dongisu proteinlerin seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmigtir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

A549 hicre hattinda onkogenik ve timaér baskilayici proteinlerden c-MYC; HRAS; P53 ve RB
protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. A549 hicre hattinda hekzan kati; kloroform ve
metanol uygulamasiyla HRAS protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyeleri siraysiyla %29; %11 ve %38 artig gbzlemlenmistir. Buna karsin hekzan kati;
kloroform ve metanol &6zltleri uygulanan A549 hicre hattinda P53 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %156; %325 ve %415 artis
elde edilmistir. ¢c-MYC protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde de hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda sirasiyla %39;

%43 ve %15 artis gbzlemlenmigtir. TUm bunlara ek olarak da A549 hicre hattinda RB
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protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan Kkati,
kloroform ve metanol 6zutleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %75, %115 ve %145 artis
elde edilmistir (Sekil 3.119).
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Sekil 3. 119. Kigik i1sirgan otu tohumlarinda elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol 6zitlerinin
insan akciger kanseri hicre hatti (A549) hattinda onkogenik ve timoér baskilayici proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuclar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

A549 hicre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan AHR; CAR; PXR ve RXR protein
seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. AHR protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol ézitleri uygulamasi
sonrasinda sirasiyla %16, %48 ve %39 azalis elde edimistr. CAR ve PXR protein

seviyelerinde ise ozutlerden herhangi birinde istatistiksel olarak anlaml bir degisim elde
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edilememistir. Buna karsin RXR protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %52; %89 ve %72
artis gézlenmistir (Sekil 3.120).
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Sekil 3. 120. Kiguk 1sirgan otu tohumlarinda elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol 6ztlerinin
insan akciger kanseri hicre hatti (A549) hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri 100% alinmistir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Tum bunlara ek olarak A549 hucre hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerden ABL1; E2F4; ERK2; JNK1; P38; TRAF2 ve NF-KB protein seviyelerindeki
degisimlere bakildi. A549 hucre hattinda ABL1 protein seviyesinde hekzan kati uygulamasi
sonucunda istatistiksel agidan anlaml bir degisim elde edilemezken, kloroform ve metanol
0zUtl uygulamasinda sirasiyla %45 ve %60 artis gozlenmistir. ERK2 protein seviyesinde ise
hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasi sonucunda sirasiyla %90, %70 ve %110 artis
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gbzlemlenmigtir. Buna karsin E2F4 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
protein seviyesinde metanol uygulamasinda anlaml bir degisiklik gézlenmezken; hekzan ve
kloroform uygulamasinda %50 ve %28 azalma elde edilmistir. P38 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %30, %135 ve %50 oraninda bir artis gdézlemlenmistir. A549 hiicre
hattinda hekzan kati; kloroform ve metanol uygulamasiyla JNK1 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde sirasiyla %90, %70 ve %50 artis elde
edilmistir. TRAF2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de
hekzan kati uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim elde edilemezken;
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %55 ve %89 artis gézlenmigtir. TUm bunlara
ek olarak NF-KB protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de
hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %25, %20 ve %35 artis elde
edilmistir (Sekil 3.121).
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Sekil 3. 121. Kiglk i1sirgan otu tohumlarinda elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol 6zitlerinin
insan akciger kanseri hiicre hatti (A549) hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri

100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

3.1.2.7.2 Caco2 Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari

Caco-2 hicre hattina klglk 1sirgan otundan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutlerinin uygulamasi sonucunda apoptoz mekanizmasinda gorev alan APAF1, BAX, BCL2,
FAS, KASPAZ3, KASPAZ8, KASPAZ9; PARP ve TNF-alfa protein seviyelerindeki
degisimlere bakilmistir. Caco-2 hicre hattinda kiglk 1sirgan otuna ait hekzan kati, kloroform
ve metanol 6zitleri icin belirlenen etkin doz degerlerinin uygulanmasi ile APAF1 protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda 6zutlerde sirasiyla %119, %89 ve %67 artis elde
edildi. Bu hicre hattinda kl¢lk I1sirgan otuna ait hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutleri
uygulamasi ile BAX protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde
sirasiyla %20, %65 ve %95 artis elde edilmistir. Buna karsilik, BCL2 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutleri uygulamasi
sonrasinda sirasiyla %28, %39 ve %37 oranlarinda azalma gozlemlenmistir. FAS protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati ve kloroform
Ozutleri uygulamasinda sirasiyla %5 ve %15 artis gézlemlenirken; metanol 6zitl uygulamasi
sonucunda %10 azalma gozlemlenmigtir. Kaspaz3 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla
%65, %45 ve %115 artis gdzlemlendi. Kaspaz8 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasinda
sirasiyla %55, %65 ve %105 artis elde edilmistir. Buna karsilik, Kaspaz9 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %25, %35 ve %45 artis gézlemlendi. PARP1 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde sirasiyla %215, %183 ve %223 artis
elde edilmistir. TUm bunlara ek olarak da Caco-2 hiicre hattinda TNF-alfa protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda hekzan kati, kloroform ve metanol 6zitleri uygulamasi

sonrasinda siraslyla %35, %53 ve %70 artis gdzlemlenmigtir. (Sekil 3.122).
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Sekil 3. 122. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
0zltlerinin insan kolon karsinoma hiicre hattinda (Caco-2) apoptotik proteinlerin seviyesine olan etkisi.
Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

Caco-2 hicre hattinda hucre dongusinde goérev alan CDK2, CDK4, CDKN1A,
CDKNZ2A,SiklinD1 ve SiklinD2 protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Caco-2 hucre
hattinda hekzan kati kloroform ve metanol uygulamasiyla CDK2 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %25, %42 ve %35 azalma
gbzlemlenmistir. Caco-2 hlicre hattinda hekzan kati ve kloroform uygulamasiyla CDK4

protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %5 ve %15
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artis g6zlemlenirken; metanol uygulamasinda ise %211 azalma gd&zlemlenmistir. Caco-2
hicre hattinda hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasiyla CDKN1A protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %48, %42 ve %68 artig
g6zlemlenmistir. Caco-2 hucre hattinda hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasiyla
CDKN2A protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla
%43, %73 ve %103 artis gozlemlendi. Caco-2 hiicre hattinda hekzan kati ve kloroform
uygulamasiyla SiklinD1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde sirasiyla %55 ve %28 azalis g6zlemlenirken; metanol uygulamasi sonucunda
%8 artis gozlemlendi. Son olarak Caco-2 hucre hattinda hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasiyla SiklinD2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein

seviyesinde sirasiyla %17, %49 ve %83 artis gozlemlenmigtir (Sekil3.123).
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Sekil 3. 123. Kucglk Isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol

Ozutlerinin insan kolon karsinoma hiicre hattinda (Caco-2) hiicre dongusi proteinlerin seviyesine olan
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etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

Caco-2 hucre hattinda onkogenler ve timér baskilayici proteinlerden c-MYC, HRAS, KRAS,
PTEN, P53 ve RB protein seviyelerindeki degisimlere bakildi. c-MYC protein seviyesinde
hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutl uygulamasinda %15, %45 ve %89 artis elde
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda bu hiicre hattinda HRAS protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %21, %17 ve %29 azalma gozlenmistir. KRAS protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %25, %50 ve %75 artis gézlemlenmistir. PTEN
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati,
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %30, %90 ve %65 artis gézlemlendi. P53
protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati,
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %108, %193 ve %259 artis gézlemlendi. TUm
bunlara ek olarak, RB protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutleri uygulamasi sonucunda sirasiyla
%49, %165 ve %109 artis elde edilmistir (Sekil 3.124).
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Sekil 3. 124. KuguUk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan kolon karsinoma hiicre hattinda (Caco-2) onkogenler ve timor baskilayici proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *:

Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Caco-2 hiicre hattinda ilag metabolizmasinda gérev alan proteinlerden AHR, CAR, NRF2,
PXR ve RXR protein seviyelerindeki degisimlere bakiimistir. AHR protein seviyesinde
hekzan kati, kloroform ve metanol 6ziti uygulamasinda %27, %45 ve %22 oranlarinda
azalis elde edilmistir. Yapilan analizler sonucunda bu hlicre hattinda CAR protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati ve kloroform o6zutleri
uygulamasi sonucunda sirasiyla %65 ve %61 azalis go6zlemlenirken; metanol
uygulamasinda ise %23 artis elde edilmistir. NRF2 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zltleri uygulamasi
sonucunda sirastyla %33, %73 ve %103 artis gdzlemlendi. PXR protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde metanol 6zuti uygulamasinda
istatistiksel olarak bir degisim gdzlemlenmezken; hekzan kati 6zutd uygulamasinda %15
azalma goézlemlenirken; kloroform 6zitl uygulamasinda %27 artis elde edilmistir. TUm
bunlara ek olarak, RXR protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %5,
%35 ve %85 artis elde edilmistir (Sekil 3.125).
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Sekil 3. 125. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan kolon karsinoma hicre hattinda (Caco-2) ilag metabolizmasinda gorev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri

%100 alinmistir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

Tum bu sonuclara ek olarak Caco-2 hucre hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerden ABL1, E2F4, ERK2, JNK1, P38, TRAF2 ve NFKB protein seviyelerindeki
degisimlere bakilmigtir. Caco-2 hicre hattinda hekzan, kloroform ve etil asetat
uygulamasiyla ABL1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamh bir degisim goézlemlenmedi. TRAF2 protein
seviyesinde de hekzan kati 6zitinde %22 azalma goézlemlenirken; kloroform ve metanol
Ozutleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %26 ve %139 artis gézlemlendi. Caco-2 hicre
hattinda hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasiyla ERK2 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde sirasiyla %29, %113 ve %103 artis
elde edildi. Benzer sekilde JNK1 protein seviyesinde de hekzan kati, kloroform ve metanol

Ozltleri icin sirasiyla %72, %79 ve %92 artis gozlemlendi. P38 protein bantlarinin
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densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde sirasiyla %15, %54 ve %83 artig
gbzlemlendi. E2F4 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde
de hekzan kati, kloroform ve metanol sirasiyla %38, %49 ve %51 artis elde edildi. Son olarak
Nf-KB protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol 6ziti uygulamasi sonucunda

sirasiyla %30, %37 ve %10 oranlarinda azalma bulunmustur (Sekil 3.126).
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Sekil 3. 126. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan kolon karsinoma hiicre hattinda (Caco-2) Map kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri
%100 alinmigtir *: Kontrol grubundan farkli (p<0.05).

