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OZET

Giines U. Cesitli Bitkisel Fraksiyonlarin Insan Periferik Kan T ve NK Hiicre
Cogalmas1 Uzerine Etkileri. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii.
Immiinoloji A.D. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul. 2018.

Bitkisel fraksiyonlarin biyoaktivitelerinin tanimlanmast ve bu biyoaktivitelere
uygun kullanim alanlarinin olusturulmasi énemli bir arastirma alanidir. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, 3’ii Tiirkiye’ye endemik olan toplam 11 metanolik bitki fraksiyonunun
(Centaurea antiochia, Cotinus coggygria, Crataegus microphylla, Olea europaea, Rosa
damascene, Stachys cretica, Teucrium sandrasicum, Thymus praecox, Thymus
pseudopulegioides, Thymus sipyleus, Oryganum vulgare) uyarilmis periferik kan
mononiikleer hiicreler (PKMH) {izerindeki anti-proliferatif etkileri Mitokondriyal
Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi (MTT) kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir. Caligilan
bitki ekstrelerinden en yiiksek inhibiisyonu saglayan Centaurea antiochia, Cotinus
coggygria, Stachys cretica ve Teucrium sandrasicum fraksiyonlarinin uyarilmis
PKMH’ler tizerindeki etkileri Karboksi Floresein Suksitimidil Ester (CFSE) yontemi ile
akan hiicre Olgerde tekrar analiz edilmis ve situmilasyon indeks (SI) parametreleri
belirlenmistir. Cotinus coggygria fraksiyonunun anti-proliferatif etkisini apoptatik
yolaklar1 aktive ederek mi yaptigini belirlemek i¢in Annexin V/Propidiyum iyodiir
boyama ile saptanmis ve apoptoza neden olmadigi goriilmiistiir. Periferik kan T ve
dogal oldiiriicii (NK) hiicreler iizerindeki etkileri ise proliferatif yanit ile takip
edilmistir. Cotinus coggygria fraksiyonunun tiim hiicre gruplarini inhibe ettigi ancak
sitotoksik T hiicrelerinin proliferasyonunu diger hiicre gruplarina gore daha etkili
bigimde inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu inhibisyonun sebebini belirlemek amaciyla
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile IL-1f, IL-2, IL-4 ve IL-10 genlerinin anlatim
diizeyleri arastirildiginda, IL-1pB, IL-2 ve IL-10 gen anlatimlarinda azalma, IL-4 gen
anlatimmda artma oldugu belirlenmistir. Bulgularimiz Cotinus coggygria ekstresinin
anti-enflamuvar yolaklar aktive ettigini disiindiirmektedir.

Bu bulgular anti-enflamatuvar etkileri heniiz arastirilmamis olan Cotinus
coggygria methanol fraksiyonunun saptanan anti-enflamatuvar etkilerinin yeni anti-
enflamatuvar etkili ilaglarin ve bunlara bagli tedavilerin gelistirilmesinde Oncii
olabilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: T hiicreleri, Dogal 6ldiiriicii hiicreler, anti-enflamatuvar aktivite,
Interldkinler, Immiinoloji
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ABSTRACT

Gunes U. Effects of Various Herbal Fractions on Human Peripheral Blood T and
NK Cell Proliferation. Istanbul University Institute of Health Sciences. Immunology.
M.Sc. Thesis. Istanbul. 2018.

Identification of the bioactivity of plant fractions and the establishment of
suitable areas for these bioactivity is important research area. As first part of this thesis,
the anti-proliferative effects of 11 methanolic plant fractions, 3 of which are endemic to
Turkey, (Centaurea antiochia, Cotinus coggygria, Crataegus microphylla, Olea
europaea, Rosa damascene, Stachys cretica, Teucrium sandrasicum, Thymus praecox,
Thymus pseudopulegioides, Thymus sipyleus, Oryganum vulgare) on stimulated
peripheral blood mononuclear cells were determined by the colorimetric method of
Mitochondrial Dehydrogenase Enzyme Activity (MTT). The effects of Centaurea
antiochia, Cotinus coggygria, Stachys cretica and Teucrium sandrasicum fractions on
the stimulated PBMCs, which provide the highest inhibition, were reanalyzed by the
Carboxy Fluorescein Succythidyl Ester (CFSE) method and the stimulation index (SI)
parameters were determined. The Annexin V / Propidium lodide staining method was
used to determine if the anti-proliferative effect of the Cotinus coggygria fraction was
caused by activation of apoptotic pathways and apoptosis was not observed. The effects
of Cotinus coggygria fraction on peripheral blood T and Natural Killer (NK) cells were
followed by a proliferative response of these cells. Cotinus coggygria fraction inhibited
all cell populations but inhibited the proliferation of cytotoxic T cells more effectively
than other cell groups. When the expression levels of IL-1p, IL-2, IL-4 and IL-10 genes
are investigated by quantitative polymerase chain reaction (QPCR) to determine the
cause of this inhibition, decrease in expression of IL-1p, and IL-2. Our findings suggest
that Cotinus coggygria extract activates anti-inflammatory pathways.

These findings support that the anti-inflammatory effects of Cotinus coggygria
methanol fraction, which hasn’t yet been investigated for its anti-inflammatory effects,
may be pioneer in the development of new anti-inflammatory drugs and related
treatments.

Key Words: T cells, Natural killer cells, Antiinflammatory activity, Interleukins,
Immunology
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1. GIRIS VE AMAC

Immiin sistem hastaliklar1 genel olarak 5 grup altinda toplanabilirler. Bunlar,
immiin yetersizlikler, asir1 duyarlilik reaksiyonlari, otoimmiin hastaliklar, sepsis ve
kanserdir [1]. Bu hastaliklarin i¢inde kanser, otoimmiin hastaliklar ve allerji gerek
etkilenen kisi sayist gerekse tedavi maliyetleri olarak digerlerinden daha fazla 6n plana
cikmaktadirlar. Kansere yakalanan kisi sayis1 heryil artmakla birlikte toplamda tiim
Diinya niifusunun %1.7’sini etkilemektedir. Sadece asir1 duyarlilik reaksiyonlarndan
olan astim hastalig1 olan kisi oran1 ise %8.3 civarindadir [2]. Otoimmiin hastalikaradan
birisine sahip olan kisi orami ise %9 civarindadir [3]. Toplam asirt duyarlilik
reaksiyonlarindan etkilenen kisi sayisinin ise Diinya niifusunun %40’inden fazlasi
oldugu tahmin edilmektedir. Otoimmiin hastaliklarin ve asir1  duyarlhilik
reaksiyonlariin, insan sagligi i¢in kanserden ¢ok daha biiyiik bir risk olusturdugu bu

verilerden kolayca anlasilmaktadir.

Gilinlimiizde otoimmiin hastaliklarin  ve asir1  duyarlilik  reaksiyonlarin
tedavisinde en ¢ok kullanilan ilaglar steroid temelli immiin baskilayicilar ve steroid
temelli olmayan immiin baskilayicilardir. Her iki ilag tipininde kullanan hastalar i¢in
cok ciddi yan etkileri olmakta ve hastalarin yasam kalitelerini olumsuz etkilemektedir.
Bunun yaninda, iki ila¢ tipide hastaliklarin tedavisini saglamamakta ve sadece
semptomlar1 tedavi etmektedirler. Bu baglamda immiin sistem hastaliklarinin tedavisi

i¢in yeni yaklagimlara ihtiya¢ duyuldugu bir gercektir.

Hastaliklarin tedavisinde, bitkisel iriinlerin kullanilmasi antik c¢aglardan beri
devam eden bir siiregtir. Ozellikle yiizyillar boyunca nedeni bilinmeyen ve ismi dahi
olmayan pek c¢ok hastaligin tedavisinde ¢ok cesitli bitkisel {irlinler denenmis ve insanlari
tedavi ettigine inanilmistir. Bu tlir tibbi bitkilerin diinyanin her tarafina dagilmasi
doganin insanliga bir hediyesidir [4]. Giiniimiiz modern tibbinda ise, nedensellik
cercevesinde bitkisel ekstreler yeniden degerlendirilmis ve bu ekstrelerin temel
bilesenleri aydinlatilmistir. Bu yaklasim sayesinde bir¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilan ¢ok c¢esitli  bitkisel molekiiller tanimlanmis ve biyoaktiviteleri
aydinlatilmistir. Bu sayede, bitkisel ekstreler halk tibbina ait bir yaklasim olmaktan

¢ikmis ve yeni molekiillerin kesfi i¢in bir havuz gorevi gérmeye baslamistir [5].



Bu havuzdan secilen molekiiller biyoaktivitelerine goére ¢ok c¢esitli kullanim
alanlarma dagilmaktadir. Bununla birlikte, insanlarin c¢ogunlugu sentetik ilaglari
kullanmak yerine bu tiir bitkisel triinleri kullanmayi tercih etmektedir [6]. Aym
zamanda, bu tiir tirtinlerin dogal kaynakli olmas1 sebebiyle insanlar bu tiir iiriinlere daha
fazla giivenmektedir [7]. Bu sebeplerle bitkisel iriinlerin immiin hiicreler tizerindeki
etkileri iyi arastinlmali ve anti-enflamatuvar/pro-enflamatuvar etkileri iyi
tanimlanmalidir.

Bu calismada, 3 tanesi Tiirkiye’ye endemik 11 metanolik bitki fraksiyonunun
fitohemaglutinin (PHA) ile aktive edilmis periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH)
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amagla, oncelikle ucuz ve basit bir yontem olan
Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi (MTT) kolorimetrik yontemi ile
fraksiyonlar taranmis ve potansiyel fraksiyonlarm belirlenmesi hedeflenmistir.
Centaurea antiochia, Cotinus coggygria, Stachys cretica ve Teucrium sandrasicum
fraksiyonlarinin inhibisyona neden oldugu saptanmis ve uyarilmis PKMH’ler
tizerindeki etkileri CFSE yontemi ile akan hiicre 6lger cihazinda analiz edilmis ve
mitotik indeksi parametresindeki degisiklik belirlenmeye ¢alisilmistir. PHA uyariminin
olusturdugu mitotik indeksi en fazla inhibe eden Cotinus coggygria fraksiyonunun bu
anti-proliferatif etkiyi apoptatik yolaklar1 aktive ederek mi yaptigini belirlemek igin
Annexin V/Propidiyum iyodiir boyama ile bu fraksiyonun apoptatik etkileri belirlenmis
ve T ve dogal oldiriicii (NK) hiicreler itizerindeki etkileri saptanmistir. Cotinus
coggygria metanolik fraksiyonunun uyarilmis PKMH hiicrelerin gen anlatimlarini nasil
degistirdigini belirlemek amaciyla kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile IL-1p, IL-2,
IL-4 ve IL-10 diizeyleri aragtirilmistir.

Ulkemizde endemik olan ve olmayan anti-enflamatuvar biyolojik aktiviteleri
ortaya tam olarak konulmamis bitki fraksiyonlari ile ilgili ¢alismalar yeni etkin ilaglarin

gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.



2. GENEL BILGILER

Asir1 duyarlilik reaksiyonlart ve otoimmiin reaksiyonlar immiin sistemin
diizenlenmesinde meydana gelen kusurlardan dolayr olusan ve hastalarin hayat
kalitelerini 6nemli Olgiide etkileyen hastaliklardir. Bu 2 tip hastalik molekiiler
mekanizmalar olarak farkli yolaklardan kaynaklanmalarina ragmen, etkilenen insanlara
yasattiklar1 maddi ve manevi kayiplarin biiyiikliigii agisindan ortak paydaya sahiptirler.
Elli milyon Amerikan vatandasinin otoimmiin hastaliginin oldugu ve bu hastaliklarinin
tedavisi icin Amerika’da yillik olarak 100 milyar dolar harcandig1 rapor edilmistir ki bu

rakam Amerika’da kanser tedavisine harcanan tutarin yaklasik 2 katidir [8].

Asir1 duyarlilik reaksiyonlarinda ise durum g¢ok daha vahimdir, 150 milyon
Avrupa Birligi vatandas1 bu hastaliklardan etkilenmektedir. 2025 yilinda, Avrupali

niifusun %50’sinin asir1 duyarlilik reaksiyonlarindan etkilenecegi tahmin edilmektedir.

2.1. Otoimmiin Hastahklar

Otoimmiin yanit, bireyin kendi dokularina kargt immiin yanit gelistirmesi olarak
ifade edilebilir. Otoimmiinite ile doku hasari ortaya ¢ikarsa otoimmiin hastaliklar gelisir
[9]. Baskabir ifadeyle, B hiicreleri, T hiicreleri veya her ikisinde de self-toleransin
yiriitilmesinden sorumlu mekanizmalarda yetmezlik veya kirilma sonucunda
otoimmiinite gelisebilir. Arastirmalar, T hiicrelerinin otoimmiinitedeki rolii {izerine
odaklanmaktadir. Birinci neden, yardimci T hiicreleri ve bunlarin immiin yanitlarin
diizenlemesindeki anahtar roliidiir. Ikinci neden ise, cesitli otoimmiin hastaliklarda,
genetik olarak Major Doku Uygunluk Kompleksi (MHC) molekiillerinin (insanlarda
HLA kompleksleri) T hiicrelerine sunumunun otoimmiiniteyi kolaylastirmasidir. Bu
bakimdan, T hiicre toleransindaki bozukluklarin énemli bir otoimmiinite mekanizmasi
oldugu diisliniilmektedir. T hiicre tolerans bozuklugunun yol actig1 lezyonlara hiicre-
aracili immiin reaksiyonlar neden olmaktadir. Yardimecr T lenfosit bozukluklar1 ayni
zamanda otoantikor iiretimine yol acar; ¢linkii bu hiicreler protein antijenlere kars
yiiksek-affiniteli antikor iiretimi ig¢in zorunludur. Otoimmiiniteye yol agan major
faktorler; genetik yatkinlik ve enfeksiyonlar gibi cevresel tetikleyicilerdir. Yatkinlik
genleri ve enfeksiyonlar, self-toleransta kirilmaya yol agarlar. Enfeksiyonlar ise

otoreaktif lenfositlerin dokuya gelmesine ve aktiflesmelerine yol agarak doku hasari



yaparlar. Enfeksiyon ve doku hasar1 ayn1 zamanda self-antijenlerin yer aldigi immiin
sistemi taklit ederek self-toleransta kirilmaya yol acabilir [9].

Otoimmiin hastaliklar sistemik veya organ-spesifik olabilirler. Sistemik Lupus
Eritematozus (SLE) gibi selfantijen ve spesifik antikorlardan olusan immiin
komplekslerin dolasimda yer aldigi hastaliklar tipik olarak sistemik hastalik yaparlar.
Buna karsilik Multiple Skleros (MS), Tip | Diabetes Mellitus (DM), myastenia gravis
gibi otoantikor veya dokularda yerlesmis self-antijenlere T hiicre yanitlarinin oldugu
hastaliklar organ-spesifik hastaliklar1 olusturur. Cesitli efektér mekanizmalar farkl

hastaliklardaki doku hasarindan sorumludur.

