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OZET

MAKROFAJ HUCRELERINDE KARABAS OTU (LAVANDULA STOECHAS)
OZUT VE iKINCIL METABOLITLERININ ANTIi-iINFLAMATUAR ETKIiSININ
MOLEKULER DUZEYDE iNCELENMESI

Hande IPEK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Dog. Dr. Tugba BOYUNEGMEZ TUMER
20/01/2017, 69

Tiim diinyada esansiyel yagi aromaterapide yaygin olarak kullanilan Karabag otu
(Lavandula stoechas) Anadolu halk: arasinda farkli terap6tik kullanimlara sahip bir lavanta
tiirtidiir. Anadolu’da bu tiiriin sulu demlemesi metabolik sendromun tiim bilesenlerine karsi
tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Metabolik sendromun bilesenleri Olimciil dortli
olarak da bilinen obezite, insiilin direnci, yliksek kolesterol ve tansiyon olarak
siralanmaktadir. Tim bu bilesenlerin altinda yatan ortak faktor kronik diisiik seviye
inflamasyondur. Bu ¢alismada, karabas otunun potansiyel anti-inflamataur etkisi ve etken
anti-inflamatuar bilesenleri biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yontemi kullanilarak
lipopolisakkarit (LPS) uygulamasi ile inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7
makrofaj hiicre hattinda ilk defa aydinlatilmistir. Bu bilesenlerin biyoaktivite rehberli
ayrimsallagtirilmasinda kullanilan tim molekiiler biyolojik calismalar tez kapsaminda
gerceklestirilmistir. Kimyasal ayrimsallagtirma, saflagtirma ve yap1 aydinlatma calismalari
laboratuarimizda yiiriitiilmiis olan TUBITAK 112T442 no’lu proje kapsaminda Cankiri
Karatekin Universitesi Kimya Béliimii’nde Prof. Dr. Ibrahim Demirtas ve ekibi tarafindan
gerceklestirilmistir. Bitkiden hazirlanan sulu 6ziit ilk once etil asetat (EA) ve n-biitanol
kullanilarak ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, bu iki 6ziitlin inflamasyon
modeli olusturulan RAW 264.7 hiicre hattinda nitrik oksit (NO) salinimi tizerine etkileri
Griess yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonug olarak, EA 6ziitiiniin inflamasyonla
indiiklenen NO seviyesini baskilamada en etkin 6ziit oldugu belirlenmistir. EA 6ziitii kolon
kromatografi yontemi kullanilarak 11 fraksiyona (E1-E11) ayrilmistir. NO tarama

sonuglarina gore E6 fraksiyonu en aktif fraksiyon olarak secildi ve yapisinda bulunan etken

Vi



maddelerin saflastirilmasi i¢in sephadeks kromatografisi teknigi kullanilmistir. Saflastirilan
bilesiklerin yapi1 aydinlatma c¢aligmalari NMR, IR, ve UV analizleri kullanilarak
yapilmistir. Buna gore E6 fraksiyonundan apigenin, luteolin ve p-kumarik asit
saflagtirtlmistir. p-kumarik asit NO {iretimini baskilamada etkin bulunmazken apigenin ve
luteolin bilesikleri i¢in IC50 degerleri sirasiyla 56 ve 26 uM olarak hesaplanmistir.
Apigenin ve luteolin bilesikleri inflamatuar sartlar altinda, NO iiretiminden sorumlu
indiiklenebilir NO sentaz (INOS) enziminin ekspresyon seviyesini 50 uM dozda mRNA
diizeyinde sirastyla % 80 ve % 92 oraninda baskilarken, protein diizeyinde sirasiyla % 94
ve % 99 oraninda baskilamistir (p<0.05). Ayrica, apigenin ve luteolin diisiik dozlarda (25-
50 uM), inflamatuar yanitta anahtar rol oynayan COX-2 ve IL-1B molekiillerinin
ekspresyon seviyelerinde anlamli baskilamalara neden olmustur. L. stoechas bitkisinin
iceriginde bulunan anti-inflamatuar 6zellikte etken saf maddelerin tanimlanmasi1 yan etkisi
diisiik, yeni nesil terapétiklerin ve standardize diyetsel takviye tiriinlerinin gelistirilebilmesi

i¢cin onemlidir.