3.1.2.7.3 LNCaP Hiicre Hattinda Western Blot Sonuclari
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Proje kapsaminda c¢alistigimiz diger bir hiicre hatti olan LNCaP hicre hattinda kiguUk 1sirgan
otu 6zutlerinin uygulamasi sonucunda apoptoz mekanizmasinda goérev alan APAF1, BAX,
BCL2, FAS, KASPAZ3, KASPAZ9, PARP ve TNF-alfa protein seviyelerindeki degisimlere
bakilmistir. LNCaP hticre hattinda kiglk 1sirgan otuna ait hekzan kati, kloroform ve metanol
6zutleri uygulamasi ile APAF1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda 6zitlerden
kloroform 6zutiinde %55 azalma elde edilirken diger 6zutlerde ise istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik elde edilememistir. BAX protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda
hekzan kati, kloroform ve metanol 6zltleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %73, %89 ve
%115 artis tespit edilmistir. Buna karsin BCL2 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda ise metanol 6zitl uygulamasi sonrasinda %42 azalma gdzlemlenirken diger
Ozutlerde ise istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik elde edilememistir. LNCaP hicre
hattinda kiclk 1sirgan otuna ait hekzan kati, kloroform ve metanol 6zitleri uygulamasi ile
Kaspaz3 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde sirasiyla
%445, %383 ve %405 artis elde edilmistir. Benzer sekilde, kaspaz9 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %175, %109 ve %119 artis elde edildi. PARP1 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasinda sirasiyla %21, %41 ve %49 artis gézlemlendi. Tium bunlara ek olarak da
LNCaP hicre hattinda TNF-alfa protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein

seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasinda ise istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik elde edilememistir (Sekil 3.127).
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Sekil 3. 127. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) apoptotik proteinlerin seviyesine olan
etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yodunluklari Scion Image Software
kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmistir *: Kontrol grubundan
farkl (p<0.05).

LNCaP hucre hattinda hiicre déngusunde gorev alan CDK2, CDK4, CDKN1A, CDKN2A ve
SiklinD2 protein seviyelerindeki degisimlere bakilmigtir. LNCaP hucre hattinda hekzan kati,
kloroform ve metanol uygulamasiyla SiklinD2 protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinin sirasiyla %70, %75 ve %90 azalma elde edilmistir. CDKN1A
protein seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zitlerinde sirasiyla %35, %57 ve
%79 artis gdzlenmezken; CDK4 protein seviyesinde sirasiyla %49; %67 ve %56 azalma elde
edilmistir. Benzer sekilde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zitleri uygulanan LNCaP hiicre
hattinda CDK2 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde
siraslyla %30, %52 ve %26 azalma goézlemlenmistir. Buna karsiik CDKN2A protein
bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve
metanol uygulamasi sonucunda sirasiyla %79, %105 ve %190 artis elde edilmistir (Sekil
3.128).
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Sekil 3. 128. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat karsinoma hicre hattinda (LNCaP) hiicre donglsiinde gdérev alan proteinlerin
seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin yogunluklari Scion
Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri %100 alinmigtir *:
Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

Calismalarin devaminda LNCaP hicre hattinda onkogenler ve timoér baskilayici
proteinlerden yolagindaki proteinlerden c-MYC, HRAS, KRAS, PTEN, P53 ve RB protein
seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. Yapilan analizler sonucunda LNCaP hicre hattinda
c-MYC protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati,
kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla %35, %40 ve %57 azalma g6zlemlenmistir.
KRAS protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli degerler elde edilememistir. HRAS protein bantlarinin densitometrik analizi
sonucunda protein seviyesinde hekzan kati ve metanol 6zitlerinde %15 ve %35 artis elde
edilirken; kloroform uygulamasinda ise %31 azalma elde edilmistir. P53 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyelerinde hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutleri uygulamasi sonucunda sirasiyla %53, %59 ve %78 artis elde edilmistir. TUm bunlara
ek olarak hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasi sonrasinda RB protein seviyesinde
siraslyla, %91, %181 ve %371 artis elde edilmistir (Sekil 3.129).
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Sekil 3. 129. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) onkogenler ve tumor baskilayici
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri

100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

LNCaP hicre hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan AHR, CAR, NRF2, PXR ve RXR
protein seviyelerindeki degisimlere bakilmistir. AHR protein seviyesinde de hekzan kati
uygulamasi sonucunda %15 artis gdézlemlenirken, kloroform ve metanol uygulamasi
sonrasinda sirasiyla %30 ve %51 azalma goézlemlenmigtir. CAR protein seviyesinde ise
hekzan kati uygulamasinda istatistiksel agidan anlamh bir degisim gdézlenmezken; kloroform
ve metanol 6zitlerinde sirasiyla %53 ve %73 artis elde edilmistir. NRF2 protein seviyesinde
ise Ozltlerden herhangi birinde istatistiksel olarak anlamh bir degisim elde edilememigtir.
PXR protein bantlarinin dansitometrik analizi sonucunda hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasi sonrasinda sirasiyla %110, %181 ve %242 artis elde edilmistir. Benzer sekilde
RXR protein seviyesinde de hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasinda sirasiyla
%80, %171 ve %241 artis elde edilmigtir (Sekil 3.130).
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Sekil 3. 130. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat karsinoma hiicre hattinda (LNCaP) hattinda ilag metabolizmasinda goérev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri
100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

Tdm bunlara ek olarak LNCaP hicre hattinda MAP kinaz ve diger yolaklarda gorev alan
proteinlerden ABL1, ERK2, JNK1, P38, TRAF2 ve NF-KB protein seviyelerindeki degisimlere
bakilmigtir. LNCaP hucre hattinda ABL1 protein seviyesinde hekzan kati ve kloroform
uygulamasinda istatistiksel acidan anlamli  bir degisim gdzlenmezken, metanol
uygulamasinda protein seviyesinde %43 artis gézlemlenmistir. Benzer sekilde ERK2 protein
seviyesinde de hekzan kati ve kloroform uygulamasinda istatistiksel agidan anlamli bir
dedisim go6zlenmezken, metanol uygulamasinda protein seviyesinde %35 artis
gbzlemlenmistir.  JNK1 protein bantlarinin densitometrik analizi sonucunda protein
seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutl uygulamasinda sirasiyla %49, %72 ve
%99 artis elde edilmigtir. Buna kargin Nf-KB protein bantlarinin densitometrik analizi

sonucunda protein seviyesinde ise hekzan kati, kloroform ve metanol 6ziti uygulamasinda
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sirasiyla %61, %70 ve %39 azalis elde edilmistir. TRAF2 protein bantlarinin densitometrik
analizi sonucunda protein seviyesinde hekzan kati, kloroform ve metanol uygulamasinda
sirasiyla %181, %25 ve %45 artis gézlemlenmigstir. Son olarak da P38 protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda protein seviyesinde de hekzan kati, kloroform ve metanol
uygulamasi sonucunda sirasiyla %41, %49 ve %55 artis elde edilmistir (Sekil 3.131).
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Urtica urens tohumlanndan elde edilen gzoter

Sekil 3. 131. Kuguk isirgan otu tohumlarindan elde edilen hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozltlerinin insan prostat karsinoma hucre hattinda (LNCaP) MAP Kinaz ve diger yolaklarda gérev alan
proteinlerin seviyesine olan etkisi. Sonuglar B-aktin ile normalize edildi. Protein bantlarinin
yogunluklari Scion Image Software kullanilarak densitometrik analiz ile belirlendi. Kontrol degerleri

100% alinmistir *: Kontrol grubundan farkh (p<0.05).

3.1.2.8 Urtica urens Tohum Oziitlerinde Topoizomeraz I ve Il Aktivitesinin

Belirlenmesi

KlgUk Isirgan otu (Urtica urens) tohumundan elde edilen hekzan, kloroform ve metanol
Ozltlerinin Topoizomeraz | Uzerine olan inhibisyon etkileri arastirimigtir. Deneyin ilkesi
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topoizomeraz | enziminin supersarmal DNA substratini relakse etmesine ve bu 0Ozelligin
Ozutler tarafindan ne kadar inhibe edildiginin belilenmesine dayanmaktadir. Diger rapor
déneminde belirtildigi Uzere calismalara Topoizomeraz | enziminin c¢alismasi optimize
edilmesiyle baglanmis ve ylksek sitotoksisite gdsteren hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutler denenmeye baglanmistir. Bu amagla, 20 yL hacimde; 3 Unite topoizomeraz | enzimi,
0,3 pg supersarmal plazmid substrati (pBR322), degisik konsantrasyonlarda 6zit, 2 yL 10X
Topo | tamponu (35 mM Tris-HCI, (pH: 8.0), 72 mM KCI, 5 mM MgCI, 5mM DTT, 5 mM
spermidin) karistirilmis ve son hacim su ile 20 pyL’ye tamamlanmistir. Karisim, 37 °C 30
dakika inkub edildi. Her tlipe 6x ylkleme tamponu eklenerek 90 voltta etidyum bromit (EtBr)
iceren %1’lik agaroz jelde, TAE pH 8.0 tamponunda yurutildu. Elde edilen jeller DNR Bio-
imaging system gorintileme sisteminde kullanilarak fotograflandi. (Sekil 43-45). Elde edilen
sonugclara gore, Topoizomeraz | relaksasyon analizinde hekzan kati, kloroform ve metanol
Ozutleri duslk konsantrasyonlarda bile (2.5 pg/ml) Topo | U(zerinde inhibisyon etkisi
go6stermektedir. Bu inhibisyon etkisi en fazla hekzan 6zitinde gézlemlenmistir (Sekil 3.132-
3.134).