Bir self-antijene karsi gelisen otoimmiin reaksiyonlar, dokulara hasar vererek
dokunun diger antijenlerinin salimmina ve bu antijenlere spesifik lenfositlerin
aktivasyonuna yol agarak hastaligin siddetlenmesine yol acarlar. Bu fenomene ‘epitop
yayilimt’ denilir ve bir otoimmiin hastaligin bir kere gelistikten sonra neden

kroniklesme ve ilerleme egiliminde oldugunu agiklar [10].

2.2. Asir1 Duyarhlik Reaksiyonlari

1906 yilinda Clemens von Pirquet allerji kelimesini kullanmis ve hem konakgiy1
koruyucu (host-protective) hem de potansiyel olarak konakgiya zararli (host-injurious)
bagisiklik reaksiyonlarii tamimlamigtir [11]. Kelime, Yunanca “allos” (diger) ve
“ergon” (aksiyon, hareket) sozciiklerden gelmektedir [12]. Antikor veya hiicre aracili
olarak gerceklesebilen allerji, immiinolojik mekanizmalar tarafindan baslatilan bir agir1
duyarlilik reaksiyonu olarak da tanimlanmaktadir. Asir1 duyarlilik reaksiyonlari,
bireylerde allerjik astim, allerjik rinokonjonktivit, allerjik rinit (saman nezlesi), egzama

gibi problemlere neden olmaktadir [13].

Asir1 duyarlilik reaksiyonlari 1963 yilinda, Ingiliz immiinologlar Coombs ve
Gell (1963) tarafindan 4 grup altinda simiflandirilmistir. Bu gruplar Tip I, Tip 11, Tip III
ve Tip 1V allerjik reaksiyonlardir [11, 14]. Allerjik reaksiyonlarda en ¢ok goriilen grup
ani asirt duyarlilik veya Tip I asirt duyarlilik grubudur. Allerjen antijenlere kars
tiretilen IgE antikorlarinin mast hiicrelerine baglanmasi ve mediyatdrlerin salgilanmasi
ile Tip I asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 tetiklenir ve popiilasyonun %25’ine etki ederek
genellikle allerjik rinit seklinde kendini gosterir [14, 15]. Tip II asir1 duyarlhilik
reaksiyonunda ise belirli bir hiicre veya doku yiizeyinde bulunan antijenlere karsi olusan

IgE disindaki (IgG, IgM sinifi) antikorlar rol oynamaktadir ve bu hiicre ya da dokulara



hasar vererek islevlerini bozabilirler. Tip III asirt duyarlilikta, antikorlar ¢oziiniir
antijenlere karsi olusur ve olusan antikorlar bu antijenlerle kompleksler olusturabilir. Bu
duyarhilik reaksiyonu ile gelisen immiin kompleksler ¢esitli dokularin damarlarinda
birikerek enflamasyona (yangi) ve doku hasarina yol agabilirler. Tip IV asir1 duyarlilik
reaksiyonu ise hiicresel tip asir1 duyarlilik reaksiyonu (ge¢ tip asirt duyarhilik

reaksiyonu) olup bu duyarlilik reaksiyonlarinda T hiicreleri rol oynamaktadir [14].

2.3. Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreler ve T hiicreleri

2.3.1. Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreleri

Dogal oldiiriicti (NK) hiicreleri kemik iligi kokenli, bityiik graniillii lenfositlerdir
ve dogal immiin sistemin bir elemanidirlar. Patojenler ve tiimérlere karsi spontan
sitotoksik aktivite gosterirler. NK hiicreleri periferik kan lenfositlerinin %5-15’ini
olustururlar [16]. NK hiicreleri, kanser hiicreleri ve viriisle enfekte hiicrelere karsi dogal
bir sitotoksik aktivite gosterirler. Bu gorevlerinin yaninda, immiinoregiilator sitokin
tiretimini de yaparlar [17, 18]. NK hiicreleri fonksiyonlarini, yiizeylerinde eksprese
ettikleri ¢esitli aktivatdr ve inhibitdr reseptorler arasindaki etkilesimler araciligiyla
gerceklestirir ve IFN-y, IL-2, IL-12 gibi sitokinler tarafindan aktive olurlar [16, 19].
Inhibitdr reseptorler bir inhibisyon sinyali olustururken, aktivator reseptdrler NK hiicre
aktivasyonunu ve hedef hiicre lizisini baglatirlar. Bu reseptorler arasinda NKG2A
inhibitor, NKG2D ve NKp44 ise aktivator reseptordiir[19]. NK hiicreleri aktivasyonu
takiben uygun hedef hiicrelere karsi sitotoksik fonksiyonlar sergilemenin yaninda dogal
ve edinsel immiin yanitlar1 diizenleyen ¢esitli sitokinler ve kemokinler (IFN-y, GM-CSF
ve TNF-a) salgilarlar [20]. Thy ve Thy hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre alt
gruplarinin da NK1 ve NK2 olarak iki gruba ayrildig: in vitro ve in vivo g¢alismalarda
gosterilmistir. NK hiicreleri; T hiicre reseptorii (THR), immiinoglobiilin (Ig) veya CD3
molekiiliinii eksprese etmemelerine karsilik, hiicre ylizeylerinde “néral hiicre yapisma
molekiilii-1” (CD56) ekspresyonu ile karakterizedir. CD56 ekspresyonunun 06zgiil
fonksiyonu tanimlanmamis olmakla birlikte, NK hiicreleri CD56 ekspresyonunun
yogunluguna bagl olarak "CD56P" ve "CD56%K" olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Yiiksek oranda FcyRIIIA reseptorii CD16 ve perforin eksprese eden
CD16*CD56%" NK hiicreleri, total periferik kan NK hiicrelerinin yaklasik %90'1n1
olusturmaktadirlar [16, 21]. Bu hiicreler uyarima bagli olarak degisen miktarlarda IFN-y

sekrete edebilen ve hedef hiicreleri etkili sekilde 6ldiiren hiicrelerdir [22]. Kandaki total



NK hiicrelerinin kiigiik bir boliimiinii (%5-10) ise CD16'CD56P¥"% NK hiicreleridir.
Diisiik seviyede perforin ve CD16 eksprese eden CD56P¥"% NK hiicreleri uyarimi
takiben yiiksek miktarlarda IFN-y ve TNF-a salgilarlar. Bu fonksiyonlarda CD56%!Uk
NK hiicrelerine gore iistiin olmakla birlikte, yalnizca uzun siireli uyarimdan sonra
sitolitik aktivite gelistirebilmektedirler [18]. Yiiksek seviyede sitokin sekresyonundan
dolayt CD56P"3 NK hiicrelerinin enflamasyondan sorumlu veya regilator etkili
hiicreler olduklart ileri siiriilmektedir. Bu olgunlasmamis NK hiicreleri sekonder lenfoid
dokularda [23] ve enflamasyon alanlarinda yiiksek oranda bulunurlar [24]. Bu

ozellikleriyle NK hiicrelerinin, otoimmiin yanitlari diizenleyebildikleri bildirilmistir

[25].

2.3.2. T hiicreleri

Hiicresel immiinitenin temelini T lenfositler olusturur. Timusta olgunlasirlar
ve ylizey reseptorleri ile yabanci “non-self” ve kendi “self” dokulari ve hiicreleri,
enfeksiydoz ajanlar1 taniyabilirler. Sinyalleri ile B lenfositleri uyararak harekete
gecirirler. Makrofajlar ve lenfositler arasinda iletisimi ve koordinasyonu saglarlar.
Islevlerine ve yiizey antijenlerine gore sitotoksik, yardimci ve diizenleyici tipleri

bulunur [14].

T hiicreleri 1islevlerine gore sahip olduklar1 yiizey molekiillerine gore
siniflandirilirlar. CD8% T lenfositler, hedef hiicreleri oldiriirler. CD4" T lenfositler,
antikor iiretimi igin immiin yanitlar1 saglarlar. CD8"* T lenfositler sitotoksik T hiicreleri,

CDA4™ T lenfositler ise yardime1 T hiicreleri (Th) olarak adlandirilirlar [26].

CD8™ sitotoksik T hiicreleri major doku uygunluk kompleksi-I'e (MHC-I) kars1
cevap olustururlar. Perforin ve granzim ile hedef hiicreyi apoptoza yonlendirirler.
Sitolizin ile membranda porlar olusturarak molekiillerle hedef hiicreleri lizise ugratirlar.
Ayrica apoptozda uyarici olan Fas ligand1 (FasL) eksprese ederler ve hedef hiicredeki
Fas ile baglanarak hiicreyi apoptoza ugratirlar. Hedef hiicrelerdeki antijenler viriis ve

timor hiicrelerine aittir [14, 26].

CD4* T lenfositlere antijen sunumu MHC-II molekiilleri tasiyan ASH’ler
araciligi ile olur. CD4" T hiicreleri, maruz kaldiklar1 sitokinlere gére Thi ve Th alt

gruplarina ayrilir. IL-12 ve IL-18, Thy yoniinde, IL-4 ise Thz yoniinde farklilasmaya yol

acar. TGF-fB ise diizenleyici T hiicre (Treg) yOniine ilerlemeyi saglar. Thy hiicreleri,



gecikmis tipte hipersensitivite (Tip 4 hiicresel tepkime) gibi proinflamatuvar yanitlari

indiiklerken, Thy hiicreleri allerjik reaksiyonlar1 yonetirler [9, 27].

Thy ve Thy ortak olarak IL-2 salgilarlar ve fenotip olarak ayirt edilemezler. Thy;
makrofajlarla iliskili olarak IFN-y ve TNF-a salgilarlar. IFN-y, Thy y6nelimini ve
islevlerini azaltir. Hiicresel immiinitenin ana hiicresi olarak sitotoksik T lenfositlerini
(STL) aktive eder ve makrofaj aktivasyonu yapar. Thy; B lenfositlerle iliskili olarak, IL-
4,5, 6, 10 ve 13 salgilar. Hiimoral immiinitede B lenfosit ¢cogalmasini, izotip degisimini
ve notralize eden antikor tiretimini saglar. IL-4, Thy sitokinlerinin artmasina yol agan
pozitif geribildirime yol agar. IL-10 sitokini IL-2 ve IFN-y iizerinden Thy yanitlarini
baskilar [9, 26, 28].

CD25*CD4* T hiicreleri immiin hiicreler iizerinde gii¢lii baskilama yaparlar ve
diizenleyici T lenfositleri (Treg) olarak bilinirler[29, 30], TGF-B ve IL-10 ile naive T

hiicrelerinin farklilagmasini saglar [31] .

2.4. Sitokinler

Sitokinler, farkli hiicre tipleri tarafindan tretilip sekrete olan protein yapili genis
bir ailenin genel adidir. Immiinitenin tiim yollarinin kontroliinden sorumludurlar.
Sitokinler enfeksiyonlara, immiin yanitlara, kansere, enflamasyona ve travmaya kars1
yanitlar1 diizenlerler veya yanitlar1 olustururlar. Bazi sitokinler enflamasyonun
ilerlemesi yoniinde etki gosterirken (pro-enflamatuvar), bazilar1 da enflamasyonu

azaltict etki gosterirler (anti-enflamatuvar) [14].

Immiinitenin aracilar1 ve diizenleyicileri olan sitokinler, dzellikle yardimer T
hiicre alt gruplari tarafindan iiretilenler, edinsel immiin sistemin aracilik ettigi konak
savunmasina katki saglarlar ve immiin yanitlar1 diizenlerler. Ayrica T ve B hiicrelerinin
aktivasyon ve farklilasmasindan da sorumludurlar. Bazi sitokinler hematopoez i¢in
bliyiime faktorii olup, kemik iligindeki Onciillerden farkli tip immiin hiicrelerin

olusumunu diizenlemektedirler [9].

2.4.1. interlokin-1p (1L-1p)
IL-1 ailesinin bir iiyesi olan IL-1B, IL-la ile ¢ok az bir dizi homojonitesi
gostermelerine ragmen hiicre lizerinde ayni reseptore baglanirlar. IL-1 enflamasyonu

kontrol eden ana stokinlerden bir tanesidir. Ana gorevi, konak¢inin patojene karsi



verdigi cevabi diizenlemek olsada, otoimmiin ve allerjik hastaliklarda 6nemli bir faktor

oldugu gosterilmistir [32-34].

2.4.2. Interlokin-2 (1L-2)

IL-2, beyaz kan hiicrelerinin aktivitesini diizenleyen, protein yapidaki bir
sitokindir. Enfeksiyonlara karsi viicudun dogal savunmasinin bir pargasi olup, yabanci
ile 6z olan1 birbirinden ayirt etmede rol alir. Iyi tanimlanan ve iyi karakterize edilen ilk
interlokin molekiiliidiir. Primer olarak aktivasyonu takiben antijen-spesifik CD4 ve CD8
T hiicreleri tarafindan fretilir ve IL-2 reseptorii araciligiyla otokrin/parakrin bir
proliferatif programa aracilik etmektedir [18]. IL-2, T hiicrelerinin biiyiime, ¢ogalma ve
efektor T hiicrelerine farklilagsmalari i¢in gereklidir [35, 36]. T hiicre reseptoriine (THR)
antijen baglanmasi, IL-2 salinimini ve IL-2 reseptor ekspresyonunu uyarir. IL-2 ayni
zamanda regiilator T hiicre olgunlasmasi i¢in timusta T hiicre gelisimi boyunca da
gereklidir [14, 37]. T hiicre biiylime faktorii olmasinin yaninda IL-2, NK hiicrelerinin
¢ogalmalarin1 uyarmakta ve sitotoksik aktivitelerini arttirmaktadir [38]. Ayrica B

hiicreleri tarafindan antikor tiretimi ve gogalmasini desteklemektedir [39, 40].

2.4.3. Interlokin-4 (1L-4)

IL-4, naif yardimci T hiicrelerinin Th hiicrelerine farklilasmalarini uyarir [14].
IL-4 tarafindan aktivasyonu takiben, Thz hiicreleri ilave IL-4 iiretirler. IL-4'liin fazla
tiretimi, allerjiyle iliskilidir [41, 42]. IL-4"lin pek ¢ok biyolojik rolii vardir. Bunlardan
bazilar1 aktive B ve T hiicre cogalmasin1 uyarmak, B hiicrelerinin plazma hiicrelerine
farklilasmalarin1  saglamak ve dendritik hiicrelerin antijen sunma kapasitelerini
artirmaktir [43].