Anahtar sozciikler: RAW 264.7, Lavandula stoechas, Inflamasyon, Nitrik OKksit,
Apigenin, Luteolin.
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ABSTRACT

INVESTIGATING ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF LAVANDULA
STOECHAS EXTRACT AND ITS SECONDARY METABOLITES IN
MACROPHAGE CELLS AT THE MOLECULAR LEVEL

Hande IPEK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Bioengineering and Materials Engineering
Advisor : Assoc. Dr. Tugba BOYUNEGMEZ TUMER
20/01/2017, 69

Lavandula stoechas, in the genus of lavender, has distinct therapeutic uses among
Anatolian people. Rather than worldwide use of its essential oil in aromatherapy,
specifically the aqueous portion has been traditionally used in Anatolia against the
components of metabolic syndrome, all of which share a state of chronic inflammation as
an underlying cause. In the current study, the anti-inflammatory constituents of L. stoechas
were isolated by using a bioassay guided fractionation techniques in lipopolysaccharide
(LPS) inflamed RAW 264.7 macrophage cell line for the first time. All the molecular
biology studies used in bioactivity guided separation were carried out in the scope of
current thesis. Chemical separation, purification and identification studies were carried out
in the scope of a TUBITAK (112T442) project in Cankir1 Karatekin University,
Department of Chemistry, by Prof. Dr. Ibrahim Demirtas and his team. An aqueous extract
was partitioned into ethyl acetate (EA) and n-butanol fractions. The EA, determined as
bioactive extract, was seperated into 11 subfractions by column chromatography. E6 was
identified as active sub-fraction subjected to sephadex column to get pure compounds
which were then applied to NMR, IR, and UV analyses for structure determination. In
RAW 264.7 cells, the effects of extracts/fractions/subfractions/compounds on LPS induced
NO (nitric oxide) production was determined by using Griess method. The potential
inhibitory effects of each compound on LPS induced iNOS expression were determined by
gPCR and Western blot. p-coumaric acid, apigenin and luteoline were found in the E6, and
the last two compounds appeared to be primarily responsible for the anti-inflammatory

activity. Apigenin and luteoline at 50 uM decreased NO production 66 and 80%- ICso: 56
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and 26 uM-by inhibiting INOS gene expression 84 and 88% as well as protein expression
94 and 99%, respectively (p<0,05). Besides, both apigenin and luteoline at low
concentrations caused significant downregulations at the mRNA levels of COX-2 and IL-
1B. Identifying active anti-inflammatory compounds among the constituents of effective
folk medicines is important task for the development of new generation therapeutic agents
with multi-target properties and less side effects as well for the development of

standardized dietary supplements.

Keywords: RAW 264.7, Lavandula stoechas, Inflammation, Nitric Oxide,
Apigenin, Luteoline.
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BOLUM 1
GIRIS

Inflamasyon; enfeksiydz ajanlar, alerjenler, serbest radikaller, islenmis gidalar,
hareketsiz yasam tarzi, defektif beslenme aliskanliklar1 gibi ¢ok ¢esitli faktorlerin viicutta
bagisiklik sistemini tetikleyerek baslattigi1 fizyolojik ve patolojik bir siiregtir (Hamdy ve
Gamal-Eldeen, 2009). inflamasyon, akut ve kronik olmak {izere 2 sekilde ortaya ¢ikar.
Akut inflamasyon kisa siirede ortaya ¢ikan fizyolojik bir yanittir. Kizariklik, sislik, agri,
yara ve islev kaybi seklinde belirir. Kronik inflamasyon ise oksidatif stres, yiiksek kalori
tilketimi ve artan kan sekeri gibi hiicresel stres ve fonksiyon bozuklugu durumlarinda
ortaya cikan, ilerleyen donemlerde kalp ve damar hastaliklari, diyabet ve yliksek tansiyon
gibi pek ¢ok dejeneratif hastaliga sebebiyet verebilen temel bir patolojik durumdur (Wang
ve ark., 1994). Giiniimiizde, diisiik-seviyeli kronik inflamasyonun obezite, insiilin direnci,
metabolik sendrom, ilerleyen donemde ise tip 2 diyabet ve hatta kanser gibi cesitli
metabolik bozukluklarinin altinda yatan en 6nemli sebeplerden biri oldugu bilinmektedir
(Macarthur ve ark., 2004; Wellen ve ark., 2005; Welty ve ark., 2016). Bu nedenle, yan
etkisi diisiik, coklu aktiviteye sahip, yeni anti-inflamatuar terapotik ajanlarin gelistirilmesi,
kronik inflamasyon ve bununla iligkili metabolik hastaliklarin 6nlenmesinde, tedavisinde
onemle ele alinan konular arasindadir.