Relaks DHA

Siiper Sarmal

DNA

Sekil 3. 132 Degisik konsantrasyonlardaki kiglik isirgan otu tohum hekzan kati 6zitlnin
topoizomeraz | enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,3 pg pBR 322 DNA + 0.1 %
DMSO; Kuyucuk 3: 0,3 ug pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz +0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 ug
pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz + 5, 12.5, 25, 50, 100 pg/ml Hekzan 6zita.
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Relaks DMA

Super Sarmal

DHNA

Sekil 3. 133. Degisik konsantrasyonlardaki ki¢uk 1sirgan otu tohum kloroform ézutlnin topoizomeraz
| enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,3 ug pBR 322 DNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk
3: 0,3 ug pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz +0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 ug pBR 322 DNA +
3 Unite Topoizomeraz + 5, 12.5, 25, 50, 100 ug/ml Kloroform 6ziitd.

s B Bl ——> Relaks DNA

Ll Bl — Siiper Sarmal

DHA

Sekil 3. 134. Degisik konsantrasyonlardaki kiglk isirgan otu tohum metanol 6zitlinin topoizomeraz |
enzimine etkisi. Kuyucuk 1: DNA marker; Kuyucuk 2: 0,3 ug pBR 322 DNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk
3: 0,3 ug pBR 322 DNA + 3 Unite Topoizomeraz +0.1 % DMSO; Kuyucuk 4-8: 0,3 ug pBR 322 DNA +
3 Unite Topoizomeraz + 5, 12.5, 25, 50, 100 pyg/ml | metanol 6zutu.

Ayrica Tip Il topoizomeraz enzimi ile yapilan topoizomeraz dekatenasyon testleri ile 1sirgan
otu tohumundan elde edilen o6zutlerin herhangi bir inhibisyon etkisi olup olmadigi
belilenmigtir. Bu katene DNA ile dekatene Urunler arasindaki yapisal farklarin analizleri
sonucunda topoizomeraz Il inhibitérlerinin tanimlanmasina yapilmaktadir. Bu amagla,
Topoizomeraz Il enziminin ¢alismasi optimize edilmis ve 6zltlerin inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Topoizomeraz | enzim aktiviteside oldugu gibi, 20 pL hacimde; 4 Unite
topoizomeraz Il enzimi, 0,35 ug katene DNA (kDNA), degisik konsantrasyonlarda 6zut, 2 yL
10X ATP Topo Il tamponu (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 120 mM KCI, 10 mM MgCl;,. 0,5 mM ATP,
0,5 mM Dithiothreitol) karigtirimis ve son hacim su ile 20 yL’ye tamamlanmigtir. OzUtlerin

varliginda ve yoklugunda enzimin kinetoplast DNA substratlari ile 37°C’de 30 dk inkubasyon
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suresinde gosterdigi dekatenasyon aktivitesine ait reaksiyon trtnleri 0,5 pg/mL EtBr iceren
%71’lik agaroz jelinde 90 dk yuratuldukten sonra DNR Bio-imaging system goruntileme
sisteminde goruntulenerek analiz edilmistir (Sekil 3.135-3.137)

> Dekatene DNA

Sekil 3. 135. Degisik konsantrasyonlardaki kigik Isirgan otu tohumunun hekzan kati 6zitinin
topoizomeraz Il enzimine etkisi; Kuyucuk 1: 0,35 ug kDNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 2: 0,35 ug kDNA
+ 4 Unite Topoizomeraz Il + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 3-7: 0,3 KDNA + 4 Unite Topoizomeraz Il + 5,
12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml hekzan 6zutu Kuyucuk 8: DNA marker.

Katene DNA

Dekatene DNA

Sekil 3. 136. Degisik konsantrasyonlardaki kiguik isirgan otu tohumunun kloroform o&zitinin
topoizomeraz Il enzimine etkisi; Kuyucuk 1: 0,35 ug kDNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 2: 0,35 ug kDNA
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+ 4 Unite Topoizomeraz Il + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 3-7: 0,3 KDNA + 4 Unite Topoizomeraz Il + 5,
12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml hekzan 6zitl Kuyucuk 8: DNA marker.

Katene DNA

> Dekatene DNA

Sekil 3. 137. Degisik konsantrasyonlardaki kigik Isirgan otu tohumunun metanol 6zitinin
topoizomeraz Il enzimine etkisi; Kuyucuk 1: 0,35 ug kDNA + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 2: 0,35 ug kDNA
+ 4 Unite Topoizomeraz Il + 0.1 % DMSO; Kuyucuk 3-7: 0,3 KDNA + 4 Unite Topoizomeraz Il + 5,
12.5, 25, 50 ve 100 pg/ml hekzan 6zutu Kuyucuk 8: DNA marker.

3.1.2.9 Urtica urens Tohum Oziitlerinin Tiim Genom Transkriptome

Calismalan

Calisma kapsaminda; 6 farkh gruptan toplam 12 adet RNA o6rnegin cRNA doéndsumleri
yapilarak lllumina iScan platformunda 45 binden fazla prob kullanilarak, “HumanHT-12 V4
Expression BeadChip” ile tim genom ekspresyon profili gikariimigtir. Calismada ayni 6rnek
grubuna dahil olan 6rnekler ayni kodla adlandirilip, teknik replika olarak degerlendirilmigstir.
Ham mikrodizi verisi Genome Studio programi yardimi ile elektronik verilere
donusturulmustir. Mikroarray verilerinin kalite kontrol amach olusturulan sinyal yodunluk
grafikleri asagida gosterilmistir. Yapilacak karsilastirmali analizler i¢in her 6rnegin verisinden
arka plan guraltisG uzaklastirlmis ve tum o&rneklerin  verisi yuzdelik (quantile)

normalizasyona tabi tutulmustur. Problarin dagilim grafikleri Sekil 3.138’de verilmigtir.

242



TOeiTan

|
|

|

: B= = = =
- — — se—
> = ——
> —_— ESa——
: B == —— = =3
& —— S — P—
¥ | [ _—— —_— —
£ m— _ =
b4 T IS _ —
s‘ —_— —_ ;— E ———
E -
=
< ]
—_— —
[— — —
— )
= = —
—— :
T——
-1
caco2-c CALO2-KLO CACO2-NET LNGP-C LNGP-KLD LNGP-METY
Mew Paramster

Sekil 3. 138. Profil Plot gosterimi.

Normalize edilen verilerin tim genom gen ekspresyon profilleri arasinda yapilan hiyerarsik
kimeleme analizi sonucu asagidadir. Hiyerarsik kimeleme ‘Hierarchical’ yaklagimi
kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik birimi olarak “Euclidean” ve baglanti kurah “Wards”
olarak segcilmigtir. Ayrica teknik replika olarak c¢aligilan érneklerden elde edilen prob
Isimalarinin ortalama verileri hesaplanarak elde edilen grup verisinin hiyerarsik kimeleme

sonucu ve heta map ler ise Sekil 3.139°da verilmistir.
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Sekil 3. 139. Ornekler baz alinarak yapilan Cluster Analizi (Problu gésterim).

Calismalara 47.322 adet probla baslandi. Bu problar ekspresyon seviyelerine gore filtrelendi.
Normalize datalardan %20’nin altinda isima alinan problar filtrelendi. Filtreye prob takiimadi.
Bir probtan, herhangi bir grupta %20’nin Gzerinde 1s1ima alindiysa, filtreden gegmesi saglandi
ve bu sayede prob kaybi en aza indirildi. Gruplar arasi One Way ANOVA ve Post Hoc Tukey
testleri gerceklestirilmistir. FC (Fold Change) Analizi yapilarak 1.5’den buyuk kat degisimleri

her bir prob icin artis ve azalis olarak belirlendi.

Caco-2 hicre hattinda tohum kloroform uygulamasi sonucunda, 1598 adet probun
ekspresyonu kontrol grubuna gére artmis, 1551 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna
gbre azalmis oldugu saptandi. Hicre hattinda kloroform 6ziti uygulamasi sonucunda bu
genlerin hicre déngusl, apoptoz, kromozom segragasyon, yagd asiti sentezi, RNA
stabilizasyonu, protein kinaz kaskati, mikro RNA prosesi gibi 577 degisik yolakta bulundugu
saptanmistir. Benzer sekilde filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, Caco-2 hiicre
hattinda metanol uygulamasi 2444 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére
artmasina, 2383 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna gére azalmasina sebep olmustur.
Bu genlerin hangi yolaklar da bulundugunun saptanmasi amaciyla ileri analizler yapiimis ve

691 adet yolakta 6zut uygulamasi sonucunda degisimler saptanmigtir. Analizler sonucunda
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apoptoz, kanser, wnt sinyal yolagi, P53 sinyal yolagi, DNA replikasyonu, anjiogenez,
karbonhidrat, yag, streol metabolizmasi, nikleotid metabolizmasi, protein kinaz, vitamin A
ve Karetonoid metabolizmasi gibi metabolik yolaklar tohumdan elde edilen kloroform 6zutu
uygulamasi sonucunda sonucunda degismektedir. TUm bu sonugclar daha énce elde ettigimiz
Real Time PCR ve western blot sonuclari ile de értiismektedir. Benzer sekilde LNCAp hiicre
hattinda tohum kloroform ve metanol 6zitlerinin tum genome mRNA seviyelerine etkileri
belirlenmigtir. Bu hicre hattinda kloroform 6zitl uygulamasi sonucunda elde edilen
filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 1386 adet probun ekspresyonu kontrol
grubuna gore arttigi, 1399 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére azaldigi
saptanmistir. Bu genlerin ileri analizi sonucunda protein sentezi, apoptoz, hicre déngusu,
mTOR Sinyal yolagi, DNA tamir yolagi gibi 464 degisik yolakta degisimler saptanmistir.
Benzer sekilde, LNCAp hicre hattinda metanol uygulamasi sonucunda elde edilmis
filtrelenmis oOrneklerden FC analizi sonucunda, 1067 adet probun ekspresyonu kontrol
grubuna gore artmig, 1146 adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére azalmistir. DAVID
analizleri sonucunda ksenobiyotik metabolizmasi, apoptoz, hicre dongusu, kalsiyum
metabolizmasi, oksidatif stress, nonkoding RNA metabolizmasi, pentoz fosfat yolagi gibi

toplam 677 adet metabolik yolakdaki genlerde degisimler gozlemlenmigtir.
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4. TARTISMA