2.4.4. Interlékin-10 (I1L-10)

IL-10, insan sitokin sentez inhibitor faktorii (CSIF) olarak da bilinen bir anti-
enflamatuvar sitokin olup, primer olarak monositler tarafindan tiretilmekte ve daha az
olarak Thy, CD4"CD25"Foxp3™ regiilatér T hiicreleri ve aktive T ve B hiicrelerinin
belirli bir alt grubunda iretilmektedir. IL-10 ekspresyonu, uyarilmamis dokularda
minimal diizeydedir ve kommensal veya patojenik flora tarafindan tetiklenmesi
gerektigi bilinmektedir [44]. Viral enfeksiyona karsi immiin yanit siiresince NK hiicre
aktivitesini inhibe etmek i¢in T hiicreleri tarafindan salinan IL-10, immiinregiilasyon ve

enflamasyonda goérev almaktadir [45]. MHC smuf-Il antijenlerinin ve makrofajlar



tizerindeki ko-stimiilator molekiillerin ekspresyonunu azaltmakta ve ayni zamanda B
hiicre sagkalimini, ¢ogalmasini ve antikor iiretimini arttirmaktadir. 1L-10, makrofajlar
ve regiilator T hiicreleri gibi hiicreler tarafindan {iretilen IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a ve
GM-CSF gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe etme kapasitesine sahiptir
[46].

2.5. Bitkisel Uriinler

Bitkiler insanlar tarafindan besin kaynagi olmanin yani sira ilag, tekstil, yakit ve
kimyasal bilesenlerin iiretimi i¢in ¢ok uzun yillardir kullanilmaktadir. Geleneksel ve
tamamlayict tipta kullanilan bitkiler, gilinliikk hayatta kullanilarak nesilden nesile
aktarilmigtir ve bu sayede belli bir bilgi birikimi olusmustur [47]. Diinyadaki farkli
geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilan tibbi bitkilerin farmakolojik 6zellikleri ve
biyolojik aktivitelerinin insanlik yarari i¢in kullanilmak iizere ortaya konulmasi i¢in
yogun bir calisma yiiriitiilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore diinya niifusunun
neredeyse %80’1 temel saglik ihtiyaglari i¢in bitkisel ilaglara ve/veya bitkisel tirtinlere
gerek duymaktadir [48].

Tibbi bitkiler, modern ve geleneksel tipta kullanilan ilaglarin en zengin
biyokaynaklaridir. Geleneksel toplumlar tarafindan kullanilan ¢ogu tibbi bitkinin
etkinligi bilimsel olarak kanitlanmamais olup bu bitkilerin biyolojik aktiviteleri hakkinda
bilgi saglayacak etkin biyoanalizlere ihtiya¢ duyulmaktadir[49]. Etnobotanik
caligmalardan elde edilen bilgi biyolojik kaynaklarin korunmasi ve bu kaynaklardan
faydalanilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir [47]. Bununla birlikte, geleneksel tip, bitkilerden
elde edilen 1600 yeni ilacin ortaya c¢ikmasini saglamistir. Bu yiizden, etnomedikal
bitkilere ait bilgilerin ve bilimsel analizlerin bir araya getirilmesi biiyiik 6nem
tasimaktadir [50]. Temel saglik tedavisi olarak bitkilerin bdlgesel kullanimi
farmakolojik oOzelliklerinden 1ileri gelmektedir. Cogu bitki ekstresi etkinligini
metabolitlerinin varligina bor¢ludur. Bu metabolitler genellikle bitkilerin kok, yaprak,
siirglin ve kabuk gibi cesitli kisimlarinda bulunmaktadir. Tibbi bitkilerin peptitler,
doymamis uzun zincirli yag asitleri, aldehitler, alkaloitler, esansiyel yaglar ve fenolik
bilesenler icerdigi farkli ¢aligmalar ile ortaya konulmustur. Bu bilesenler viriis, mantar
ve bakteriler dahil insan ve hayvan patojenlerine kars1 uygulanan tedavilerde olduk¢a
etkindirler [51]. Bu nedenle, bitkilerin ¢ogu 6nemli ilaglarin kaynagi haline gelmistir.

Boylece ilag endiistrisi sentetik ilaclarin hazirlanmasinda kullanilabilen biyoaktif



10

ajanlarin bir kaynagi ve/veya modeli olarak geleneksel tiptan etkin bir sekilde
faydalanmaktadir [52].

Diinyada regetelendirilen ilaglarin yaklasik olarak %25’i bitkisel orijinli olup
3000’den fazla bitki tiiriiniin ise anti-kanser ozelliklerinin oldugu bildirilmistir [53].
“Paclitaxel”, “vinblastine”, “irinotecan”, “topotecan”, “etoposide” ve “combretastatin”
gibi klinik 6neme sahip ilaglar bitkilerden elde edilmistir.

Bitkiler ile yapilan immiin diizenleyici biyolojik aktivite ¢alismalarnin, bitkisel
ekstreler ile yapilan anti-kanser ve anti-oksidan gibi diger biyolojik aktivite
caligmalarinin golgesinde kaldigi soylenebilir. Buna ragmen son yillarda immiin
diizenleyici aktivite ¢aligmalarina ragbet hizla artmaktadir. Turunggillerde bulunan
“auraptene” isimli molekiiliin insan Th2 ve Treg hiicrelerinin proliferasyonunu arttirici
yonde etkilerinin oldugu gosterilmistir [54]. Aloe barbadensis methanol fraksiyonunun
T hiicre aktivasyonunu engelledigi ve immiin diizenleyici aktivite gosterdigi de rapor
edilmistir [55].

Tiirkiye biiylik bir halk tibb1 bilgisine ve zengin bir floraya sahiptir, bu nedenle
ilgili ¢alismalar icin potansiyel bir kaynak sunmaktadir. Bitki ¢esitligi anlaminda en
zengin iilkelerden birisi Tiirkiye’dir. Siirlar1 dahilinde yaklasik 10,500 tiir tanimlanmis
olup bunlarin %30’u endemiktir [47]. Bir yerin ¢evresel 6neminin ortaya konulmasinda
endemizm oOnemli bir belirleyicidir. Diger Avrupa {lkeleriyle kiyaslandiginda
Tiirkiye’deki endemizm oram1 olduk¢a yiiksektir. Tiirkiye’deki geleneksel tip
caligmalar1 Cumhuriyetin kurulusundan (1923) itibaren ilerleyerek devam etmistir[56].
Giliniimiizde kirsal alanlarda yasayan insanlarin biiyilik bir cogunlugu geleneksel olarak
besin ve tedavi amagh bitkileri kullanmaktadir. Son yillarda, tedavi amaclh kullanilan

bitkilerin geleneksel kullanimlar1 Tiirkiye’de de arastiricilarin dikkatini ¢gekmistir [47].

Calismamizda, 3 tanesi Tiirkiye’ye endemik olan toplam 11 bitkiye ait bilgiler

Tablo 2.1°de, bitkilerin genel gériiniimleri ise Sekil 2.1-8’de verilmektedir.
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Tablo 2-1: In vitro anti-proliferatif aktiviteleri degerlendirilen bitkiler

Bitkinin
.. Bolgesel . ISTE
Kod Tiir _ D0ges Familya | Kullanilan
isimlendirme no
Kismm
S Sultan Dikeni . Toprak iistii
F1 Centaurea antiochia (Endemik) Colchicaceae Kasimlan 48868
F2 Cotinus coggygria Boyaci sumagi Anacardiaceae Yapraklar 80926
F3 Crataegus microphylla Alig, Akdiken Rosaceae Yapraklar 76223
F4 Olea europaea Zeytin Oleaceae Yapraklar 106286
F5 Rosa damascena Isparta giilii Rosaceae Cigekler 106285
Fo6 Stachys cretica Dik deli gay Lamiaceae Toprak iistil 98166
kisimlari
F7 Teucrium sandrasicum Ulper (Endemik) Lamiaceae Toprak iistil 87526
kisimlari
- o . Toprak tstii
F8 Thymus praecox Dag Kekigi Lamiaceae tasimlart 40192
- . . Toprak isti
F9 | Thymus pseudopulegioides Kekik Lamiaceae tasimlart 40210
F10 Thymus sipyleus Kekik (Endemik) Lamiaceae Toprak lstii -
kisimlari
F11 Oryganum vulgare Kus zemulu Lamiaceae Tiprak USt 1 85060
1simlart

2.5.1. Centaurea antiochia

Centaurea genusu Tiirkiye’de en yaygin olarak bulunan genuslardan bir
tanesidir [57]. Yabani tiir olarak yetisen 205 taksonu bulunmaktadir [58, 59]. Centaurea
genusu flavonoid, terpen ve laktonlar acisindan oldukca zengin bir igerige sahiptir.
Geleneksel halk tibbinda bu genusa ait bitkiler yiiksek atesin tedavisinde, karaciger ve
bobrek hastaliklarinin tedavisinde, anti-diyabetik olarak kullanilmaktadir [56, 60].

Centaurea antiochia tiirii Tiirkiye’ye endemik bitki olup [61, 62] (Kiiltiir, 2010;
Bona, 2013) Peygamber ¢igegi olarak isimlendirilmektedirler. Bu endemik tiiriin anti-
oksidan, anti-bakteriyel ve anti-kanser aktivitesi yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir

[63-65]. immiinolojik etkileri ile ilgili bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmamustir.
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Sekil 2-1: Centaurea antiochia tiiriine ait ¢icek goriintiisii [66]

2.5.2. Cotinus coggygria

Cotinus coggygria Scop. (sumak) Giiney ve Giiney Bat1 Avrupa’da dogal olarak
yetisen bir bitkidir. Anti-inflamatuvar, anti-septik ve kanama durdurucu o6zellikleri
sebebi ile halk tibbinda kullanilmaktadir. Genellikle ishal tedavisinde, yara iyilestirici
ve cesitli cilt rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Cotinus coggygria,
monoterpen, yiikksek miktarda tanin, gallik asit, metil galat, pentagaloil glukoz ve
flavonoit, mirisetin, kersetin ve kaempiferol igermektedir. Anti-oksidan, sitotoksik [67]
yara iyilestirici, anti-inflamatuvar ve anti-mikrobiyal etkileri yapilan biyolojik aktivite
caligmalart ile de ortaya konulmustur [68]. T ve NK proliferasyonu ile ilgili bir caligma

bulunmamaktadir.

Sekil 2-2: Cotinus coggygria tiiriine ait ¢icek goriintiisii [69]

2.5.3. Crataegus microphylla

Crataegus cinsi Kuzey Amerika, Kuzey Afrika, Asya’nin dogusu ve batisi, Orta
Asya ve Avrupa’y: i¢ine alan iliman boélgelerin kuzeyinde ve Hindistan, Cin gibi
ilkelerde dogal olarak yetismekte ve Ali¢ olarak isimlendirilmektedir [70, 71]. Halk
tibbinda ¢ok eski zamanlardan beri kullanildigi bilinmektedir. Ozellikle kalp
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rahatsizliklarinin tedavisindeki kullanimi 1800’lere kadar gitmekte olup, cok sayida
laboratuvar ve klinik testler ile Alig’in kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisindeki etkisi
ortaya konulmustur. Ayni zamanda sahip oldugu oligomerik prosiyanitler, flavonoitler,
triterpenler, polisakkaritler, katekolaminler gibi fitokimyasallar degerlendirilerek
sitotoksik, anti-HIV, anti-inflamatuvar ve anti-mikrobiyal aktivitelerini de gosterdigi
farkli galismalarla ortaya konulmustur [71]. Giinlimiizde ise kanser, diyabet ve
iktidarsizlik icin terapotik ajan olarak kullanimina ek olarak genelde kardiyovaskiiler
hastalik tedavisinde, Tiirkiye’de ise halk tibbinda bu bitkinin farkli kisimlari
kullanilarak oksiiriik, grip, astim, mide agrilari, romatizmal agrilar, hemoroid ve kalp
ahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir [72] Tiirkiye’de yetisen farkli ali¢ bitkileri
ile yapilan biyolojik aktivite ve kimyasal bilesen analizi ¢alismalari son yillarda bu
cinse olan ilginin artmasma yol agmustir [72]. Ancak, ¢alismamizda kullandigimiz
Crataegus microphylla tiirii ile ilgili herhangi bir biyolojik aktivite ve kimyasal bilesen
analizi calismasi yapilmamis olup bu tiirden 7 farkli flavonoit izole edilip

tanmimlanmustir [73].

Sekil 2-3: Crataegus microphylla tiiriine ait ¢icek goriintiisii [74]

2.5.4. Olea europaea

Olea europaea Akdeniz havzasinda dogal olarak yetisen ve antik ¢agdan bu
yana tedavi edici 6zellikleri iyi bilinen bir bitkidir [75, 76]. Zeytin bitkisinin meyveleri
anti-oksidan, anti-kanserojen, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, kardiyotonik gibi
biyolojik aktiviteleri gosteren oldukga fazla hidrofilik (fenolik asitler, fenolik alkoller,
flavonoitler ve sekoirdoitler) ve lipofilik (kresoller) bilesenlere sahiptir [75]. Zeytinin
meyve ve yapraklarinda bulunan maslinik asit anti-tiimoral, anti-diyabetik, anti-oksidan
ve anti-HIV aktiviteleri yapilan fitokimyasal calismalarla ortaya konulmustur [77].

Zeytin bitkisinin yapraklarinda olduca fazla bulunan oleuropein isimli fenolik bilesenin
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lipit metabolizmasin1 ve obezite ile ilgili problemleri iyilestirdigi, anti-timor ajan olarak
davrandigi ve anti-HIV aktivite gosterdigi tespit edilmistir [78]. T ve NK ¢ogalmasi

lizerine yapilan bir caligmaya rastlanmamastir.

Sekil 2-4: Olea europaea tiiriine ait ¢icek goriintiisii [79]

2.5.5. Rosa damascena

Rosa damascena giill yagi tretimi igin yiizyillardir yetistirilmektedir [80].
Monoterpen alkolleri ve hidrokarbonlar gibi sekonder metabolitler izole edilmistir. Halk
tibbinda analjezik, anti-depresan, anti-inflamatuvar, diiiretik ve kozmetik olarak
kullanilmaktadir. Ayrica Rosa damascena Miller (Isparta giilii) tiiriiniin anti-bakteriyel
aktiviteye sahip oldugu ortaya konulmustur [81]. Diinyada giil yagi parfim, krem,
sabun, losyon ve diger kozmetik {iriinlerin esans bileseni olarak kullanilmakta olup giil
suyu ise yiyecekler ve igeceklere aroma verici olarak kullanilmaktadir. Giil yag: ve giil
suyu iireticilerinin basinda Bulgaristan, Tiirkiye ve Iran olup Kuzey Afrika, Hindistan

ve Cin’de de az da olsa giil suyu iiretilmektedir [80].