Pek ¢ok inflamatuar hastalikta, makrofaj aktivasyonu ve beraberinde goriilen nitrik
oksit (NO) ile diger proinflamatuar (interlokin ve sitokinlerin) molekiillerin salinimi
birincil asamadir. Bu siirecte, makrofajlarda meydana gelen NO iretimindeki artis
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) enziminin ekspresyonunun artmasiyla miimkiin
olmaktadir (Chan, 1995). iINOS enzimi L-arjinin amino asidinin, L-sitrulin ve NO’ya
doniistiigli bir oksidasyon reaksiyonunu katalizlemektedir. Bu enzim makrofajlarda
interferon-alfa (IL-o), timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-1Peta (IL-1B) ve
interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar mediyatorler araciligityla mRNA ve protein
seviyesinde indiiklenmektedir (Chan ve ark., 1995; Valcic, 1996). Enzim aktivitesinde
artisa neden olan bu durum sonug olarak enzimin son {iriinii olan NO seviyesinde de ciddi
artiglara neden olmaktadir.

Artan NO seviyesinin 6nemi ozetle iki maddede aciklanabilir. 1) Inflamasyon
sirecinin patolojik sartlar1 altinda artan NO bir gesit serbest radikaldir ve bu molekiiliin
oksijenle tepkimesi pek ¢ok farkli reaktif nitrojen oksit ara iiriinlerinin (RNOI) olusmasina

neden olur (Aktan, 2004). 2) RNOI’lar biyomekiillerin o6zellikle tiyol gruplariyla
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reaksiyona girerek bu molekiillerin {i¢ boyutlu yapilarinin bozulmasina ve sonug¢ olarak
fonksiyon kaybina neden olurlar. Yakin zamanlarda, Hotamisligil (2010) tarafindan
yapilan bir arastirmada kronik metabolik inflamasyon (metainflamasyon) ile karakterize
obezite sartlarinda, artan iINOS seviyesinin katlanmamis protein yaniti (UPR) ve demir
yanit elementi alfa (IREa) gibi proteinlerin S-nitrosilasyonunu arttirarak endoplazmik
retikulum (ER) fonksiyonunun bozulmasina ve uzamis ER stresine neden oldugu ortaya
konulmustur (Yang ve ark., 2015).

Inflamasyon siirecinde aktive olan makrofajlarm, NO gibi proinflamatuar
molekiilleri olugturmasinin engellenmesi, inflamatuar hastaliklardan korunma ve tedavide
olduk¢a 6nemlidir. Inflamatuar kosullar altinda iNOS tarafindan NO'nun asir1 iiretimi,
hiicre i¢i dejeneratif siireglerin gelisimine neden olur. Bu inflamatuar mediyatérlerin
seviyelerini  kontrol  altina alan dogal kaynakli  ajanlarin  aydinlatilmasi
onleyici/tamamlayict ve tedavi edici terapide oOnemlidir. Inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde kullanilan piyasadaki sentetik steroidal ve nonsteroidal ilaglarin (NSAID) pek
¢ogunun ciddi yan etkileri vardir (Coleman ve Tsongalis, 2010; Maroon ve ark., 2010). Bu
bakimdan sentetik olmayan, dogal kokenli, potansiyel nonsteroid anti-inflamatuar
molekiillerin ortaya g¢ikarilmasi, yapilarinin ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi, bu
molekiillerden tiirevlendirilerek olusturularan, yan etkisi diisiik, etki degeri yiiksek yeni
terapotik ajanlarin gelistirilebilmesi i¢in kap1 aralamaktadir.