Kanser, organizmaya ait hicrelerin ¢esitli nedenlerden dolayi kontrolstiz sekilde ¢ogalmalari
ile karakterize edilen bir hastaliktir. Bu kontrolsiz ¢odalma sonucu timér adi verilen kitle
olusmaktadir. Tumorler normal vicut isleyisini, bulundugu dokuya bagl olarak sekteye
ugratmakta ve organizmaya d6limle sonuglanabilecek zararlar vermektedir. Erken teshis ve
tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lim nedeni olarak ilk siralardaki yerini son
20 yildan beri korumaktadir. Saglik Bakanlhgi Kanser Daire Baskanhigr 2013 yili verilerine
gobre kanser hizi erkeklerde ylzbinde 267,9 kadinlarda ise ylzbinde 186,5’dir ve toplam
kanser insidansi ise yluzbinde 227,2'dir. Yine bu verilere gore lGlkemizde 2013 yilnda 174 bin
kisiye yeni kanser teshisi konulmustur. Bu baglamda kanser tedavilerini daha etkin hale

getirmek son yillarda yapilan birgok calismanin hedefi olmustur.

Son yillarda modern tip uygulamalarindaki ciddi gelismeler ile birlikte modern tip
uygulayicilarinin alternatif tedavi yontemlerine bakis acisi bilimsel cercevede sorgulama ve
hastaya katki saglayabilecek kanitlanmis uygulamalari Klinik pratiklerine dahil etmeye
baslamak yonunde ilerlemigtir. Bilimsel ve etik uygulamalar dahilinde kanser gibi tedavi ve
takip sureci son derece gl¢ olan bir hastalikta hastanin tedavi basarisina ve yasam
kalitesine katki saglayan yontemlerin aranmasi ve denenmesi kaginilmaz olmustur. Amerika
Birlesik Devletlerinde alternatif tedavi yontemleri icin Ulusal Kanser Enstitisi (National
Cancer Institute)' ne bagl kanser tamamlayici ve alternatif tip ofisi (OCCAM) ve Ulusal Saghk
Enstitist (National Institute of Health)’ne bagh ulusal tamamlayici ve alternatif tip merkezi
(NCCAM) kurulmus ve bu kurumlar ile de bilimsel alandaki birgok yontem sorgulanmaktadir.
Tdm dinyada oldugu gibi Ulkemizde de tamamlayici ve alternatif tip yontemleri konusunda
bir kavram karmasasi yasanmaktadir. Bu nedenle de bu kavramlar birbirinden ayri

kullaniimali ve agikga tanimlanmalidir.

Tdm bunlarin sonucunda, ginimuizde g¢ogunlugu bitkisel preparatlar olan alternatif tedavi
urlnlerine gosterilen ilgi her gecen gun artmakta, hem halk saghgi acgisindan onem
olusturmakta ve hem de gok blyuk bir ekonomik deger olarak ortaya gikmaktadir. ABD’de
zaman iginde artan ve son yillarda topluma 40 milyar dolar maliyeti asan alternatif tedavi
yontemleri ulusal stratejilerin gelismesine ve bu yontemlerin bilimsel ¢ercevede
sorgulanmasina neden olmustur. Bu duruma verilebilecek en iyi 6rnek NCI tarafindan 1971

yiinda ABD’de yetisen Taxus brevifolia’nin kabugundan izole edilen taxol bilesigidir ve bu
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bilegik FDA tarafindan 1992 yilinda ovaryum ve 1994 yilinda da meme kanserli hastalara

verilmek Uzere ruhsatlandiriimigtir.

Bu nedenle, bu ¢alismada Turkiye’de kanser hastalarinin siklikla kullandidi bitkilerden birisi
olan Urtica urens’in (kUgUk Isirgan otu) iyilestirici etkilerinin molektler mekanizmalari insan
kanser hicre hatlarinda degisik yaklagimlar ile aciga kavusturulmaya calisildi. Ayrica, bu
bitkinin yaprak ve tohumlari icerigi cesitli teknikler kullanilarak ve saf madde izolasyonlari
tanimlamaya c¢alisildi. Literatlirde Urtica urens ile ilgili yapilan ¢alismalar sinirli sayida olup
olasi anti-karsinojenik etkisinin molekiler mekanizmalarinin aydinlatiimasi disinda anti-
enflamatuar, anti-nosiseptiv etkili oldugu yénitndedir (Marrassini ve dig. 2010). Yapilan diger
bir calismada Urtica urens’in karsinojen/prokarsinojen ve diger ksenobiyotiklerin
metabolismasinda rol oynayan sitokrom P450 izozimleri ile bazi Faz Il enzimlerinin enzim
aktiviteleri ile protein ve mRNA seviyelerini etkiledigini gdstermistir (Ozkarsli ve dig. 2008,
Agus ve dig. 2009). Onemli bir kimyasal karsinojen olan 3-metilkolantren uygulanmasi ile
indiklenen CYP1A1/1A2in i1sirgan tohumlarindan hazirlanan ekstre verilmesiyle baskilandigi
bu calismalar ile belirlenmistir (Ozkarsli ve dig. 2008). Ayrica, benzen, piridin, nitrozaminler
gibi birgok dusik molekller agirlikli prokarsinojenik maddelerin metabolizmasinda rol
oynayan CYP2E1 izozimi ekstre uygulanmasi sonucunda dnemli derecede inhibe olmustur
(Agus ve dig. 2009). Fakat bu izozimlerin 1sirgan tohumu ekstresi sonucunda inhibisyonun
molekiler mekanizmasi hakkinda bir bilgi yoktur. Laboratuvarimizda yapilan bu c¢alismalar
ve elde edilen sonuglar bu projenin dnemli ¢ikis noktalarindan birisi olmustur. Ayrica, Urtica
urens bitkisinin se¢iminde halk arasinda 6zelliklede kanser hastalarinda c¢ok fazla
kullaniilmasi sonrasinda ise literatlirde anti-karsinojenik ve anti-oksidant etki mekanizmalari

hakkinda veri bulunmamasi diger etmenler arasindadir.

Proje kapsaminda Urtica urens yaprak ve tohumlarindan hekzan, kloroform ve etil asetat
¢ozuculeri kullanilarak ozutler elde edilmis ve bu 6zltlerin hem icerik analizleri hem de
madde izolasyonlari bu proje ile ilk defa gergeklestiriimistir. Tohum O6zutlerinde ¢ok fazla
miktarda seker ve organik kalinti olmasindan 6turtu saflastirma islemlerinde farkh yaklagimlar
denenmistir. Ornegin, ylksek aktivite gosteren kloroform ve metanol ézitleri saf madde
izolasyonlari igin birlestiriimis ve galigiimig, fraksiyonlara ayirmak pek mimkin olmamigtir.
Elde edilen ekstrelerin ve fraksiyonlarin GC-MS ve LC-MS teknikleri kullanilarak icerik
analizleri yapilmistir. GC-MS ile yaprak ve tohum hekzan 6zutlerinin analizinde major bilesen
olarak %90-95 oraninda genellikle yag asidi ve basit alken agirlikli bilesikler tespit edilmigtir.
inflamatuar eikozanoidler, sitokinler ve reaktif oksijen tiirlerinin (iretimindeki azalma ile birlikte

timor hicrelerindeki inhibitor etkisinden dolayi bircok yag asidi anti-kanser ilaglara ek olarak
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kullanilir (Hunt ve Dean 1989, Calder 2006, Deckelbaum ve di§. 2006). Ornegin, doymamig
yag asitlerinin hicre membranlarinin fonksiyonu ve yapisi Uzerindeki genis etkileri
(Szachowicz-Petelska ve dig. 2007) disinda birde pankreatik adenokarsinoma hucrelerine
(Pettersson ve di§g. 2002), neoplastik hicrelere (Germain ve dig. 1998) ve lenfositlere
(Kageyma ve dig. 1989) kars! sitotoksik etkisi de belirtiimistir. Yag asidi profilinde tespit
edilen ¢oklu doymamig yag asitlerinden bazilari gama-linoleik asit (GLA), linoleik asit (LA) ve
arasidik asittir. Yapilan bir arastirmada GLA, Tamoxifen adli meme kanserinde kullanilan
ilacla birlikte kullaniimis ve hastalarin ilaca yanit verme oraninda artis tespit edilmistir (Kenny
ve dig. 2001). Baska bir calismada ise GLA’nin kronik 16semi K562 hicre hattinda lipid
peroksidasyonunu ve kaspaz-3 aktivasyonuyla apoptozu indikledigi saptanmistir (Ge ve dig.
2009). Farkh timor hicreleri kullanilarak yapilan bir baska ¢alismada da Euphorbia kansui
bitkisinden extrakte edilen LA'in membran butinliginin bozulmasi ve timoér hicresinde
apoptozun indiklenmesi ile anti-timér etkisi goésterdigi bulunmustur (Farong ve dig. 2008).
Urtica urens bitkisinden elde edilen hekzan 6zitinin de igerigindeki doymamis yag
asitlerinden ve eser miktarda bulunan diger bilesiklerden dolayr anti-kanser etkisi

gosterebilecegi dustniulmektedir.