Sekil 2-5: Rosa damascene tiiriine ait cicek goriintiisii [82]
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2.5.6. Stachys cretica

Stachys cinsi en ¢ok Akdeniz, Giiney-bati Asya, Kuzey ve Giiney Amerika ve
Giiney Afrika’da dogal olarak yetismektedir. Ancak, Yeni Zelanda ve Avustralya’da
dogal olarak yetismemektedir. Akdeniz bélgesinde ve Iran’da bitkisel ilag ve dag cay:
olarak kullanilmaktadir [83]. Halk tibbinda dezenfektan, anti-spazmodik, balgam
sOkiicti, oksiirlik kesici, genital tiimoriin gelismesini ve iilser kanserini onleyici olarak
kullanilmaktadir. Bazi c¢alismalarla sitotoksik, anti-inflamatuvar ve anti-oksidan
aktiviteleri ortaya konulmustur. Bu cinse ait tiirlerin sahip oldugu ana sekonder
metabolitler olarak flavonoitler, iridoitler, yag asitleri ve fenolik asitler bulunmustur
[84]. Stachys cretica tirii ile yapilan T ve NK hiicreleri iizerine ¢alisma

bulunmamaktadir.

Sekil 2-6: Stachys cretica tiiriine ait ¢icek goriintiisii [85]

2.5.7. Teucrium sandrasicum

Teucrium cinsi Ozellikle Akdeniz’de ve 1liman bolgelerde dogal olarak
yetismektedir. Tibbi bitki olarak 2000 yildir kullanilmakta olup, Teucrium cinsine ait
bazi tiirler halen halk tibbinda anti-septik, idrar soktiiriicii, diabetik, ates diistiriicii, anti-
spazmodik olarak ve kronik bronsit, astim, gut ve mide rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bunun yaninda hipoglisemik, hipolipidemik, hepatoprotektif, ates
distiriicii, anti-inflamatuvar, anti-iilser, anti-timor, anti-oksidan, anti-fungal ve anti-
bakteriyel aktivitelerine de sahiptir [86, 87]. Yemek sektoriinde ise gidalarin
bozulmasimma sebep olan mikroplarin {iremesini Onlemek amachh olarak da
kullanilmaktadir. Igerdikleri esansiyel yaglar oldukea cesitli olup bu cinse ait iiyeler en
zengin diterpen igeren bitkilerden olup 220°den fazla diterpene sahiptirler [87].

Teucrium sandrasicum O. Schwarz tiirii Tiirkiye’de endemik olarak yetisen ve Ulper
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olarak adlandirilan bir bitkidir [88]. Bu tiir ile ilgili herhangi bir biyolojik aktivite ve

kimyasal bilesen analizi ¢alismas1 heniiz literatiirde bulunmamaktadir.

Sekil 2-7: Teucrium sandrasicum tiiriine ait ¢icek goriintiisii [89]

2.5.8. Thymus Cinsler

Thymus, Labiatae ailesine ait bir cinstir. Tiirkiye’de 39 tiir ile temsil edilir[90].
Thymus tiirleri halk arasinda soguk alginligi, grip, bronsit ve mide hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir [91]. Thymus spathulifolius tiiriiniin metanol methanol
fraksiyonunun polar (su) ve non polar (kloroform) alt fraksiyonlarinda orta derecede
anti-bakteriyel aktivite saptanmistir [92] Thymus eigii tiiriiniin non-polar ve polar
fraksiyonlarinin ise sirasiyla orta ve diisiik derecelerde anti-mikrobiyel aktivite
gosterdigi belirtilmistir [93]. Thymus vulgaris’in metanol methanol fraksiyonunun ¢ogu
patojene kars1 anti-bakteriyel aktivite gosterdigini ve bunun ekstre igerigindeki fenolik
bilesiklerden kaynaklanabilecegini bildirmistir [94]. Thymus praecox, Thymus
pseudopulegioides, Thymus sipyleus cinsleri ile T ve NK proliferasyonu ile iligkili bir

¢alisma bulunmamaktadir.

Sekil 2-8: Thymus praecox tiiriine ait ¢icek goriintiisii [95]
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Sekil 2-10: Thymus sipyleus tiiriine ait ¢icek goriintiisii [97]

2.5.9. Origanum vulgare

Origanum cinsi Labiatae familyasinda yer alir. Tirkiye’de 23 tiirii
bulunmaktadir [58]. Fenolik bilesikler igeren Origanum tiirleri halk arasinda da
ekspektoran ve gaz giderici olarak ayrica bogmaca, oksiiriik ve sindirim hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir [98]. Origanum vulgare metanol methanol fraksiyonunun
baz1 bakterilere ve cilt mantarlarina kargt anti-mikrobiyel etki gosterdigi saptanmistir
[99]. Immiinolojik etkileri ile ilgili calismalar olmasma regmen T ve NK hiicre

proliferasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalar bulunmamaktadir.



18

Sekil 2-11: Origanum vulgare bitkisinin ci¢eklerine ait goriintii [100]

Bu c¢alismada, 3 tanesi Tirkiye’ye endemik olan toplam 11 bitki methanol
fraksiyonunun uyarilmis periferik kan mononiikleer hiicreler iginde sitotoksik T
hiicreleri, yardimec1r T hiicreleri ve NK hiicreleri iizerindeki etkilerini; mitokondriyal
dehidrogenaz aktivite testi (MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-11)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir), hiicre ¢ogalmasini takip eden karboksi floresein sukkinimidil ester (CFSE)
boyama yontemi, floresan isaretli antikorlar ile boyama yontemi ve IL-1p, IL-2, IL-4 ve
IL-10 genlerinin anlatim diizeyleri kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gPCR) ile
saptayarak  bitkilerin  anti-enflamatuvar  potansiyellerinin  degerlendirilmesi

amaclanmastir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

Calismanim yapilmast icin gereken, Etik Kurul izni Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 19.06.2017 tarihinde 232803 say1li
belge ile alinmistir. Herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan, diizenli ilag¢ kullanimi
olmayan ve yas ve cinsiyetleri bakimindan uyumlu saglikli bireyler ¢alismaya dahil
edilmis, bireylere calismayla ilgili bilgi verilmesinin ardindan “Bilgilendirilmis Goniillii

Olur” formlar1 imzalatilmistir.

3.2. Kullamlan Kimyasal Malzemelerin Hazirlanmasi

3.2.1. Zenginlestirilmis RPMI-1640 (Complete Roswell Park Memorial Institute
1640) Hazirlanmasi

435 mL sivi RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) besiyerinin
tizerine 50 mL serum, 2,5 mL penesilin stroptemisin karisimi, 2,5 mL gentamisin, 2,5
mL MEM vitamin, 2,5 mL non-essantial amino asit ve 5 mL L-glutamin eklendi ve
komple RPMI (cRPMI) besiyeri hazirlandi. 100 mL distile su i¢inde iyice ¢oziiniinceye
kadar karistirildi ve +4°C’de saklandi.

3.2.2. Dulbecco's Phosphate-buffered Saline (DPBS) Hazirlanmasi
Toz halindeki DPBS (9.55 g) 1 L distile suda ¢6ziildii. 121°C’de 1.2 bar basing
altinda 15 dakika otoklavlanarak steril edildi.

3.2.3. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-11)-2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir)
Hazirlanmasi

Mililitrede 5 mg olacak sekilde 200 mL hazirlamak i¢in, 1 g MTT, 200 mL
DPBS’de ultrasonik su banyosu yardimiyla c¢ozdiirildid. 0.22 pm’lik filtreden
gecirilerek steril edildi. 15 mL’lik santrifiij tiiplerine boliindii ve aliiminyum folyo ile

sarilip -20°C’de saklandi.

3.2.4. CFDA, SE (Karboksi Floresein Diasetat Sukkinimidil Ester) Hazirlanmasi

Bir flakon CFDA, iizerine firmanin talimatlar1 dogrultusunda, 5 mM stok
konsantrasyon hazirlamak icin 18 pL steril dimetil siilfoksit (DMSO) eklendi. Nazikce
pipetaj islemi yapildi ve +4°C’de saklandi.
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3.3. Bitkilerin Eldesi Ve Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

Tezde kullanilan bitkilerin toplanmasi, metanolik fraksiyonlarimin hazirlanmasi
1.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dal1 ve 1.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimiinde gergeklestirilmis olup, ekstreler Dog¢. Dr. Caglayan
GURER tarafindan temin edildi.

Kurutulmus bitki materyalleri, oda sicakliginda metanol (% 95) ile perkole
edildi. Metanol ekstreleri 40 ile 50°C’de kuruyana kadar déner evaporatorde bekletildi.
Daha sonra metanol ekstreleri 72 saat -80°C’de bekletilip donduruldu ve bu siire
sonunda liyofilizasyon ile ¢Oziicii olan metanol ugurularak kuru ekstreler haline
getirildi. Toplam ekstre miktarlar1 hassas terazide tartilarak belirlendi ve her biri ayr1 bir
deney tiipiine aktarilip karanlikta +4°C’de muhafaza edildi.

Tiim fraksiyonlarin stok konsantrasyonlar1 2 mg/mL olacak sekilde vorteks ve
ultrasonikator ile su icinde tam olarak ¢oziinmeleri saglandi. Ana stoklar 0.45 um
capindaki filtrelerden gegirilerek steril hale getirildi. Hazirlanan ekstre ana stoklar1 (2
mg/mL) cRPMI besiyerleri ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlandi ve

kaltiir ortamina aktarildi.

3.4. Periferik Kan Orneklerinin Eldesi
Her bir bireyden 5 mL heparinize periferik kan 6rnegi alindi. Kan toplama islemi
proje baslangicindan yeterli Ornek sayisina ulasilincaya kadar devam edildi.

Uygulanacak biitiin islemler kan alma islemini takiben 2-4 saat araliginda yapildu.

3.5. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin Eldesi

Bes mL insan kani, 20 U/mL heparin ihtiva eden steril 10 mL'lik bir tiipe
toplandi. Heparinize kan 6rneginin tamami 1:1 oraninda DPBS ile toplam hacim 10 mL
olacak sekilde seyreltildi.

5 mL Ficoll-Paque Plus (oda sicakliginda) bagka bir steril 15 ml'e tiipe konuldu
ve 10 ml seyreltilmis hiicre siispansiyonu, iki sivi arasindaki ara ylizii bozmadan
dikkatli bir sekilde 5 mL Ficoll-Paque Plus'in tizerine eklendi.

Karigim 20-25 dakika boyunca 2000 devir / dakikada santrifiije tabi tutuldu.

Ara ylizde ince beyaz bir tabaka olusturan mononiikleer hiicreler steril bir
Pasteur pipeti kullanarak yeni bir 15 mL'lik tiipe aktarildi. Hiicrelerin plazma ve ayirma

ortami karisimu ile birlikte alinmamasina gayret edildi.
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Eritrosit kontaminasyonunu engellemek i¢cin PKMH {izerine Amonyum kloriir
eklendi ve 5 dakika beklendi. DPBS eklenerek nazik bir sekilde hiicreler pipetajlandi ve
yikandi. PKMH 1800 devir/dakika’da santrifiijlenerek hiicreler ¢okertildi ve iist faz
atilarak pelletin tizerine, 2-3 mL cRPMI ile siispanse edildi.

PKMH’ler kan sayim cihazi ile sayilarak ve uygun konsantrasyonda ayarlandi.

3.6. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-11)-2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir) Yontemi ile
Hiicre Cogalmasinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda kullanilan bitkisel fraksiyonlarin PKMH ¢ogalmasi {izerindeki

etkilerini belirlemek i¢in kolorimetrik bir yontem olan MTT yontemi kullanildi.

MTT kolorimetrik yontemi, hiicrelerin sart MTT’yi mitokondriyal dehidrogenaz
aktivitesi ile suda ¢oziinmeyen koyu kahverengi formazan kristalleri sekline ¢evirmesi
ve bu kristallerin de DMSO ile ¢oziindiiriilerek hiicre sayisi ile dogru orantili olarak

olusan rengin spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda 6l¢timii temeline dayanir [101,

102].

Bu dogrultuda, 96 kuyucuklu kiiltir kaplarma 1000000 hiicre/mL’lik %5
fitohemoglutinin (PHA) iceren hiicre stogundan 100 pL/kuyu olacak sekilde hiicre
ekimi yapildi. 24 saat siireyle karbondioksitli etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodundan sonra ortamdan besiyerleri uzaklastirilmadan kuyulara degisik
konsantrasyonlarda ekstre igeren ve igermeyen (kontrol) besiyerleri 100 pL olarak
eklendi. Kiiltiir kaplarinin etlivde 48 saatlik inkiibasyonundan sonra, kiiltiir kaplar1 20
dakika 300 g’de santrifiij edildi. Besiyerleri uzaklastirildi ve kuyulara (20 uL/kuyu)
MTT eklendi ve 3 saat etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodunun sonunda her
kuyuya 150 pL. DMSO eklendi ve kiiltiir kaplar1 30 dakika olusan formazan
kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in karistirildi. Daha sonra olusan renk 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Slgiildii. Absorbsiyon degerlerinden kontrole gore karsilastirilarak
% cinsinden hiicrelerin canlilik ve inhibisyon degerleri asagidaki formiillere gore

hesaplanarak belirlendi (Denklem 3.1 ve 3.2).
% Canlilik = (Ornek absorbansi / Kontrol absorbansi) x 100 (3-1)
% Inhibisyon = (1- (Ornek absorbans1 / Kontrol absorbansi)) x 100 (3-2)

Fraksiyonlarin PKMH hiicreleri {izerindeki etkilerini ortaya koymak igin

hesaplanan % inhibisyon degerleri ile cizilen grafiklerden ICso degerleri belirlendi.
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3.7. PKMH Proliferasyonunun CFSE Yontemiyle Belirlenmesi

CFSE yontemi, hiicre boliinmesinin takibi i¢in kullanilan floresan bir yontemdir.
Karboksi Floresein Diasetat Sukkinimidil Ester (CFDA, SE) hiicre i¢ine girmeden 6nce
floresan olmayan bir boyadir. Hiicre i¢ine girdikten sonra, hiicre i¢i esterazlar tarafindan
asetat gruplart kesilir bunun sonucunda karboksi floresein molekiiliiniin membran
gecirgenligi engellenir ve floresan 6zellik kazanir. Sukkinimidil ester grubu ise hiicre i¢i
serbest amin gruplarina baglanir ve her bir mitoz bdliinmede sonraki nesillere miktari

azalarak aktarilan CFSE halini alir [103, 104].

Bu hiicre i¢indeki azalma, hiicre basina diisen emisyon miktarinin da azalmasina

yol agarak akan hiicre 6l¢er cihazinda analiz edilir [105, 106].
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Sekil 3-1: CFSE yogunlugu ve béliinme sayisi iliskisini gosteren grafik ve histogram [107]

Hiicre boliinmesini takip etme amaciyla, izole edilen PKMH’ler 1 mL besiyeri
ile siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyonun igerisine, CFDA, SE 1 pL karanlik ortamda
eklendi ve nazikge pipetaj yapilarak hiicre siispansiyonu karistirildi. 6 dakika karanlik
ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra, fazla boyay1 uzaklastirmak igin 5
mL serumlu besiyeri eklenerek nazikge pipetaj yapildi. 1800 devir/dakikada santrifiij
yapildi ve iist faz atildi. Besiyeri ile yikama islemi 2 kez tekrarlandi. ikinci santrifiijden
sonra hiicreler uyarimli grup i¢in %5 PHA igeren, uyarimsiz grup i¢in PHA igermeyen
besiyeri ile siispanse edildi ve 1000000 hiicre/mL olacak sekilde hiicre siispansiyonu

hazirlandi1 ve 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina bu hiicre stispansiyonundan kuyu
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basma 500 pL ekildi. Hiicreler 24 saat siireyle karbondioksitli etiivde inkiibe edildi ve
24 saat sonunda, hiicrelerin {izerindeki besiyeri uzaklagtirlmadan degisik
konsantrasyonlarda bitki fraksiyonlarini i¢eren ve igermeyen 500 pL taze besi yeri
eklendi ve karbondioksitli etiivde 48 saat siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
hiicreler, eksitasyon/emisyon dalgaboyu 495 nm / 517 nm olacak sekilde BD
FACSCalibur ile dlgiildii. Elde edilen veriler FlowJo programi ile analiz edildi.

M1

—mmmmw mmaom

(6 15:5 VST —

Sekil 3-2: Hiicre béliinmeleri ile CFSE miktarindaki azalmayr gosteren histogram
A) Uyarilmams splanosit kiiltiirii B) anti-CD?3 ile uyarilms splenosit Kiiltiiriinde meydana
gelen degisim [103]

Analizler sonucunda, denklem 3-3’e gore uyarilma indeksi(Stimulation index=
SI) hesaplandi.

__ Deney Gruplannin Proliferasyon Degeri

= 3-3
PHA Uyarmh Grup Profiferasyon Degeri

3.8. Annexin V-Propidium Iyodiir (PI) Boyama ile Apoptozun Belirlenmesi
Apoptozun belirlenmesi amaciyla Annexin V-Propidium iyodiir boyama en
yaygin kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Annexin V proteini, hiicre membraninda
bulunan fosfotidil serine baglanan bir proteindir. Fosfotidil serin, normal fizyolojik
sartlarda membran da asimetrik dagilim gosterir ve membranin sitozolik kisminda yer
alir. Erken apoptozda ise, membran gecirgenligi bozulmadan, fosfotidil serin dagilimi

bozulur. Annexin V, membranin dis yiiziine ¢ikan fosfotidil serine baglanir ve erken
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apoptozun belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Ge¢ apoptoz ve nekroz durumlarinda ise
membran biitiinliigii bozulur ve Propidium Iyodiir’de (PI) hiicre membranindan igeri
girerek ¢ift zincirli DNA’ya baglanir. Floresan boyali annexin V ve PI birlikte
kullanilarak yapilan ikili boyamalarda, hiicre 6liim yolaklar1 akan hiicre odlger

kullanilaraktan kolayca belirlenebilir.

©
A'" 5 Ol Apoptoz
L)

-

A poptoz

AnnexinV-FITC

Sekil 3-3: Annexin V ve Pl boyama ile Apoptozun belirlenmesi [108].
A: Canh hiicre grubu, B: Apoptotik hiicre grubu

Apoptozu belirlemek amagiyla, PKMH’ler %5 PHA iceren c-RPMI besiyeri ile
1 000000 hiicre/mL olacak sekilde siispanse edildi. Kirk sekiz kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina bu silispansiyondan 500 pL eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon periyodundan sonra kuyucuklara, degisen konsantrasyonlarda ekstre igeren

ve ekstre icermeyen 500 pL besi yeri eklendi ve 72 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon
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sonunda, kuyucuklarda ki besi yerleri pipetaj yapilarak c¢ekildi. 1800 devir/dakikada 5
dk santrifiij yapildi. Ust faz atildi, hiicreler soguk DPBS ile siispanse edildi. Tekrar
santrifiij islemi yapildi, list faz atildi ve hiicrelerin i{izerine Annexin V baglama
soliisyonu eklendi. Hiicre siispansiyonundan 100 pL alindi ve 5 uLL. Annexin V-FITC ve
Pl eklendi. On bes dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyondan sonra tekrar santrifiij yapildi ve hiicreler 100 pL baglama soliisyonu ile
stispanse edildi. BD FACSCalibur kullanilarak okuma islemi gergeklestirildi ve FlowJo

ile analiz islemi yapildi.

3.9. Fraksiyonlarin T ve NK Hiicrelerinin Proliferasyonlar1 Uzerindeki Etkilerinin
Belirlenmesi

T ve NK hiicre proliferasyonun belirlenmesi amaciyla PKMH’ler 6ncelikle Bolim
3.1.2°de anlatildig1 sekilde CFSE ile boyandi. Doksan altinci saat sonunda PKMH’ler
48 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindan, pipetaj islemiyle akan hiicre olger tiiplerine
aktarildi, 1800 devir/dakikada santrifiij yapild1 ve iist faz dokiildii. Hiicreler, 1 kez
DPBS ile yikandi ve 200 pL akan hiicre dlger sivisi ile siispanse edildi. Floresan isaretli
antikorlar eklendi, hiicreler nazikge vortekslendi ve oda sicakliginda 20 dakika
inkiibasyona birakildi. Kullanilan anikorlara ait bilgiler Tablo 3.1°de verilmistir.
Inkiibasyondan sonra tekrar santrifiij yapildi ve iist faz uzaklastirildi. Uzerine tekrar 200
uL akan hiicre 6lger sivist eklendi. Vorteks isleminden sonra BD FACSAria Il ile 6l¢iim
yapildi. Analiz i¢in, FlowJo v7.00 programi kullanildi.

Tablo 3-1: Calismada kullamlan antikorlara ait bilgiler

Antikor Isaret Marka Hacim (pL)
Anti-human CD3 PerCP Bi%ﬁzgg?té:an 2,5
Anti-human CD4 PE/Cy7 Bi(l):)l_igggf\(é:an 2,5
Anti-human CD8 APC Bi%ﬁzgg?té:an 2,5
Anti-human CD56 PE BioLegend, San 25

Diego, CA
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3.10. Rna izolasyonu ve Kontrolii

3.10.1. RNA izolasyonu

PKMH’lerden total RNA izolasyonu yapilmasinda sirasiyla su islemler
uygulandi. RNA izolasyonunda olusabilecek RNaz kontaminasyonunu engellemek igin
izolasyonda kullanilacak pipet uclari, mikro tiipler gibi plastik ve diger malzemeler iki
kez otoklavlanarak steril hale getirildi. RNA izolasyonu “Genemark Total RNA

Izolation Kit” kullanilarak iiretici firmanin énerdigi sekilde yapildi.

RNA izolasyonu amagiyla 1000000 hiicre/mL olacak sekilde PKMH’ler %5
PHA iceren besiyeri ile slispanse edildiler. Alt1 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina, kuyu
basma 2 mL olacak sekilde ekim yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon
periyodundan sonra, 2 mL g¢esitli konsatnrasyonlarda ekstre igeren ve igermeyen
besiyeri her bir kuyucuga eklendi ve 72 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonsonunda
hiicreler pipetaj yapilarak 15 mL’lik santrifiij tiiplerine alindi, 1800 devir/dakikada 5
dakika santrifiij yapildi ve iist faz uzaklastirildi.

Kit igerigindeki total RNA lizis soliisyonuna 10 pL/mL olacak sekilde B-
merkaptoetanol (AppliChem, A1108) eklendi ve ¢oktiriilmiis PKMH’lerin iizerine
4000000 hiicre bagmna 350 pL lizis soliisyonundan (Lysis solution for total RNA kit)
konuldu. 1 mL’lik insiilin siringasi ile santriflij tiiplerinden 6rnekler toplandi ve mikro
santrifiij tiiplerine alindi. Insiilin sirmgasi ile pipetaj islemi yapilaraktan hiicrelerin
parcalanmasi saglandi. Lizatin iizerine 350 uL %70’lik soguk etanol eklendi ve pipetaj
yapildi. Karigim, “Filtration Column” tiipline aktarildi ve 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi (Sigma 3-30K). Santrifiij sonras1 tiipte bulunan kolon ¢ikarild1 ve altta
kalan siviya %70’lik etanolden (EtOH) 1 mL eklendi ve karistirildi. Bu karigim
“Nucleic Acid Binding Column” tiipiine yiliklendi ve 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiijlendi. Tiipte bulunan filtreli kolona 250 pL kit icerigindeki yikama soliisyonu I
(Wash Solution I) eklendi ve ardindan 14000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi. Tiipte
bulunan filtreli kolon yeni bir tiipe alindi ve kolona “Wash Solution II Concentrate”
soliisyonundan 500 pL aktarilarak 14000 rpm hizda 1 dakika santrifiijlendi. Bu son
islem bir kez daha tekrar edildi. Filtreli kolon en son olarak yeni bir steril 1.5 mL’lik
santrifiij tiipline yerlestirildi ve iizerine kitin eliisyon soliisyonundan (Elution solution)
20 pL eklendi. Daha sonra 1 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 14000 rpm hizda 1
dakika santrifiijlendi. 1.5 mL’lik tiipte bulunan filtreli kolon atild1 ve alttan siviya gecen
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RNA ¢ozeltisi, miktar ve saflik dl¢iimiinii takiben elektroforetik analiz yapildiktan sonra

kullanilincaya kadar -80°C’da saklandi.

3.10.2. izole Edilen RNA’larin Konsantrasyon, Safik Kontrolii

Izole edilen RNA’larin  konsantrasyon ve safliklarinin  kontrolii
spektrofotometrede (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbanslar1 6l¢iilerek yapildi. Konsantrasyon tayini i¢in 260 nm dalga
boyunda Olgililen absorbans degeri (Denklem 3.1) yerine konularak hesaplama yapildi.
Saflik kontroliinde ise A260/A280 orani kullanildi. A260/A280 orami 1.8-2.0 olan
RNA’lar saf olarak kabul edildi.

RNA (ng/mL)= A260 x sulandirim kat sayis1 x 40 (3-4)

3.10.3. cDNA Sentezi

PKMH’lerden elde edilen total RNA’lardan cDNA kiitliiphanesi olusturmak igin
ticari bir kit olan “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems™, 4368814)” kullanildi ve prosediir iiretici firmanin Onerdigi sekilde
uygulandi. Total RNA konsantrasyonu 2 pg/uL olacak sekilde sulandirildi ve reaksiyon
2 ng total RNA ile baglatildi. cDNA sentezi sirasinda kit igeriginde yer alan RT
Random Primer’ler kullanildi. cDNA sentezinde kullanilan bilesenler Tablo 3.1°de ve
reaksiyon kosullar1 Tablo 3.2°de verildi. cDNA analizi i¢in Boliim 3.4.2°de anlatilan

spektrofotometrik dl¢lim ve analiz yapildi.

Tablo 3-2: Total RNA’dan ¢cDNA sentezi icin kullanilan reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Konsantrasyon  Son Konsanstrasyon Hacim (pL)
RT Tamponu 10X 1X 2 uL
dNTP Mix 100 mM 4 mM 0.8 uL
RT Random Primer’leri 10X 1X 2 uL
RNA 2 pg/ul 100 ng/pL 2 uL
dH20 - - 12.2 uL

TOPLAM HACIM —20 uL
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Tablo 3-3: Total RNA’dan ¢cDNA sentezi i¢in reaksiyon kosullari

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak
Sicakhik 25°C 37°C 85°C
Siire 10 dakika 120 dakika 5 dakika

3.11. Primerlerin Tasarlanmas1 ve Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(gPZR) ile Gen Anlatim Diizeylerinin Belirlenmesi

3.11.1. Primerlerin Tasarlanmasi

Gen anlatimi diizeylerini belirlemek amagiyla IL-1p, IL-2, IL-4, IL-10ve B-aktin
genlerinin primerleri IDT OligoAnalizer 3.1 ve NCBI Primer Blast Tool programlar ile
tasarlandi. Primerler 100 pM olacak sekilde, 2 kez otoklavlanmig ultra saf su ile
sulandirildi ve ana stok olarak saklandi. Reaksiyonlarda kullanilacak primerler bu ana
stoktan 10 uM olacak sekilde dilue edildi. Gergek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (qPZR) ge¢meden oOnce, primerler ile klasik Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yapildi ve olusan drlinlerin %1°lik agaroz jelde tek bant
goriiniimiinde oldugu kontrol edildi. Tasarlanan primerlere ait bilgiler Tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3-4: Genlerin qPZR ile ¢cogaltimi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri ve miktarlar

Primerin Kisa

Gosterimi G+C Orani (%) Primerin Dizisi
Act-F 52,9 5" CTGGAGAAGAGCTACGA 3’
Act-R 471 5' AGGTAGTTTCGTGGATG 3'
IL-1F 47,1 5" AGCTGGAGAGTGTAGAT 3°
IL-1R 47,1 5" TTTCTGCTTGAGAGGTG 3°
IL-2F 52,9 5" CCCAGGGACTTAATCAG 3°
IL-2R 47,1 5" CTACAATGGTTGCTGTC 3°
I1L-4F 47,1 5" GCTTGAATTCCTGTCCT 3°
IL-4R 42,1 5" CTCTCTCATGATCGTCTTT 3°
IL-10F 47,1 5" CAAGCTGAGAACCAAGA 3°

IL-10R 47,1 5" AAGGCATTCTTCACCTG 3°
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3.11.2. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR) ile Gen Anlatim
Diizeylerinin Belirlenmesi

Kantitatif gercek zamanli PZR teknolojisi, gen anlatimin belirlenmesi igin
kullanilan, uygulamasi kolay, hassasiyet yliksek ve diisiik maliyetli bir yontemdir.
gPZR yonteminde reaksiyona ve analize harcanan zaman klasik PZR yontemlerine gore
daha kisadir. Temel olarak amplifikasyonun iirtinlerini ayn1 zamanda sayisal degerlere
doniistiirerek 6lgmek ve devam eden PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek reaksiyonun
gidigini 6l¢meye dayanmaktadir. Bu amagcla, floresans bazi boya ya da problar ile
olusan floresansi saptayabilen 1s1l dongii aygitlar1 (thermal cycler) kullanilir. Boyalar
arasinda en sik kullanilani ¢ift iplikli DNA’ya baglanan SYBR Green’dir. Reaksiyon
sirasinda hedef 52 niikleik asit dizilerinin sayis1 arttik¢a, olusan ¢ift iplikli DNA
molekiillerine giderek daha fazla sayida SYBR Green molekiilii baglanir ve daha fazla

floresans olusur. Olusan floresans es zamanli olarak okunur [109].