Calisma kapsaminda, tohum ve yapraklardan elde edilen hekzan &zitlerinde hekzadekanoik
asit metil esteri, stigmasterol ve Daucosterin bilesikleri saflastiriimis ve yapilari NMR
calismalari ile aydinlatilmigtir. hekzadekanoik asit metil esteri birgok bitkide bulunan ve ayni
zamanda izole edilen, anti-oksidant, hipokolestrolemik, anti-kanser gibi degisik biyolojik
aktiviteleri rapor edilen bilegiktir (Sudha ve ark., 2013; Ajoku ve ark., 2015). Stigmasterol, bir
bitkilerde bulunan bir polisteroldur. Ayni zamanda; bitkilerde birgok maddenin yapiminda
kullanilan bir kdk bilesiktir. Proje kapsaminda c¢alistigimiz bitkinin yani sira birgok bitkinin
tohum ve yapraklarindan izole edilen anti-oksidant, anti-kanser anti-mikrobial, Anti-arthritik,
Anti-astim, Diuretik ve Anti-inflamatuar aktivilere sahip bir bilesiktir (Woyengo ve ark., 2009;
Ghosh ve ark., 2011; Sudha ve ark., 2013). Daucosterin stigmasterol gibi bir polisterol olup
Panax ginseng gibi degisik bitkilerde izole edimis aktif bir bilesiktir. Bu polisterol, degisik
hicre hatlarinda disik konsantrasyonda hicrelerin dimesine sebep olmustur (Guevara ve
ark., 1999; Wang ve ark. 2007). Hem GC-MS sonuglarinda belirlenen fitol gibi maddeler hem
de izole edilen maddeler kuglk isirgan otunun muhtemel anti-karsinojenik ve anti-oksidant

aktivitesi olabilecegini ortaya koymustur.

Bunlarin disinda LC-MS ile kloroform, etil asetat ve metanol 6zutlerinin igerik analizleri hem
yaprakta hem de tohumlarda gergeklestiriimis olup dzelikle etil asetat 6zutinde digerlerine

kiyasla daha c¢ok fenolik bilesik tespit edilmistir. Hem kitlphane taramasinda hem de
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salisilik asit, kersetin, kaftarik asit, gentisik asit, protokatesuik asit, 4-hidroksibenzoik asit,
kafeik asit, vanilik asit, 4-hidroksibenzaldehid, sikorik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
apigenin-7-glukozit, rosmarinik asit, protokatesuik asit ethyl ester, sinamik asit, naringenin,
kamperol, gallik asit, klorojenik asit, katesol, katesin, 4-hidroksibenzoik asit, rutin, hesperidin
gibi fenolik maddeler standard olarak kullanilarak yapilan calismalarda bu &zitlerin ve
fraksiyonlarinin bu maddeleri icerdigi saptanmigtir. Bitkilerde bulunan birgok dogal fenolik
bilegiklerin (6zellikle flavonoidler) kanser biyolojisinde ve tumor baskilanmasinda dnemli rol
oynayan bir¢gok genin, protein ve gen ekspresyon seviyelerini dedistirdikleri, bu sayede anti-
karsinojenik etki gosterdikleri bilinmektedir. Yapilan calismalarda cesitli bitkilerden elde
edilen bu bilesiklerin pankreas, akciger, deri, tiroid ve goégus kanseri hiicre hatlarinda
mitokondrial yolak aktivasyonu ile Bax/Bcl-2 oranini artirarak (Kang ve dig. 2010, Shin ve
dig. 2010, Wang ve dig. 2010, Zhang ve dig. 2009) anti-kanser etki gosterdigi saptanmistir.
Ayrica, Calisma kapsaminda Urtica urens yaprak oOzutlerinde urasil, rutin ve 4-
hidroksibenzoik asit saflastiriimis ve yapisi NMR calismalari ile aydinlatilmistir. Bu maddeler
literatlir de bilinen ve daha 6nce degisik bitkilerde saflastirilan maddeler olarak karsimiza
¢lkmaktadir. Bu maddelerden rutin birgok bitkide bulunan ve Whnt sinyal yolagi, JAK-STAT
sinyal yolagi, EGF sinyal yolagi, AP-1, NF-kB ve Akt sinyal yolaklari module ederek anti-
karsinojenik aktivite gosteren bir bilesik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Perk ve ark., 2014).
Benzer sekilde urasil ve derivativleri ile 4-hidroksibenzoik asit degisik yolaklar etkileyerek
kanser hucrelerin 6lmesine sebep olan bilesiklerdir (Wang ve ark., 2014; Seidel ve ark.,
2016). Hem LC-MS sonuglarinda belirlenen maddeler hem de izole edilen maddeler kiiglk
Isirgan otunun muhtemel anti-karsinojenik ve anti-oksidant aktivitesi olabilecegini ortaya

koymustur.

Proje kapsaminda yapilan igerik analizleri sonucunda Urtica urens bitkisine ait &zttlerinin
anti-kanser etki mekanizmalarini aydinlatabilmek amaciyla 3 degisik hicre hattinda sitotoksik
etkileri ve farkli yolaklara ait yaklasik 35 adet genin mRNA ekspresyon dizeyindeki
degisimlerine bakilmigtir. Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda yapraklarda hekzan, etil
asetat ve kloroform ile tohumlarda hekzan kati, kloroform ve metanol 6zutlerinin 6zutiinde
ED(50) degerlerinin son derece dusuk oldugu saptanmistir (Tablo 4.1). Sitotoksisite
sonuglarina gore yukarida belirtilen maddelerin izolasyonu gerceklestirilmigtir. Ayrica bu
sonuglara gore yuksek aktivite gosteren O0zutler ayni hicrelere uygulanmig ve bu hicrelerde
bircok metabolik yolaklarla iligkili genlerin mRNA ekspresyon duzeylerinde 6zut uygulamasi
sonucunda meydana gelen degisimler ortaya konulmustur.

Tablo 4. 1.Hicre hatlarinda Kiglik isirgan otu uygulamasi sonucunda elde edilen LD50 dozlari.
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LD50
A549 Caco-2 LNCaP
Hekzan oziitii 27,8ug/ml 35,3ug/ml 20,5ug/ml
% Kloroform &ziitii 35,1ug/ml 42,5ug/ml | 35,9ug/mi
g Etil Asetat dziitii 29ug/mi 31,2ug/ml | 25,6pg/ml
Metanol 6ziitii 73,6ug/ml 72,5ug/ml | 78,1ug/ml
Hekzan kati 6ziitii | 28,45ug/ml 28,9ug/ml | 31,3pg/ml
y Hekzan sivi 6ziitii 100,1ug/ml 126,15ug/ml | 258,4ug/mi
% Kloroform oziitii 38,5ug/ml 48,9ug/ml | 36,3ug/ml
< Etil Asetat oziitii 306,02ug/ml | 128,35ug/ml | 216,7ug/ml
Metanol oziitii 78,9ug/ml 33,96ug/ml | 58,6ug/ml

Programli hiicre 6limi olan apoptozun gergeklesmesi, hicre membrani tarafindan 6lim
sinyallerinin alinmasiyla kaspaz aktivasyonu ya da DNA hasari neticesinde Bcl-2 ailesi
dyeleri tarafindan mitokondriyal membran butinliginin bozularak sitokrom c saliminiyla
sitokrom c¢, kaspaz-9 ve Apaf-1’den olusan apoptozom kompleksinin olusumu temeline
dayanmaktadir. Anti-karsinojenik calismalarda en ¢ok apoptoz yolaginda etki goriimektedir.
Calismamiz kapsaminda apoptoz yolagiyla iligkili Apaf-1, Bax, Bcl-2, Casp-3, Casp-9, Fas,
Parp, Tnf ve Traf-2 genlerinin mRNA ekspresyon dizeyindeki degisimlerine bakilmistir. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde Urtica urens yapraklari ve tohumlarindan elde edilen
Ozutlerin uygulamasi sonucunda Apaf-1, Bax, Casp-3, Casp8, Casp9, Fas, Traf2 genlerinin
MRNA ekspresyon dizeylerinde anlamli degisimler (6zellikle artiglar) saptanmistir. Bunlara
ters olarak, ED(50) uygulamasi sonucunda Bcl-2 geninin mRNA ekspresyon dizeyinde
anlamh bir azaliglar saptanmistir. Urtica urens etil asetat 6zitinin mRNA ekspresyon
dizeylerindeki degisimlerden yola g¢ikarak anlamh bir degisim g&steren bu genlerinin protein
dizeyindeki etkisini saptamak icin LD50 uygulanan hiicrelerden western blot analizi
yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére, bu genlerin protein seviyelerinde mRNA calismalarini
destekler elde edilmistir. Apoptoz mekanizmasinin temelinde kaspaz aktivitesi
bulunmaktadir. Kaspazlar iki temel yolakla aktive olmaktadir: i¢ ve dis yolak. (Wong 2011) ig
yolak mitokondrial permeabilitenin artmasi ve sitokrom ¢ gibi proapoptotik proteinlerin
sitoplazmaya salinmasi ile sonuglanir. Bu yolak Bcl-2 ailesinden bir grup protein tarafindan
duzenlenir (Keane ve dig. 2001). Bu sekilde kanser hicresi buyime 6nleyici etkisi Bcl-2 gibi

anti-apoptotik gen urUnlerinin ve gesitli proliferatiflerin ifadesinde azalmayla iligkilidir. Bcl-2

250



N
ailesi 2 gruba ayrilmaktadir: pro-apoptotikler (Bax, Bim vs.) ve anti-apoptotikler (Bcl-2, Bcl-W
vs.). Bax/Bcl-2 orani apoptozda onemli rol oynamaktadir. Bu oranin artmasi sitokrom c
salinimi artirir ve kaspaz yolaklarini aktif hale getirir. Anti-apoptotik Bcl-2 proteini, pro-
apoptotik proteinleri nétralize eder ve komsu hicrelerinin apoptoza ge¢cme yetenedini
belirlemede o6nemlidir. Bax normalde sitoplazmadayken apoptozu baglatmak igin
mitokondriye transloke olur (O'Brien 2008).Elde edilen tUm bu sonuglar hucre hattinda
belirlenen LD50’nin anti-kanser etki mekanizmasini hilcrede apoptozu i¢ ile dis yolak
Uzerinden indikleyerek sergiledigini distindtrmektedir. Ayrica ¢calisma kapsaminda yapilan
tim genom transkriptom analizleri sonucunda anlamli bulunan yolaklar arasinda apoptoz

regulasyonu yolaginin bulunmasi da elde edilen verileri desteklemektedir.