qPZR reaksiyonu “GeneMark SYBR Master Mix Kit” kullanilarak
gerceklestirildi. Is1l dongii cihazi olarak Bio-rad CFX96 kullanildi. Analizler Bio-rad
Precision Melt Analysis v1.2 programi ile yapildi. qPZR reaksiyonuna ait reaksiyon

bilesenleri Tablo 3.4’de verilmistir. Reaksiyon dongiisiine ait bilgiler ise Tablo 3.5’de

verilmistir.
Tablo 3-5: qPZR reaksiyon bilesenleri ve miktarlar:
Reaksiyon Bilesenleri Konsantrasyon Son Konsanstrasyon Hacim (pL)
2X Syber Gr_een Master ox 1X 10 uL
Mix

Primer F1 10 uM 500 nM 1 uL

Primer R1 10 uM 500 nM 1 pL

Kalip 1 uL

dH-20 7 uL

TOPLAM HACIM — 20 uL




Tablo 3-6: qPZR icin reaksiyon kosullar:

Asama Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyonu 95 2 dk. 1
Denatiirasyon 95 30sn. ™
Baglanma 52 30 sn. = 35
Uzama 72 30sn, -
Son Uzama 72 5 dk. 1

3.12. istatistiksel Analizler
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Deneylere ait tiim sayisal veriler kontrole ve birbirlerine gore istatistiksel olarak

GraphPad Prism yazilim programi (GraphPad Prism version 7.0, GraphPad Software,

San Diego California USA, Anonim-c) kullanilarak degerlendirildi. Gruplarin kontrol

grubuna gore anlamliliklart Krustal-Wallis testi ile degerlendirildi. Anlamlilik degeri

olarak P <0.05 seviyesi temel alindu.
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4. BULGULAR

On bir matanolik bitki fraksiyonunun, insan periferik kan T ve NK hiicreleri
proliferasyonu  lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla oncelikle 11 metanolik
fraksiyon MTT yontemi ile uyarilmis PKMH’ler iizerinde 3 farkli doz da denendi.
Burada amag, daha pahali olan sonraki basamaklara gegmeden once kolay ve nispeten
ucuz bir yontem olan MTT yontemi ile fraksiyon sayisini azaltmakti. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda T ve NK hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegi goriilen 4
metanolik bitki fraksiyonunun CFSE isaretli PKMH’ler de prolifertif yaniti incelenmis
ve istatistiki olarak en yiiksek anlimlig1 veren Cotinus coggygria metanolik fraksiyonu
ile ¢alismanin ilerleyen basamaklarina devam edilmistir. Cotinus coggygria metanolik
fraksiyonunun PKMH’ler iizerindeki etkilerini belirleyebilmek i¢in Annexin V-Pl
boyama ile apoptozu uyarip/uyarmadigi arastirilmistir. Bu basamaktan sonra, Cotinus
coggygria metanolik fraksiyonunun T ve NK hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri
cok renkli boyama yontemi ile Akan Hiicre Olcer cihazinda incelendi ve Cotinus
coggygria metanolik fraksiyonunun PKMH’lerinde IL-1p3, IL-2, IL-4 ve IL-10

genlerinin anlatim diizeylerini nasil etkiledigi qPZR yontemi ile saptandi.

4.1. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-11)-2,5-Difenil Tetrazolyum Bromiir) Yontemi ile
Hiicre Cogalmasinin Belirlenmesi

Calismamizda 11 metanolik bitki methanol fraksiyonunun degisen
konsantrasyon degerlerine gore PHA ile aktive edilmis PKMH’ler tizerindeki inhibe
edici aktiviteleri MTT yontemi ile saptanmistir. Farkli konsantrasyonlara (5, 25, 100
ug/mL) karst % inhibisyon degerlerine gore hazirlanan grafikler Sekil 4.1-11’de

gosterilmektedir. Bu grafiklere ait inhibisyon degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Centaurea antiochia
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Sekil 4-1: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Centaurea antiochia
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Cotinus coggygria

801

60

201

Yiizde inhibisyon

0 20 40 60 80 100
pg/mL

Sekil 4-2: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Cotinus coggygria
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Crataegus microphylla
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Sekil 4-3: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin cogalmas iizerine Crataegus microphylla
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi
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Olea europaea
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Sekil 4-4: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin c¢ogalmasi iizerine Olea europaea
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi
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Sekil 4-5: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Rosa damascena
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Stachys cretica
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Sekil 4-6: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin cogalmasi iizerine Stachys cretica
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi
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Teucrium sandrasicum

Sekil 4-7: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Teucrium sandrasicum
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Yiizde Iinhibisyon
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Sekil 4-8: PHA ile uyarilmiy PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Thymus praecox
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Yiizde Inhibisyon

Sekil 4-9: PHA

ile uyarilmis
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Thymus pseudopulegioides
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PKMH  hiicrelerinin ¢ogalmasi

iizerine Thymus

pseudopulegioides methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi
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Thymus sipyleus
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Sekil 4-10: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Thymus sipyleus
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Oryganum vulgare
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Sekil 4-11: PHA ile uyarilmis PKMH hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine Oryganum vulgare
methanol fraksiyonunun konsantrasyonlara gore % inhibisyon degisimi

Tablo 4-1: Fraksiyonlarm PKMH iizerinde MTT yontemi ile belirlenen inhibisyon
degerleri (n=3) ) (ns= not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 ****
p<0,0001)

% Inhibisyon

5 pg/mL 25 pg/mL 100 pg/mL
Centaurea antiochia 29,13 38,34 55,66
Cotinus coggygria 24,57 43,70 56,70
Crataegus microphylla 27,56 37,49 40,34
Olea europaea 37,18 42,03 46,24
Rosa damascena 15,99 42,47 51,72
Stachys cretica 18,73 35,02 38,94
Teucrium sandrasicum 28,47 39,77 46,92
Thymus praecox 32,20 37,29 41,81
Thymus pseudopulegioides 32,54 38,23 36,33
Thymus sipyleus 23,46 39,48 58,53
Oryganum vulgare 26,50 31,56 34,85
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MTT yontemi ile belirlenen, konsantrosyana bagli inhibisyon degerleri
kullanilarak olusturulan grafikler goz oniine alindiginda, doza bagimli inhibisyon artisi
gosteren fraksiyonlarin Centaurea antiochia, Cotinus coggygria, Stachys cretica ve
Teucrium  sandrasicum  oldugu  saptanmustir.  Bu  fraksiyonlarin  diisiik
konsantrasyonlarda PHA ile uyarilmis PHMH’ler {izerinde gosterdikleri yiiksek aktivite

sebebiyle, bu bitkilerin potansiyel anti-enflamatuvar etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.2. PKMH Proliferasyonunun CFSE Yontemiyle Belirlenmesi

MTT yontemi ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda, doza bagl
inhibisyon artisina sahip Centaurea antiochia, Cotinus coggygria, Stachys cretica ve
Teucrium sandrasicum fraksiyonlarmin uyartlmis PKMH proliferasyonlarini nasil
etkiledigi daha iyi anlayabilmek i¢in CFSE boyama yontemi kullanild: [110]. Akan
Hiicre Olger cihazinda 96. saat sonunda elde edilen verilerin FlowJo programi ile
yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.2°de, uygulanan kapilama stratejisi ise Sekil 4.12-13’de

gosterilmektedir.

Sekil 4.12-13’de verilen, histogramda yer alan egrinin uyarimsiz lenfositlere
gore uyarimli lenfositlerde X ekseni iizerinde sol tarafa kaymasi boliinen hiicrelerde, her
yeni nesilde hiicre i¢inde azalan CFSE miktarina paralel olarak yariya diismesi ve 517
nm’de meydana gelen emisyonun azalmasi ile agiklanmaktadir. Proliferasyon degeri ise
uyarimsiz lenfositlere gore uyarimli lenfositlerin yiizde kaglik diliminin bolindigiini
gostermektedir. Analiz basamaginda uyarimsiz lenfositlerin histogramindan elde edilen
sinir, degistirilmeden tlim gruplara uygulanmis ve her bir grup ic¢in proliferasyon
degerleri elde edilmistir. Bu degerlerin normalizasyon islemi i¢in ise, Uyarilma Indeksi
(Stimulation Index= SI) kullanmilmistir. SI degerinin hesaplanmasinda kullanilan
Denklem 3-3’de verilmistir. Her bir grup, uyarimli grubun proliferasyon degeri ile

normalize edilmis ve uyarimda meydana gelen azalma/artma hesaplanmaistir.
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Sekil 4-12: FSC-SSC grafiginde uyarimsiz PKMH’in dagilimi, kapilama stratejisi ve %
proliferasyon degerleri

250K = , - : 1
200K

150K

SSC-A
Count

100K

L
=
-~

=

0 100K 200K 10 10 0*

FSC-A Comp-FITC-A :: CFSE

Sekil 4-13: FSC-SSC grafiginde PHA ile uyarllan PKMH’lerin dagilimi, kapilama
stratejisi ve % proliferasyon degeri
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Tablo 4-2: Centaurea antiochia ve Cotinus coggygria fraksiyonlarine ait CFSE yontemiyle
elde edilen SI degerleri ve anlamhilik diizeyleri (n=5) (ns= not significant(anlamh degil), *
p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)

Centaurea antiochia Cotinus coggygria
- 1 1 1 1 1 1
Ornek No PHA ug/OIgL ug/I(:lL pg/mL ug/olgL ug/l(:lL pg/mL
1 1,00 | 0,72 | 0,94 | 0,96 0,10 0,66 | 0,93
2 1,00 | 0,87 | 0,97 | 0,99 0,07 0,78 | 1,01
3 1,00 | 0,94 | 1,00 | 1,00 0,15 0,92 | 1,00
4 100 | 0,78 | 0,84 | 0,89 0,07 0,68 | 0,86
5 1,00 | 0,86 | 0,94 | 0,95 0,13 0,78 | 0,94
Ortalama 1,00 | 0,83 | 0,94 | 0,96 0,11 0,76 | 0,95
Krustal-
Wallis Testi Fkk ns ns Fhkk | ekkek ns
Sonuclari

Tablo 4-3: Stachys cretica ve Teucrium sandrasicum fraksiyonlarine ait CFSE yontemiyle
elde edilen SI degerleri ve anlamhlik diizeyleri (n=5) ) (ns= not significant(anlamh degil), *
p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)

Stachys cretica Teucrium sandrasicum
G o 4 PHA pgl/ong pgﬁL ug/lmL pgl/orgL pg:}I(:lL pg/lmL
1 1,00 | 0,67 0,97 0,98 1,05 1,01 1,02
2 1,00 | 0,91 0,96 1,00 0,85 1,00 0,99
3 1,00 | 0,92 1,00 1,00 0,92 1,00 1,00
4 1,00 | 0,54 0,85 0,88 0,60 0,79 0,87
5 1,00 | 0,76 0,94 0,95 0,79 0,94 0,95
Ortalama | 1,00 | 0,76 0,94 0,96 0,84 0,95 0,97
Krustal-
Wallis Testi falekel ns ns * ns ns
Sonuglari

CFSE yontemi ile elde edilen sonuglar Centaurea antiochia, Stachys cretica,
Teucrium sandrasicum fraksiyonlarmin 100 pg/mL konsantrasyonunda, 5 biyolojik
tekrarlt deneylerde, uyarilmis PKMH’leri istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe
ettigi saptanmustir. Cotinus coggygria ekstresi ise, 10 pg/mL konsantrasyonunda bile
PHA uyarimini kismi oranda engellemekte ve istatistiki olarak anlamli sonuglar
vermektedir. Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun 100 pg/mL’si ise PHA

uyarimini biiylik oranda durdurmaktadir. Kuvvetli bir non spesifik mitojen olan PHA
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uyarmmini biiyiik oranda durdurmasi, methanol fraksiyonunun anti-enflamatuvar ajanlar

tagiyabilecegi fikrini destekler niteliktedir.

4.3. Annexin V-Propidium Iyodiir (PT) Boyama ile Apoptozun Belirlenmesi

MTT ve CFSE yontemi ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda,
Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun uyarilmis PKMH proliferasyonunu anlaml
sekilde durdurdugu gosterilmistir. Annexin V-Pl boyama yontemi ile ekstrenin
PKMH’ler iizerindeki apoptatik etki mekanizmasi arastirilmis ve 96. saat sonunda Akan
Hiicre Olger’den elde edilen verilerin FlowJo programi ile yapilan analiz sonuglart

Tablo 4.4’de verilmistir. Uygulanan kapilama stratejisi ise Sekil 4.14-16’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4-14: Uyarmmsiz PKMH’lerde apoptozun saptanmasi i¢in kullamilan kapilama
stratejisi ve hiicrelerin dagilim
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Sekil 4-15: PHA uyarisi sonrasi PKMH’lerde apoptozun saptanmasi

Sekil 4.14-15’de verilen Annexin V-PI sekillerin’de Q1 olarak ifade edilen
bolge, Annexin V boyanma agisindan negatif PI boyanma agisindan pozitif hiicreleri
ifade etmektedir. Bu bolgedeki hiicrelerin 6lii veya nekrotik olduklart diigiiniilmektedir.
Q2 bolgesindeki hiicreler, Annexin V boyanma ac¢isindan ve Pl boyanma agisindan
pozitif hiicrelerdir ve ge¢ apoptoz evresindedirler. Q3 bdlgesi ise, Annexin V boyanma
acisindan pozitif ve PI boyanma agisindan negatif hiicreleri ifade etmektedir ve erken
apoptotik hiicrelerdir. Q4 bolgesinde yer alan hiicreler ise iki boya agisindanda

negatiftirler ve canli hiicrelerdir.
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Sekil 4-16: Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun, 100 pg/mL (solda) ve 25 pg/mL
(sagda) konsantrasyonlarinin lenfosit kapisi icindeki hiicre oram degisimleri

Tablo 4-4: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanmis ve
uygulanmamis PKMH’lerin, Annexin V-PI boyama sonucunda bolgelere gore
dagihimlar1 (n=3) ) (ns= not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001
**%* p<0,0001)

Konsantrasyon Krustal-Wallis
(pg/mL)y 70 Qu 7 Q: % Qs | %Qs Test Sonuclari

PHA 6,81 1,37 2,87 88,93 ns

1 4,95 1,52 3,46 90,07 ns

5 4,36 1,57 4,22 89,83 ns

10 9,06 2,93 3,87 84,17 ns

25 13,69 4,31 6,19 75,80 ns

100 10,2 9,31 4,71 75,7 ns

Ug biyolojik tekrarl1 yapilan ¢alismalar sonucunda, Cotinus coggygria methanol
fraksiyonunun PKMH’ler iizerindeki apoptatik etkileri incelendiginde istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Ekstrenin uyarilmis PKMH proliferasyonunu,
farklt mekanizmalar ile durdurdugu disiiniilmektedir. Farkli ekstre konsantrasyonlarinin
(25 ve 100 pg/mL) hiicreleri apoptoza yonlendirmemesine ragmen SSC-FSC grafiginde
lenfosit kapisi icindeki hiicre sayisin1 anlamli oranda baskiladigi Sekil 4.16’da

goriilmektedir.
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4.4. Cotinus  coggygria Methanol fraksiyonunun T ve NK Hiicrelerinin
Proliferasyonlar1 Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun CFSE proliferasyon testi sonuglarina
gore gosterdigi yiiksek anti-proliferatif etki ve bu etkinin apoptotik yolaklardan
kaynaklanmamasi sebebiyle ¢alismanin bundan sonraki basamaklarina Cotinus
coggygria ekstresi ile devam edilmistir. Oncelikle, Cotinus coggygria methanol
fraksiyonunun total PKMH {izerindeki anti-proliferatif etkileri CFSE boyama yontemi
ile daha ayrintili bir sekilde incelenmistir. Bu veri Tablo 4.5’de sunulmustur. Bu
verilerden elde edilen SI degerleri grafigi ise Sekil 4.17°de verilmistir. Cotinus
coggygria methanol fraksiyonunun, T ve NK hiicre prolifereasyonuna etkilerinin
arastirilmas1 i¢in CFSE ile birlikte anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 ve anti-CD56
antikorlar1 kullanilarak ¢ok renkli (multicolor) boyama yapilmistir. T hiicreleri
tizerindeki etkilerini arastirmak igin yapilan kapilama stratejisi Sekil 4.18°de
gosterilmistir. Ekstrenin T hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkisi ise Tablo 4.6-7°de
ve hesaplanan SI degerleri Sekil 4.19-21°de verilmistir. NK hiicreleri tlizerindeki
etkilerini arasgtirmak i¢in yapilan kapilama stratejisi Sekil 4.22°de gosterilmistir.
Ekstrenin NK hiicreleri iizerindeki anti-proliferatif etkisi ise Tablo 4.8-9’da ve Sl

degerleri ise Sekil 4.23-25’de verilmistir.
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Sekil 4-17: Degisen konsantrasyonlerda Cotinus coggygria ekstresi uygulanmis ve
uygulanmamis PKMH’nin CFSE yontemi ile olciilen Sl verileri (n=9) ) (ns= not
significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)

Tablo 4-5: Cotinus coggygria fraksiyonunun PBMC’ler iizerindeki SI degerine etkileri

Konsantrasyonlar (ng/mL)
PHA 1 5 10 25 100
Proliferasyon 1 0,88 0,77 0,72 0,25 0,12

Dokuz biyolojik tekrarli ve sadece CFSE boyama kullanilarak yapilan
proliferasyon testi sonuglarma gore Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun 1
ug/mL konsantrasyonunun total proliferasyon iizerinde anlamli bir etkisi olmadigi
(proliferasyon degeri 0,88), 5 ug/mL konsantrasyonundan sonra ise anlamli etkilerin

basladig1 goriilmistiir (proliferasyon degeri 0,77).
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Sekil 4-18: CD4" ve CD8" T hiicrelerinin proliferasyon verilerini 6l¢gmek icin kullamlan
kapilama stratejisi (A: Lenfosit kapis1 B: Lenfosit kapisi icerindeki CD3* ve CD3 hiicreler
C: CD3" hiicreler icerisinde CD4" hiicreleri D: CD3" igerisinde CD8" hiicreleri)

CD4" T Hiicreleri
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Sekil 4-19: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanmis ve
uygulanmamis CD4" T hiicrelerinin CFSE yontemi ile dl¢iilen SI degerleri (n=9) ) (ns= not
significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)
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Tablo 4-6: Cotinus coggygria fraksiyonunun CD4*’ler iizerindeki ST degerine etkisi

Konsantrasyonlar (ng/mL)
PHA 1 5 10 25 100
Proliferasyon 1 0,95 0,89 0,84 0,33 0,11

Cotinus coggygria ekstresi, PHA ile uyarilmis CD4" T hiicre proliferasyonunu
artan konsantrasyona bagli olarak engellemektedir. Farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve
10 pug/mL) anlamli bir degisim olmamasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olan, 25
pg/mL  konsantrasyonu boéliinen hiicre mikrart PHA uyarimlhi gruba gore %67
azalmaktadir. En yiiksek konsantrasyon olan, 100 pg/mL’de ise sadece %11 oraninda

hiicre boliinmektedir.
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1.51

ns
ns *

* % x %

Proliferasyon

E kI

Konsantrasyon (png/mL)

Sekil 4-20: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanmis ve
uygulanmams CD8" T hiicrelerinin CFSE yontemi ile hesaplanan Sl verileri (n=9) ) (ns=
not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)

Tablo 4.7: Cotinus coggygria fraksiyonunun CD8™"ler iizerindeki SI degerine etkileri

Konsantrasyonlar (ng/mL)
PHA 1 5 10 25 100
Proliferasyon 1 0,83 0,69 0,64 0,26 0,11
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Cotinus coggygria ekstresi, PHA ile uyarilmig CD8" T hiicreproliferasyonunu
artan konsantrasyona bagli olarak engellemektedir. Farkli konsantrasyonlarda (1 ve 5
ug/mL) anlamli bir degisim olmamasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olan, 10
pg/mL  konsantrasyonu boéliinen hiicre mikrart PHA uyarimhi gruba gore %36
azalmakta, 25 pg/mL konsantrasyonu ise %74 oraninda proliferasyonu inhibe
etmketedir. En yiiksek konsantrasyon olan, 100 pg/mL’de ise sadece %11 oraninda

hiicre bolinmektedir.

Mann-W hitney U Testi

1.5-
** * - B cps’
S I I I I — I cos
2 1.07
w
[+
S
[<5)
=
2 0.5-
o
0.0-

1 ug/mL 5ug/mL 10 ug/mL

Sekil 4-21: CD4" ve CD8" T hiicre proliferasyon yamtlarimin konsantrasyona bagh
karsilastirilmasi ) (ns= not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 ****
p<0,0001)

CD8" ve CD4* T hiicreleri ile yapilan proliferasyon testleri sonucunda her 2
hiicre tipi iginde doza bagimli inhibisyon igoriilmiistiir. CD8" T hiicreleri igin 10 pg/mL
konsantrasyonu istatistiksel olarak anlamli fark olustururken, CD4" T hiicreleri i¢in 25

ug/mL konsantrasyonu istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermektedir.
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Sekil 4-22: CD 56P*"2 ye CD 56%"* NK hiicrelerinin proliferasyon verilerini 6lgmek icin
kullamlan kapilama stratejisi (A: Lenfosit kapis1 B: Lenfosit kapisi icerindeki CD3* ve
CD3  hiicreler C: CD3 hiicreler i¢erisinde CD56P2""2 ve CD56°°'"* hiicreler)

CD 56par|ak

1.51

Proliferasyon

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4-23: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanmis ve
uygulanmams CD 56°3"2 T hiicrelerinin CFSE yéntemi ile él¢iilen Sl verileri (n=9) ) (ns=
not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)
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Tablo 4-8: Cotinus coggygria fraksiyonunun CD56P2""% NK hiicreleri iizerindeki Sl
degerine etkisi

Konsantrasyonlar (ug/mL)
PHA 1 5 10 25 100
Proliferasyon 1 0,77 0,60 0,49 0,14 0,04

Cotinus coggygria ekstresi, PHA ile uyarilmis CD56°% NK hiicre
proliferasyonunu artan konsantrasyona bagli olarak engellemektedir. 10 pg/mL
konsantrasyonda proliferasyon degeri uyarimli grubun degeri olan 1°den %51 oraninda
azalarak 0,49 olmustur. 25 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda ise, proliferasyon degeri

sirasi ile 0,24 ve 0,04 olarak hesaplanmistir.

CDSGSOIUk
1.5
- ns
o m
>‘;|__() ns
g ns
e
@
=
§ 0.5 * * *
o
* ok kK
0.0
Q
QQ\V“ N o N ,.lfo O

Konsantrasyon (png/mL)

Sekil 4-24: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanmis ve
uygulanmams CD 56" NK hiicrelerinin CFSE yontemi ile l¢iilen proliferasyon verileri
(n=9) ) (ns= not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 **** p<0,0001)

Tablo 4-9: Cotinus coggygria fraksiyonunun CD56%'" NK hiicreler iizerindeki SI degerine
etkisi

Konsantrasyonlar (nug/mL)
PHA 1 5 10 25 100
Proliferasyon 1 0,79 0,68 0,62 0,29 0,16
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Cotinus coggygria ekstresi, PHA ile uyarilmis CD56%Y NK hiicre
proliferasyonu artan konsantrasyonda engellemektedir. Farkli konsantrasyonlarda (1, 5
ve 10 pg/mL) goézlenen inhibisyon istatistiksel olarak anlamli degildir. 10 ug/mL
konsantrasyonda boliinen hiicre miktart %38 azalarak proliferasyon degeri 0,62 dir.
Istatistiksel olarak anlamli olan, 25 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda ise,

proliferasyon degeri 0,29 ve 0,16 olarak hesaplanmuistir.

Mann-W hitney U Testi

1.5
ns ns ns - CD56parlak
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Sekil 4-25 CD56P2""3k ve CD56° NK hiicrelerinin proliferasyon yamtlarimin ekstre
dozuna bagh karsilastirilmasi ) (ns= not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 ***
p<0,001 **** p<0,0001)

CD56P2"3 NK hiicreleri ve CD56°° NK hiicreleri ile yapilan proliferasyon
testleri sonucunda her 2 hiicre tipi icinde doza bagimli inhibisyon meydana geldigi
goriilmiistiir. CD56P" NK hiicreleri icin 10 pg/mL konsantrasyonu istatistiksel olarak
anlamli fark olustururken, CD56°"% NK hiicreleri icin 25 pg/mL konsantrasyonu

istatistiksel olarak anlamli sonuglar olusturmaktadir.

Tiim deney gruplarindan elde edilen sonuclar degerlendirildiginde 25 ve 100
ng/mL konsantrasyonlarinin proliferasyonlar yiiksek oranda engelledigi gorilmektedir.
Bununla birlikte, Annexin V-PI boyama sonuglarindan elde edilen, 25 ve 100 ug/mL
konsantrasyonun lenfosit kapisi icerisinde yer alan hiicre miktarini yiiksek oranda

azalttigi bulgusuda g6z Oniline alindiginda calismanin bundan sonraki basamagina
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Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun 3 konsantrasyonu (1, 5 ve 10 pg/mL) ile

devam edilmistir.

4.5. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR) ile Gen Anlatim
Diizeylerinin Belirlenmesi

Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun, CD4* ve CD8* T, CD56P% ve
CD56%k NK hiicre gruplar iizerindeki konsantrasyona bagl anti-proliferatif etkinin
mekanizmasini aydinlatabilmek i¢in, pro-enflamatuvar (IL-1p, IL-2 ve IL-4) ve anti-
enflamatuvar (IL-10) genlerin anlatim diizeylerine qPCR yoOntemi ile saptanmistir. Gen
anlatim diizeylerine iligskin elde edilen sonuglar sonuglar Tablo 4.11°de verilmistir. Bu
veriler kullanilarak olusturulan goreceli gen anlatim diizeylerini gosteren grafikler ise

Sekil 4.24-25’de sunulmustur.

1,0

08 4 i

06 1 1

04 1 ]

02 1 i i

00 ¢ : : =
IL-1 L2

Target
[mm 1ug/ml e 5ug/ml  mmmm 10 ug/ml |

Relative Normalized Expression

Sekil 4-26: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanan ve
uygulanmayan PHA ile uyarilmmis PKMH’lerinin IL-1p ve IL-2 gen ekspresyon diizeyleri
(n=3)
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Sekil 4-27: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanan ve
uygulanmayan PHA ile uyarilmis PKMH’lerinin IL-4 ve IL-10 gen ekspresyon diizeyleri
(n=3)

Tablo 4-10: Degisen konsantrasyonlarda Cotinus coggygria ekstresi uygulanan ve
uygulanmayan PHA ile uyarilmis PKMH’lerinin IL-1f, IL-2 IL-4 ve IL-10 gen ekspresyon
diizeyleri ) (ns= not significant(anlamh degil), * p<0,05, ** p<0,01 *** p<0,001 ****
p<0,0001)

- Ortalama | Normalize Giirece_li Krustal-
Hedef Gen Ornek cq Anlaqm | Normalize ngﬂl'ls ;I'est
Anlatim ¢lary
PHA 19,11 0,08526 1,00000 -
IL-1p 1 pg/mL 19,49 0,08746 1,02578 ns
5 ng/mL 20,38 0,06758 0,79271 *x
10 pg/mL 20,90 0,03505 0,41106 folalola
PHA 27,74 0,00022 1,00000 -
1 pg/mL 28,99 0,00012  0,55925 ok
-2 5 pg/mL 29,52 0,00012  0,55404 ok
10 pg/mL 2855  0,00018  0,81100 e
PHA 28,85 0,00010 1,00000 -
1 pg/mL 28,89 0,00013 1,30180 ke
-4 5 ug/mL 29,47 0,00012  1,24700 k%
10 pg/mL 29,28 0,00011 1,05622 ns
PHA 26,55 0,00049 1,00000 -
10 1 pg/mL 2704 000047  0,94930 ns
5 ug/mL 27,83 0,00039 0,78606 xx
10 pg/mL 28,40 0,00019 0,39336 falaieie
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Cotinus coggygria fraksiyonu, PHA ile uyarilmis PKMH’lerde IL-1B gen
anlatim diizeyini, 1 pg/mL konsatrasyonda anlamli olarak etkilememekte, 5 ve 10
ug/mL konsantrasyonlarda ise anlamli olarak bu genin anlatimini azaltmaktadir. 1L-2
gen anlatim diizeyini, 1 ve 5 pg/mL konsantrasyonunda %50 civarinda azaltmakta, 10
png/mL konsantrasyonunda ise %20 civarinda azaltmaktadir. IL-4 anlatimin1 1 ve 5
ng/mL konsatrasyonunda, anlamli olarak arttirmakta, 10 pg/mL konsantrasyonunda gen
anlatim1 miktarina anlaml bir etkisi olmamaktadir. IL-10 geninin anlattmini ise, doza

bagimli olarak azaldig1 gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Allerji, asttm ve otoimmiinite gibi immiin sistem hastaliklar1 son yillarda
insanligin ciddi sorunlarindan biri haline gelmislerdir. Gliniimiizde, 300 milyondan
fazla insanin astimdan muzdarip oldugu tahmin edilmektedir [111]. Otoimmiin hastallik

oraniminAmerikan Birlesik devletlerinde 50 milyon civarinda oldugu bilinmektedir [8].

Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan kimyasal ilaglarin ¢ogunun sadece
semptomatik tedavi yapmasi ve bu ilaglarin ciddi yan etkilerinin olmas1 hastaliktan
muzdarip olan insanlarin yasam kalitelerini 6nemli dl¢iide etkilemektedir. Bu sebeple
immiin sistem hastaliklarinin tedavisi igin yeni yaklagimlarmin gelistirilmesine olanak
saglayacak yeni molekiillerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir [112-114]. Gliniimiizde
kullanilan anti-enflamatuvar ajanlarinin biiyiikk kism1 dogal bitkisel tiriinlerin sentetik

formlarindan olusmaktadir [115].