Hucre doéngusl, siklusa 6zglu bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagiml serin/treonin
protein kinazlar ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri tarafindan 6zgun olarak kontrol edilir.
Siklinler, CDK ve CKI’lerin diizeyleri hiicre déngusinin ¢esitli asamalarinda farkhlik gosterir
ve olduk¢ca komplike bir dizen icinde déngunin ilerlemesini dizenlerler. CDK’lar kendi
baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, sikline baglandiklarinda aktiflesir ve bdylece
aktif siklin-CDK kompleksleri meydana gelir. Calismamizda hicre dongusunu duzenleyici
CDK2, CDK4, CDKN1A, CyclinD1 ve CyclinD2 genlerinin mRNA ekspresyon duzeyindeki
degisimlerine bakildiginda Urtica urens o6zltlerin uygulamasi sonucunda sadece bu
genlerinde mRNA seviyelerinde anlamli bir degisim saptanmistir. Bu degerler CyclinD1 ve
D2 ile CDK2 ve 4 genileri icin birgok 6zutte azalma CDKN1A ve 2A genlerinin mRNA
ekspresyon seviyesinde de ise artis olarak karsimiza ¢ikmaktadir. ED(50)de 4,03 kat
anlamh bir artis elde edilmistir. Bunlara ek olarak CylinD1 geninin mRNA ekspresyon
dizeyinde etil asetat 6zutu uygulamasi sonucunda sirasiyla ED(25) ve ED(50)'de 2,93 ve
2,97 kat anlaml bir artis saptanmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak kanser hicre hatlarinda
0zt uygulamasi sonucunda hicre déngusinun dizenlenmesinde ve 6zellikle hicrelerin G1
fazinda durakladigi ortaya surllebilir. Birgok bitki 6zutl ve resveratrol gibi birgok fenolik
bilesigin hicre déongusunin G1, S, S/G2 ve G2 gibi farkh asamalarinda gesitli hicrelerde
inhibisyon etkisi gosterdigi hem in vitro hem de hayvanlarda kanser modeli ile in vivo olarak
gOsterilmistir (Duthie 2007, Fresco ve dig. 2006, Aggarwal ve Shishodia 2006, Meeran ve
Katiyar 2008, Gusman ve dig. 2001). Ayrica tum genom transkriptom analizleri sonucunda
etil asetat i¢in anlamli bulunan yolaklar arasinda hlcre déngisu proteinlerinin APC-C iligkili
yikimi yolaginin bulunmasi elde edilen verileri desteklemektedir. Anafaz ilerletici kompleks
(Anaphase Promoting Complex or Cyclosome, APC-C) mitotik siklinlerin yikimini ve
mitozdan c¢ikisi kontrol etmektedir. G1 fazinin uygun uzunlugunu koruyan bu kompleks
interfazda aktiftir (Peters 2002).
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Tamodr baskilayici genler hicre ¢ogalmasini kontrol altinda tutan genlerdir. Etkilerini;
bozulmus hicre déngisinin devamini engelleyerek, gerekli durumlarda hiicreleri apoptoza
yonlendirerek, hucre igerisinde DNA replikasyonu ve tamiri ile segregasyonun hatasiz
gerceklesmesini kontrol altinda tutarak, mutasyon oranlarinin diguk seviyede tutulmasini ve
genomun stabil kalmasini saglayarak gosterirler. Bu genlerden baslicalari: Retinoblastoma
(Rb), p53, PTEN, BRCA-1 ve BRCA-2, Adenomatoz polipozis koli (APC), VHL, NF-1 ve NF-
2 genleridir. PRb (Rb protein) hicre siklusunda G1'den S fazina ilerlemesinde fren gorevi
yapan proteindir. Bu protein fosforilasyon ile duzenlenir. Aktif defosforile formu E2F ailesi
transkripsiyon faktorlerini baglar ve hicre siklusunun G1'den S fazina gegmesine engel olur.
Hicre blyldme faktorleri ile uyarildigi zaman, Siklin D / Siklin bagimh kinaz 4 (CDK 4) /
CDKN2A (siklin bagimh kinaz inhibitori 2A) kompleksi pRb’u fosforile ederek inaktive eder
ve hiicre siklusunun S fazina gegcmesini saglar. insan kanserlerinin cogunda hiicre siklusu bu
noktada duzenleyen duzenleyicilerin (CDKN2A, siklin D, CDK4 ve Rb) en azindan biri
mutasyonludur (Zhuang ve ark., 2010, Semczuk ve ark., 2004). Diger 6nemli timor
baskilayici gen p53’tir. p53 geni 17. kromozom Uzerinde bulunur. 11 eksondan olusur. DNA
hasari sonrasi ekspresyonu artar ve DNA tamiri tamamlanana kadar hicrenin S fazina
girmesini engeller. Bu durumda, hlicrede p53 proteini, p21 proteininin yapimini stimule eder.
P21, CDK2 ile birlesince siklin bagimli kinaz-siklin yolagini inhibe eder ve hicre bolinmede
bir sonraki safhaya gegemez. Huicre siklusu durunca DNA onarimina yardimci proteinlerin
ekspresyonunu artirir. Sayet hata gideriimez ise bu hicreleri apoptoza yonlendirerek yok
edilmelerini saglar. p53 timdr baskilayici gen, insan kanserlerinde en sik mutasyon gdsteren
genlerden biridir (Machado-Silva ve ark., 2010). Calisma kapsaminda timor baskilayici
PTEN, P53ve RB proteinleri ile bunlarin diizenlenemsinde rol alan E2F4 proteinin mRNA
ekspresyon duzeyindeki degisimlerine bakildiginda Urtica urens yprak ve tohumlarindan elde
edilen oOzutlerin uygulamasi sonucunda istatistiksel olarak anlamlh artiglar gdézlenmistir.
Ayrica calismalarin devaminda yapilan western blot yontemiyle P53, Rb, PTEN ve E2F4
genlerin protein dizeyinde analizi yapiimistir. Elde edilen sonuglarda 6ziatlerin mRNA
sonuglarina benzer sekilde bu genlerin protein seviyelerinde 5 kata kadar anlamli artiglar
tespit edilmektedir. PTEN ekspresyonundaki artis, azalan Akt/PKB aktivitesi, hiicre yasami,
mitozu ve anjiyogenezi baskilar, apoptozu indikler (Abate-Shen ve Shen 2000, Nelson ve
dig. 2003, Dong 2006). Elde ettigimiz veriler neticesinde Urtica urens O6zutlerinin tGmor
baskilayici P53, PTEN ve RB igin gen ve protein duzeylerindeki anlamh artisin hudcre
dongusunu baskilayici, apoptozu indlkleyici etki gOstererek anti-kanser etkili olabilecegini
dusundirmektedir. Ayrica birgok kanser turiinde aktive olan bir transkripsiyon faktéru c-Myc
hicre dongusunin ilerlemesi ile DNA replikasyonunu uyarir (Dong 2006). c-Myc igin yapilan

gRT-RZR sonucunda mRNA seviyesinde bazi 6zltlerde ve bazi hiicre hatlarinda anlaml bir
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azalig gozlenirken, western blot analizi sonucunda protein seviyesinde anlamli bir degisim

gbzlenmemistir.

Proliferatif hiicre ici sinyal yolaklari olan mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK), fosfotidil
inozitol-3 kinaz (PI3K) ve nlkleer faktdr-kappaB (NFkB) timdér hicresinin ¢gogalmasinda
merkezi éneme sabhiptirler. Bu yolaklar, bluylime faktorlerinin reseptérlerine baglanmasini
takiben aktive olurlar ve DNA'ya direkt baglanarak transkripsiyonu arttiran mediyatorlerin
sentezine aracilik ederler. Hucre ici sinyal yolaklarinda goérev alan AKT1, ERK2, JNK1 ve
P38 genlerinin mRNA ekspresyon duzeylerindeki ekspresyonlarinda anlamli degisimler
saptanmistir. Tim bunlara ek olarak yapilan western blot analizinde bu sonuglari destekler
degisimler saptanmistir. Akt (serin/treonin kinaz) ve P13K aktivasyonu meme, ovaryum,
Ozefagus gibi bircok kanser tirinde gosterilmistir. Reaktif oksijen turleri (ROS), PTEN’in
inhibisyonu araciligiyla Akt'i aktive etmektedir. Aktiflesmis Akt, siklin bagiml kinaz inhibitort
p27°'nin ekspresyonunu azaltarak ve c-Myc ve siklinD1 ekspresyonunu arttirarak hicre
proliferasyonunu uyarir. Akt, MDM2 etkilesimi yoluyla da P53Gn proteozomal
degredasyonunu artirarak ve caspase-9 gibi proapoptotik molekilleri inaktive ederek

apoptozu inhibe eder (Chesire ve Isaacs 2003, Reuter ve dig. 2010).

Bitkilerde bulunan birgok dogal fitokimyasalin (6zellikle flavonoidler) kanser biyolojisinde ve
timor baskilanmasinda énemli rol oynayan birgok genin, protein ve gen ekspresyon
seviyelerini degistirdikleri, bu sayede anti-karsinojenik etki gosterdikleri bilinmektedir.
Ornegin, fitokimyasallarin kullanilarak apoptoz indiiklenmesi ve kanser hiicrelerin yok
edilmesi, kanser tedavisinde ¢ok 6nemli ve umut vaat edici bir strateji haline gelmigtir.
Ginkgo, Echinacea, sarimsak, zencefil gibi bitkilerden elde edilen ekstreler veya droglar, oral
kavite, pankreas, akciger, deri, tiroid ve gégls kanser hlicre hatlarinda kaspaz 3’e bagiml,
JNK-c-Jun-FasL-kaspaz-3 sinyal yolagini aktive ederek, Bax/Bcl-2 oranini artirarak, p53
yolagini aktive ederek, mitokondrial yolak aktivasyonu ile (sitokrom c, Bax, Bcl-2, kaspaz 8,
kaspaz-9, kaspaz-3), TNF, nitrik oksit sentaz, nuklear faktor Kappa B (NF-kappaB) gibi
proteinlerin  seviyelerini  degistirerek apoptozu indukledikleri yapilan calismalarla
belirlenmigtir. (Kang ve ark., 2010., Oyagbem ve ark., 2010, Shin ve ark., 2010, Wang ve
ark., 2010 Kuang ve ark., 2009, Zhang ve ark., 2009). (")rnegin, Uzumden izole edilen
resveratrol anti-karsinojenik etkisini COX-2, INOS, JINK, MEK, AP-1, NF-kB, p21
Cip1l/WAF1, p53, Bax, Kaspazlar, survivin, siklin D1, siklin E Bcl-2, Bcl-xL, clAP, Egr-1,
PKC, PKD, Kasein kinase I, 5-LOX, VEGF, IL-1, IL-6, IL-8, AR, PSA, CYP1Al, Typell-
Ptdins-4 kinaz, Cdc2-tyrl5* HO-1, Nrf2, endothelin-1 gibi birgcok proteinin seviyesini

degistirerek goOstermektedir. Benzer sekilde, zerdagal'dan izole edile curcumin ve
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deoksicurcumin NF-kB, AP-1, Egr-1, STAT1, STAT3, STAT5, PPARg, EpRE, CBP, B-
katenin, Nrf2, IKK, EGFR, HER2, AKt, Src, JAK2, TYK2, JNK, PKA, PKC, VCAM-1, Bcl-2,
Bcl-XL, ICAM-1, TF, AR/ARP, P53, MDR, ELAM-1, FTPaz, GST, GSH-px, uPA, HO, XOD,
siklin D1, 5-LOX, COX-2, | NOS, MMP-9, TNF, IL-6, IL-8, IL-12 kanser biyolojisinde ve timor
baskilanmasinda 6nemli rol oynayan proteinleri miktarlarini ve aktivitelerini degistirdigi ve bu
sayede anti-karsinojenik, anti-mutajenik, anti-oksidant etki gosterdigi bilinmektedir (Aggarwal
ve ark., 2006). Proje kapsaminda elde edilen sonuglara bakildiginda hem mRNA hem de
protein seviyesinde yukaridaki bahsedilen proteinlerin ekspresyon seviyelerinde Isirgan
otundan elde edilen 6zitler anlamli degisikliklere sebep olarak kanserli hiicreleri imesine ve

dolasiyla anti-karsinojenik etki gosterdigi sonucuna rahatlikla varilimaktadir.

DNA topoizomerazlar DNA replikasyonu, traskripsiyon, rekombinasyon, kromozomlarin
ayrilmasi gibi olaylarda rol oynayan enzimlerdir. Bu enzimler hicre c¢ogalmasi ve
bolinmesinde mutlak gerekli enzimlerdir. Dolayisiyla, topoizomerazlarin inhibe edilmesi
kontrolsuz bdlinen kanser hucrelerin bolinmesini durdurmasi acgisindan onem arz
etmektedir. Bu nedenle topoizomeraz inhibitérlerinin tanimlanmasi ve de bunlarin kanser
kemoterapik ajani olarak kullaniimasi giderek artan bir sekilde karsimiza c¢ikmaktadir
(Champoux, 2001). Ozellikle Topoizomeraz II'nin hiicre déngusi sirasinda miktarinin
degismesi, bu enzimi ¢esitli anti-karsinojenik ajanlarin hedefi haline getirmistir. Tum bunlara
ek olarak, calisma kapsaminda Urtica urens 6zUtlerinin DNA topoizomeraz | ve Il enzimi
uzerine inhibisyon etkileri relaksiyon yontemi ile belirlenmistir. Relaksiyon yontemiyle alinan
deney sonugclarina gére yaprak hekzan, kloroform ve etil asetat ile tohumlarda hekzan kati,
kloroform ve metanol 6zutlerinde dusuk konsantrasyonlarda bile DNA topoizomeraz | enzimi
uzerine inhibitdr etkili oldugu saptanmigtir. Bu 6zltlerin inhibisyon etkisi kiyaslandiginda
hekzan 6zitlindeki inhibisyon etkisinin daha fazla oldugu saptanmistir. Diger taraftan DNA
topoizomeraz Il enzimi ile yapilan dekatenasyon testinden elde edilen sonuglara gore yaprak
hekzan 6zutinde yuksek bir inhibisyon etkisi gozlenirken, kloroform ve etil asetat 6zutlinde
herhangi bir inhibisyon etkisi gézlenmemigtir. Tohumlarda ise her u¢ Ozutte yuksek bir
topoizomeraz Il inhibe edici 6zellige sahip oldugu sonucuna varilabilir. Elde edilen veriler
neticesinde DNA topoizomeraz | ve Il enzimleri ile yapilan DNA relaksasyon, dekatenasyon
analizlerine gore o6zellikel hekzan 6zutlerinin icerigindeki bilesik ve/veya bilesiklerin anti-
kanser etkisinde bu enzimleri hedefleyebilecegdi dusunulebilir. Ancak yaprak kloroform ve etil
asetat 0z0tl icerigindeki bilesik ve/veya bilegiklerin DNA topoizomeraz Il enzimini
hedeflemedigi, anti-kanser etkisinin bu enzimden bagimsiz olarak farkh yolaklar Gzerinden

gerceklestigi sonucuna varilabilir.
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Bircok dogal fitokimyasalin (6zellikle flavonoidlerin) 6zgln sitokrom P450 isozimlerini
indUkledikleri, aktivitelerini artirdiklari veya ketledikleri ve bdylelikle ikincil uyartilara olan
cevaplarini dedistirdigi bilinmektedir. Bircok karsinojenin DNA gibi makro molekillere
kovalent olarak baglanabilen reaktif elektrofiik metabolitlere veya inaktif metabolitlere
donusumleri CYP450 (6zellikle CYP1A, CYP1B, CYP2E ve CYP3A) enzimlerince
katalizlenmektedir (McLemore 1990, Smith ve ark. 1996, Conney 2003). Olusan reaktif
metabolitler diger Faz | veya Faz Il enzimlerince inaktif Urinlere donusturilmektedir. Sonug
olarak, karsinojenlerin bu sekilde detoksifikasyonunda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin
vel/veya diger Faz | ve Faz Il enzimlerinin indiksiyonu, karsinojenlerin etkilerine karsi bir
koruma ve savunma sistemi olusturabilir. Btlin P450 izoformlarinin icinde CYP1A (CYP1A1
ve CY1A2) karsinojenlerin, mutajenlerin ve c¢evresel kirleticilerin metabolizmasinda rol
oynadigindan oncelikli bir yer tutar. Bu iki Uye potansiyel mutajenik olan benzo(a)piren,
sigara dumaninda ve mangalda pisiriimis yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik
aminler ve poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunda rol oynarlar (Adamson,
1996; Hummeerich, 2004; Kim, 2005; Ma Lu, 2007). Aril hidrokarbon reseptori (AhR)
CYP1A ailesi dahil birgok genin transkripsiyonel olarak dizenlenmesinden sorumlu
reseptdérdir. Bu calismada isirgan otundan elde edilen 6zltlerden hekzan 6zltlerinde
AhR’nin mRNA ve protein seviyesinde hiicre tipine gére degisimler saptanmistir. Ozellikle bu
proteinin hekzan 6zutu uygulamasi sonucunda azalmasi birgogu karsinojenik, mutajenik olan
benzo(a)piren, aromatik ve heterosiklik aminler ve poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik
aktivasyonunu azaltarak reaktif ara Grunlerin olusumunu azaltabilir. Fakat bazi 6zutler bu

proteinin ekspresyonunu artirarak kanser olugsumu riskini artirabilir.

insanlarda NR1I3 geni ile kodlanan konstitiitif androstan reseptérii (CAR) niikleer reseptdr
ailesinin bir Uyesidir (Baes ve dig. 1994). CAR, PXR ile birlikte ksenobiyotik ve endobiyotik
maddelere bir sensor olarak fonksiyon gostererek bu maddelerin metabolizma ve atiimindan
sorumlu proteinlerin ekspresyonunu arttirmaktadir (Wada ve dig. 2009). Dolayisiyla CAR (ve
PXR) ilaglar gibi yabanci maddelerin detoksifikasyonunda énemlidir. Calisma kapsaminda
CAR geni icin kanser hucrelerinde o6zutlerin uygulamasi sonucunda mRNA ekspresyon
dizeyinde 5,50 kata kadar anlaml bir artis saptanmistir. Benzer sekilde RXR ve PXR genleri
icinde bazi hicrelerde 6zit uygulamasi sonucunda anlamh artiglar gézlenmistir. Su bir
gercektir ki CAR, PXR ve RXR, ilaglari metabolize eden enzimlerden olan CYP2B, CYP2C
ve CYP3A gibi izozimlerim transkripsiyonel olarak regilasyonundan sorumlu nukleer
reseptorlerdir. Karacigerde ve ince badirsakta en fazla bulunan izozim oldugundan ve ¢ok
cesitli ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol aldigindan dolayi, CYP3A4 6nemli bir P450

izoformudur. Bu protein, antibiyotikler, yatistiricilar, kalsiyum kanal blokérleri, HMG KoA
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reduktaz inhibitorleri AIDS ilaclari ve analjezikler gibi piyasadaki ilaglarin %50’sinden
fazlasini metabolize eder (Martin, 2003; Arayne, 2005; Van Herwaarden, 2005; Sica, 2006;
Sugimoto, 2006; De Wildt, 2007; Klotz, 2007). CYP2C9 kanser ilaclar, antibiyotik gibi
piyasadaki ilaclarin %20’sinden fazlasini metabolize eden bir izozimdir (DeLisle ve ark.,
2011). Bu reseptorlerin miktarinin dedisiklilerin sitokrom P450’lerin ekspresyonlarinin
degismesine yol ag¢masi muhtemeldir. Tdm bunlar elde ettigimiz sonuglarla
iliskilendirildiginde Urtica urens 6zutleri uygulamasi sonrasinda CAR, RXR ve PXR genlerinin
MRNA ve protein ekspresyon seviyelerinde ki artistan dolayi ila¢ biyotransformasyonunda
degisimlere ve klinik ila¢ toksisitesine neden olabilirler. Bu ylizden doz ayarlamasi yapilarak
ilag biyotransformasyonundaki negatif etkinin giderilmesi gerekmektedir. Diger bir 6neride
Ozutlerin fraksiyonlanmasidir. Bu calisma kapsaminda yaprak o6zitlerinde fraksiyonlama

gerceklestiriimis ve AHR, CAR; PXR ve RXR mRNA seviyelerinde dizelmeler gérilmastar.