Giiniimiizde anti-enflamatuvar etkili yeni molekiiller kesfetmenin en genel
yontemi bitkisel ekstreleri deney hayvanlari iizerinde deneyerek yapilan ¢aligmalardir.
Bitkisel kaynakli kumarinin siganlara diyet yolu ile verilmis ve bu hayvanlarda kolonic
enflamasyonu azalttigi gosterilmistir [116]. Baska bir ¢alismada, Akdeniz bitkilerinin
kroton yagi ile fareler lizerinde olusturulmus kulak 6demi tizerindeki etkileri arastirilmig
ve kulak da meydana gelen 6demi ciddi azalttigi, bu azalmaninda anti-enflamatuvar
etkiden kaynaklandigi sonucuna ulagilmistir [117]. Diger bir ¢alismada ise, siganlarda
adjuvan ile olusturulan artrit modelinde rutin, karsitin hesperidin molekiillerinin, olusan

pedal 6demini azalttigi gosterilmistir [118].

Uyarict bir molekiile maruz kalmayan PKMH hiicreler, hiicre kiiltiiriinde hiicre
dongiisiinin - Go fazinda olurlar ve metabolik aktiviteleri dolayisiyla enerji
metabolizmalart sifira yakindir. Bu sebeple MTT testinde formazan kristali olusumu
uyarilmamigs PKMH’de gozlenmez. Uyarilmis hiicreler ise aktive olan mitokondriyel
dehidrogenez enzimleri araciligiyla formazan kristalleri olustururlar ve metabolik
aktiviteleri dolayl olarak da kiiltiir ortaminda ¢ogalmalari, ucuz ve kolay uygulanabilir
bir yontem olan MTT ile degerlendirilebilir. MTT yontemi ¢alismamizda, fazla olan
bitki ekstresi sayisin1 azaltma amagiyla 6n deneme yontemi olarak kullanilmistir. MTT
yontemi ile belirlenen, % inhibisyon g6z oOniine alindiginda 100 pg/mL

konsantrasyonunda inhibisyonu en fazla saglayan fraksiyonlarmm Cotinus coggygria,



54

Centaurea antiochia, Teucrium sandrasicum, Stachys cretica oldugu goriilmektedir. Bu
4 ekstre PHA uyarimina karst %50’nin iizerinde inhibisyona neden oldugu igin

¢alismanin bundan sonraki basamaklarina bu ekstreler ile devam edilmistir.

MTT testi sonuglarmi dogrulamak amaciyla CFSE boyama yoOntemi
kullanilmigtir. Enerji metabolizmasi yerine direk hiicre boliinmesini 6lgen bir yontem
olmas1 CFSE boyama yonteminin daha giivenilir olmasina neden olmaktadir. Kuvvetli
bir antioksidan olan Vitamin E ve Vitamin A iizerine yapilan ¢alismalarda, Vitamin
E’nin MTT’yi formazana indirgedigi ve hatali pozitif sonuglar verebilecegi ileri
striilmektedir [119, 120]. Bunu destekler sekilde ¢esitli antioksidan molekiillerin
MTT’yi indirgedigi baska ¢alismalar da yer almaktadir [121]. CFSE yo6ntemi ile elde
edilen sonuglar Centaurea antiochia, Stachys cretica, Teucrium sandrasicum
fraksiyonlarinin 100 pg/mL konsantrasyonunda uyarilmis PKMH’leri anlamli derecede
inhibe ettigi, Cotinus coggygria ekstresinin 10 pg/mL konsantrasyonunda bile PHA
uyarimini kismi oranda inhibe ettigi, 100 pg/mL’sinin ise PHA uyarisini biiyiikk oranda
durdurdugu saptanmigtir. Kuvvetli bir non spesifik mitojen olan PHA uyarimini biiyiik
oranda baskilamasi, fraksiyonlarin anti-enflamatuvar etkili ajanlar tasiyabilecegi fikrini

desteklemektedir.

Bu sonuglar degerlendirildiginde, Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun
10 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda diger Cotinus coggygria, Teucrium
sandrasicum, Stachys cretica fraksiyonlarin ayni konsantrasyonlarina gére daha yiiksek
oranda PHA uyarimini inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu baglamda ¢aligmanin devam eden

basamaklarina Cotinus coggygria ekstresi ile devam edilmistir.

Cotinus coggygria ekstresi i¢cin MTT testi ve CFSE boyama sonuglari
karsilagtirildiginda CFSE sonuglarinin MTT ye gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bunun sebebinin, Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun sahip oldugu yiiksek
anti-oksidan aktiviteden dolayr mitokondri aktivitesi olmaksizin MTT’yi formazana
indirgedigi disiiniilmektedir [122, 123]. Bu sebeple CFSE sonuglarinin daha giivenilir

oldugu diisiiniilmektedir.

Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun uyarilmis PKMH’ler iizerindeki
inhibe edici etkisi belirlendikten sonra bu etkinin apoptatik mekanizmalardan
kaynaklanip kaynaklanmadigini1 belirlemek amagiyla Annexin V-PI boyama ile apoptoz

belirlenmeye calisgilmistir. Annexin V(-)/PI(-) Qs bolgesi canli hiicreler olarak kabul
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edilmektedir ve bu bolgede yer alan hiicre miktar1 denenen biitiin dozlar i¢in anlamli bir
fark olusturmamaktadir. Sadece PHA uyarimi ile hiicrelerin %89’u bu bolgede yer
almakta iken, artan ekstre miktar1 ile birlikte bu oran %78 civarma diismektedir.
Cotinus  coggygria  methanol  fraksiyonunun 100 pg/mL’ye kadar olan
konsantrasyonlarinin apoptozu uyarict bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Bu
ekstrenin, PHA uyarimin1  durdurucu etkisinin apoptozdan kaynaklanmadigini
gostermektedir [124].

Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun PKMH’ler tizerindeki anti-
proliferatif etkisini aydinlatabilmek i¢in T ve NK hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki
etkileri aragtirllmigtir. Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun, yardimci T hiicreleri
tizerinde uyarimi durdurucu etkisinin sitotoksik T hiicrelerine oranla 1, 5 ve 10 pg/mL
konsantrasyonlarinda daha az oldugu dikkat cekicidir. NK hiicrelerin de ise
konsantrasyona bagimli CD56P*% ve CD56% alt gruplar arasinda bir fark
saptanmamistir. CD8" T hiicrelerinin otoimmiin hastaliliklardaki rolii farkli ¢alismalarda
gosterilmistir [125, 126]. Bu baglamda, Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun
etkisiyle, CD4* T lenfositleri ile karsilastirildiginda CD8" T lenfositlerinin proliferatif
yanitinin daha yiiksek oranda inhibisyona neden olmasi bu fraksiyonun Immiin sistemi

baskilayici etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

IL-1B’nin, Behget hastaligi ve romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklar ile
iligkisi daha once yapilan pek ¢ok caligmada gosterilmistir [127-130]. Bu baglamda, IL-
1B gen anlatim diizeyindeki azalma Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun
baskilayict etkisni desteklemektedir. IL-2 gen ekspresyonundaki azalma ve IL-4 gen
anlatimmda ki artma ise stokin profilinin Tyl yoniinden TH2 yoniine kaydigin
gostermektedir. TH1 profilinin pek c¢ok otoimmiin hastalikta baskin oldugu
bilinmektedir [131]. Bu baglamda Tw2 profiline yonelme otoimmiin hastaliklarin
tedavisi i¢cin Oonemli bir bulgu olarak goriilmektedir. IL-10 miktarindaki azalma ise,
diizenleyici T hiicrelerinin proliferasyonunu azalttig1 ve/veya bu hiicrelerdeki IL-10 gen
ekspresyonunu 6nemli 6l¢giide azalttigini gostermektedir. IL-10 genel baskilayici sitokin
olarak islev gormektedir. IL-10 miktarindaki azalma ise, Treg hiicrelerde azalmayi

diistindiirmektedir.

Cotinus coggygria methanol fraksiyonunun STL proliferasyonu, IL-13 ve IL-2

gen anlatim diizeylerindeki baskilayici etkisinin, sistemik lupus eritematozus, multipl
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skleroz gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek anti-enflamatuvar

molekiiller tagidigini diigindiirmektedir.

Ug tanesi Tiirkiye’ye endemik 11 metanolik bitki fraksiyonunun T ve NK hiicre
proliferatif yanit1 lizerine etkilerini saptamak amaciyla yapilan ¢alismamizda, Cotinus
coggygria bitkisinin uyarilmis PKMH Kkiiltiiriinde T ve NK hiicre proliferasyonunu
diger fraksiyonlara oranla anlamli derecede baskiladig1 saptanmistir. Ayni zamanda IL-
18 ve IL-2 gen anlatim diizeylerinde azalma, IL-4 gen anlatim diizeyinde ise artis
gozlenmistir. Bulgularimiz, Cotinus coggygria fraksiyonunun anti-enflamatuvar
molekiiller tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Bundan sonraki ¢alismalarda, Cotinus
coggygria bitki metanolik fraksiyonu olusturan aktviteden sorumlu molekiil ve/veya
molekiillerin ayristirilarak bu molekiillerin etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi

planlanmaktadir.
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bu form, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Immiinoloji
Anabilim Dali Bagkani, Prof. Dr. Gilinnur Deniz tarafindan hazirlanan “Cesitli Bitkisel
Fraksiyonlarin insan Periferik Kan T ve NK Hiicre Cogalmasi Uzerine Etkileri” konulu proje
ile ilgilidir.

Giintimiizde dogal tirtinler yeni ilaglarin kaynagi olarak biiylik 6nem tagimaktadir. Anti-kanser
bilesiklerinin yaklasik %601 ve bulagici hastaliklar i¢in kullanilan ilaglarin %75'1 dogal
iirlinlerden veya bunlarin tiirevlerinden elde edilmektedir. Bitki tiirevi bilesikler ve bunlarin
yar1 sentetik veya sentetik analoglari, insan hastaliklar1 i¢in farmasétik maddelerin baslica
kaynagidir. Ilag gelistirmenin en Snemli adimlarindan bir tanesi de bu dogal iiriinlerdeki
biyoaktif molekiillerin kesfedilmesi ve biyoaktivitelerin tanimlanmasidir. Bu amagla
gliniimiizde bitkisel fraksiyonlar ve bu fraksiyonlardan elde edilen saf maddeler iizerinde
yogun olarak c¢alisilmakta, bu fraksiyonlar ve saf maddelerin antienflamatuvar, antiviral,
antibakteriyel, antitiimoral ve antioksidan aktiviteleri ortaya konmaktadir. Ozellikle son
yillarda allerji ve otoimmiinite kaynakli hastaliklarin giderek artmasi, enflamasyonun kontrol
edilmesinin onemini gostermekte ve antienflamatuvar etkili yeni maddelerin bulunmasini
gerektirmektedir. Bu sebeple endemik olan bitkisel fraksiyonlarin ve bitkisel saf maddelerin
immiin sistem iizerine olan etkilerinin iyi arastirilmast ve bu etki mekanizmalariin

tanimlanmasi1 onem arz etmektedir.

Litaratiirde heniiz yeri olmayan lilkemize ait endemik bitkilerden elde edilecek fraksiyonlarin
ve bitkisel iriinlerin insan periferik kan hiicreleri {izerindeki antienflamatuvar potansiyelleri
ortaya konacaktir. Saglikli bireylerden elde edilen kan o6rneklerinden ficoll yardimiyla
periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH) izole edilecek ve bitkisel fraksiyonlarin
PKMH’ler iizerindeki CD50 dozu belirlenecektir. Daha sonrasinda, kontrol grubunda
PKMH’ler hiicre kiiltiirii ortaminda Fitohemaglutin (PHA) ile uyarilacak ve maksimum
cogalma degeri elde edilecektir. PHAya ek olarak, farkli bitkisel fraksiyonlar denenerek T ve
NK hiicrelerinin ¢gogalmasi tizerindeki etkilerine (antienflamatuvar etkileri) akan hiicre 6lger

ile degerlendirilecektir.

Proje kapsaminda;
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Sizin iizerinizde herhangi bir tedavi veya bir islem denenmeyecek, herhangi bir madde
verilmeyecektir. Sizden bir hekim tarafindan 10 ml kan alinacaktir. Alinacak kan laboratuvar

ortaminda taranacaktir.

Ayrica, sizlerden yapilan islemler nedeniyle ticret alinmayacak ve édeme yapilmayacaktir.
Calismaya katilmayr kabul etmezseniz veya ayrilmak isterseniz bu durum olagan tibbi

bakimlarinizi etkilemeyecektir.

Ayrica test oncesi ve sonrasi tiim sorunlarimizda Prof. Dr. Gilinnur Deniz’i 0212 414 20 97
nolu telefondan arayabilirsiniz. Arastirmanin herhangi bir asamasinda c¢aligmay1 terk

edebilirsiniz.
Tiim yukaridaki bilgiler tarafima Prof. Dr. Giinnur Deniz tarafindan anlatildi.

Sahsima Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

laboratuvarinda yukarida adi gecen tiim ilaclhi--ilacsiz tetkik yontemlerinin hepsinin

yvapilmasini ve her tiirlii sonucunu kabul ediyorum.

GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillitlye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni okudum.
Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii acgiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik
arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin

Adi-Soyadi,...ooviii Tarth:..........ooiennt.
AdIest: oo Telefonno:.................
Imzast.................

Adi-Soyadii....ooii Tarih:........oooooiiianl.
AdIEST: oo Telefonno:.................
Imzast..................

Sorumlu Aragtirmaci
Adi Soyadi: Prof. Dr. Giinnur Deniz [mza:
Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitlisii Tarih:

Immiinoloji Anabilim Dali
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ETIiK KURUL KARARI

- - T.C.
iISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
KLiNiK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Say : 821 Tarih : 30.06.2017
Konu: Prof. Dr. Giinnur DENIZ hk.

Sayin Prof. Dr. Gilinnur DENIZ
immiinoloji Anabilim Dali

ilgi : immiinoloji Anabilim Dalinin 19/06/2017 giin ve 232803 sayil yazisi

Sorumlu arastincihgini Ustlendiginiz ve Aras. Gor. Utku GUNES' in ylritecedi 2017/747 dosya numarali
"Cesitli Bitkisel Fraksiyonlarin insan Periferik Kan T ve NK Hicre Gogalmasi Uzerine Etkileri" baslikli ¢alisma
kurulumuzun 23/06/2017 gin ve 12 sayili toplantisinda gérisulerek etik yénden uygun bulunmus olup, tutanaklar
ekte sunulmustur,

Bilgilerinizi rica ederim.

o

Prof. Dr. A.Yagiz URESIN
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Baskani
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