Isirgan otunun anti-karsinojenik etkileri ve diger biyolojik aktiviteleri tim genom transkriptom
analizleri ile de teyit edildi. Ozitlerin timiinde programli hiicre 6limiinden sorumlu genlerin
mRNA seviyelerinde degisiklikler oldugu saptanmistir. ileri analizler sonucunda kanser yolaginda
birgok genin ekspresyonalrinda degisimler tim genom calismalari ile ortaya konulmustur (Sekil
4.1). Bu sonuglar gercek zamanh PCR ve western blot ¢alismalarini destekler niteliktedir. Ayrica
bu U¢ hlcre hattinda tohum ve yapraklardan elde edilen 6zltler insulin salinimi, protein kinaz
yoloklari, gametogenesis, glutathione metabolizmasi, metal tasinimi ve metabolizmasi,
kalsiyum iyon metabolizmasi, hucre migrasyonu, protein katabolizmasi, anjiogenez,
karbonhidrat, yag, streol ve kolesterol metabolizmasi,vitamin A ve Karetonoid metabolizmasi,
hicre dongusu, kan pihtilagsmasi, enerji metabolizmasi, glikoz tasinmasi, nukleotid
metabolizmasi, kemik minerilizasyonu, glikoz ve glikojen metabolizmasi, DNA hasar tamir
yolagi gibi degisik yolaklari degistirdigi saptanmistir. Baska bir deyigle, 6zltler anti-
karsinojenik aktivitenin yaninda anti-lipidemik, anti-diyabetik vb degisik biyolojik aktivitelere
sahip olmasi olasidir. Bunlarin hayvan ve hicre kultirt deneyleri ile ileri derecede test

edilmesi gerekmektedir.
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Sekil 4. 1. Tohum kloroform 6zitinin kanser yolaginda sebep oldugu degisimler

Ozetle tim sonuglar degerlendirildiginde, Urtica urens dézitinden elde edilen ézitler A549,
Caco2 ve LNCaP hicre hatlari Uzerindeki anti-kanser ktiviteye sebp oldugu degisik
yaklasimlar ile ortaya konulmustur. TUm genom transkriptom analizinden elde edilen farkh
yolaklardaki anlamli degisimler bu disinceyi desteklemektedir. Urtica urens 6zitleri igindeki
fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin bu kanseri Gzerindeki etkileri hiicre déngusu kontrol
genleri, apoptoz yoladi genleri, timdr baskilayici genler, onkogenler ve proliferatif hiicre igi
sinyal yolaklarinda gorev alan genler araciligiyla kapsamh olarak incelenmis olup ileride
Isirgan otu ile yapilacak olan diger farmakolojik ve toksikolojik caligmalara ipuglari

saglayacaktir.
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5. SONUG

Proje kapsaminda ydrutilen molekiler, transkipsiyonel ve saflastirma calismalari, Urtica
urens bitkisinden elde edilen 6zdtlerin veya bitkinin kendisinin kemoterapi almayan kanser
hastalarinda kullanilabilecek potansiyeli oldugunu goéstermektedir. Bu hastaligi icin hem
dusuk maliyetli olmasi avantaj gibi gdézikse de yan etkilerinin tam olarak bilinmemesi

akillarda soru isaretleri birakabilir.

Benzer olarak, proje kapsaminda bitkiden izole edilen ve yapilari tayin edilen rutin, urasil, 4-
hidroksibenzoik asit, daucosterin, stigmasterol, hekzadekanoik asit metil ester bilesikleri ile
bitkinin icerisinde bulundugu degisik analitik ¢alismalarla ilk defa ortaya konulan bilesikler
kanser icin alternatif terapdtik ajanlar olabilecedi distnilmektedir. Bunlara ek olarak proje

kapsaminda bitki i¢in ilk kayit olan. 6 adet bilesik izole edilmigtir.

Yapilan bu calisma ile kUguk isirgan otunun vyaprak ve tohumlarindan Uretilen degisik
polaritede 6zutlerinin apoptoz yolagini, hicre dongusu ve tumoér baskilayici proteinlerin
ekspresyonlarini degistirdigi ortaya konmustur. Ayrica, ilaglar ve karsinojenler gibi bircok
ksenobiyotigin metabolizmasinda rol alan P450 izozimlerinden CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9
ve CYP3A4 regllasyonlarina olan etkisi nikleer reseptorlerin seviyesine bakilarak
belirlenmigtir. Bu 6zitlerin kanser olusumunu ve gelisimini birgok noktadan engelleyerek anti-
karsinojenik etki gosterdigi saptanmistir. Fakat AHR, CAR, PXR ve RXR reseptorlerinin
ekspresyonunu degistirerek CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 ve CYP3A4 gibi proteinlerin
seviyelerinin degistirme potansiyeli olmasi bu bitkinin kullaniminin dizenlenmesi énem arz
etmektedir. Bu sayede bitkinin insanlarda sebep olabilecegdi organ toksisitesi, mutajenite ve

karsinojenite, ilag metabolizmasinda bozukluklar ve klinik ilag toksisitesi engellenebilir.

Sonug olarak, proje Onerisinde basta 6ngdérilen hedeflere tam manasiyla ulasildi ve

calismalara devam edilecektir.
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Kanser, organizmaya ait hiicrelerin gesitli nedenlerden dolayi kontrolsiiz sekilde godalmalari
ile karakterize edilen bir hastaliktir. Genetik, kimyasal ve gevresel kosullar en énemli
sebeplerindendir. Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lim
nedeni olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Diinyada ve de Turkiye de
pek ¢ok kanser hastasi kemoterapi, radyoterapi gibi konvansiyonel tedavilerin yani sira
alternatif ve tamamlayici tedavileri de siklikla kullanmaktadirlar. Bunun sonucunda,
glinimuzde ¢ogunlugu bitkisel preparatlar olan alternatif tedavi Urlinlerine gdsterilen ilgi her
gecen gun artarak hem halk saghgi agisindan énem olusturmakta ve hem de ¢ok buyuk bir
ekonomik deger olarak ortaya ¢gikmaktadir. Bu galismanin amaci, fitokimyasal bilesenleri
bilinmeyen ve ulkemizde geleneksel tedavi amagch tibbi bitki olarak yaygin bir sekilde
kullanilan Urtica urens (klguk 1sirgan otu) bitkisinin fitokimyasal bilesenleri tanimlanarak anti-
karsinojenik etki mekanizmalari molekdler diizeyde saptamaktir. Bu kapsamda, projede
oncelikle Urtica urens bitkisinden elde edilen 6zdtler gesitli ekstraksiyon ve kromatografi
teknikleri uygulanarak alt fraksiyonlar ve saf bilesikler elde edildi. Bu 6zutlerin GC/MS ve
LC/MS analizleri hekzan 6zutlerinin doymamis yag asidi bakimindan ve kloroform, etil asetat
ve metanol 6zutlerinin ise fenolik bilesiklerce zengin oldugunu géstermistir. Proje kapsaminda
bitkiden izole edilen ve yapilari tayin edilen rutin, urasil, 4-hidroksibenzoik asit, daucosterin,
stigmasterol, hekzadekanoik asit metil ester bilesikleri bitkide ilk defa saptanan bilesiklerdir.
icerdigi fenolik bilesikler ve mRNA analizleri bitkinin yiiksek anti-oksidant 6zelligi oldugunu
gostermistir. Urtica urens?ten elde edilen 6zutlerin insan kanser hicrelerine (LnCAp, A549 ve
Caco-2) uzerlerine sitotoksik etkileri bu ¢alismada incelenmis olup elde edilen sonuglara gore
etkin doz degerleri hesaplanmistir. Bu sonuglar 6zutlerin yuksek sitotoksik ve anti-karsinojenik
aktiviteye sahip olabilecegini gdstermektedir. Ardindan birgok farkl hiicresel yolakla iligkili 35
genin mRNA ve protein dluizeylerinde meydana gelen degisimler belirlenmis ve igerdigi dolayi
6zltlerin apoptozu ve timér baskilayici genleri indikledigi tespit edilmigstir. Ayrica tim genom
transkriptom analizi sonucunda bu degisimler teyit edilmistir. Tim bunlarin yani sira, yaprak
ve tohumlarda elde edilen 6ziitlerin topoizomeraz | ve Il aktivitesini inhibe ettigi saptanmistir.
Ayrica, ila¢g metabolize edici enzimlerin transkripsiyonel regulasyonundan sorumlu nikleer
reseptorlerin mMRNA seviyeleri etil asetat uygulamasi sonucunda anlamli bir sekilde
degistirmistir. TUm bu sonuglar, bu bitkinin degisik hlcresel yolaklari degistirerek
antikarsinojenik ve sitotoksik aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica, diger ilaglarin
metabolizmasinda degisikliklere yol agabilecegi yine bu galisma ile saptanmigstir. Bu ¢alisma
Isirgan otu ile yapilacak olan diger farmakolojik ve toksikolojik ¢calismalara ipuglar
saglayacaktir. Sonug olarak, proje ile 6nerilen hedefler basari ile gerceklestirildi ve patent
dahil yeni arastirmalara temel olusturacak ciktilar Gretildi.

Anahtar Kelimeler:

kiculk 1sirgan, Urtica urens, antikarsinojen, apoptotik, antioksidan, molektler mekanizma

Fikri Urin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Hayir

Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Kiigiik Isirgan Otunun (Urtica urens?in) Artan Polarite Oz(itlerinin Antikarsinojenik Etkisinin
incelenmesi (Bildiri)
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