Piyasada hali hazirda var olan ila¢ etken maddelerinin yaklasik % 60’1min dogal
kokenli molekiillerden tiirevlendirilerek gelistirildigi bilinmektedir (Newman ve Cragg,
2007). Ornegin, organ nakli sonrasinda immiin sistemi baskilayici olarak kullanilan
Siklosporin, 1972 yilinda tesadiifen kesfedilmis ve Hardangervidda’da (Norveg) yetisen
Tolypocladium inflatum mantarindan izole edilmistir. Siklosporin, 1983 yilindan beri
organ nakilleri haricinde, romatoid artrit ve sedef hastaligi gibi inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde siklikla kullanilan 6nemli bir ilagtir. Bu ilag, IL-2 ve IL-4 gen transkripsiyonu
tizerindeki selektif inhibe edici etkisi sayesinde bagisikligi baskilayict aktivite
gostermektedir (Rang ve ark., 2012; Tedesco ve Haragsim, 2012). Bir diger ornek,
patofizyolojisinde kronik inflamasyonun merkezi bir rol oynadig: diyabet ve tedavisinde
50 yili askin bir siiredir basariyla kullanilan metformin 6rnegidir. Metformin 1920°li
yillarin basinda Edinburgh (Ingiltere)’dan bir arastirma grubunun yaptigi calismalarda
diyabete kars1 aktif oldugu belirlenen Galega officinalis (Fransiz lilasi) bitksinden kdken

alan “galegine” molekiiliinden tiirevlendirilmistir.



Bu tez g¢alismasinda, iilkemizde diyabet, obezite, yiiksek tansiyon ve kolesterole
karst geleneksel tedavi amacgli yaygm bir sekilde kullanilan Karabas otu (Lavandula
stoechas) bitkisinin sulu 6ziitiinde yer alan anti-inflamatuar Ozellikte aktif fitokimyasal
bilesenlerin tanimlanmasi, potansiyel iyilestirici etkilerinin ve molekiiler mekanizmalarinin
belirli bir diizeyde aydinlatilmasi amaglanmastir.

Bir gesit lavanta tiirli olan Karabas otu (Lavandula stoeachas)’nunAnadolu’da halk
arasinda kullanilan ¢ok sayida tibbi bitki arasinda 6zel bir yeri vardir. Bunun nedeni,
bitkinin hem yurtdisinda hem de iilkemizde ¢ok iyi taninmasi, ancak tibbi kullaniminda
kiiltiirel farkliliklar olmasidir. Yurtdisinda bu bitkinin ve diger lavanta tiirlerinin
cogunlukla “yag1” aromaterapide ve masajda, ilaveten, antispazmotik, antipsikiyatrik, anti-
inflamatuar, antimikrobiyal, antiviral ve antifungal amagclarla harici olarak
kullanilmaktadir (Cavanagh ve Wilkonson, 2002). Ulkemizde ise, Karabas otu bitkisinin
toprak istii kisimlarindan elde edilen dekoksiyon ya da inflizyonu, yani “sulu 6ziitii”,
dahili olarak 6zellikle Marmara ve Ege bolgesinde halk arasindaki tabiriyle kalp ve damar
hastaliklarinda “damar agic1 ve kalbi giiclendirici”, “zayiflatic1”, seker hastaligi, yiiksek
tansiyon ve kolesterolde “iyilestirici” amaglarla yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Yenici, 1999; Ertug, 2002, Tuzlaci, 2002; Onar, 2006; Sarikan, 2007; Bulut, 2008).
Bitkinin birka¢ Akdeniz iilkesinde de bu sekilde kullanildigini gdsteren etnobotanik
calismalar mevcuttur (Tahraoui ve ark., 2007; Leporatti ve Ghedira, 2009). Literatiirde de
bu bitkinin hipoglisemik ve tansiyon diisiiriicii etkisini fizyolojik boyutta gosteren deney
hayvanlariyla yapilmis iki adet ¢alisma bulunmaktadir (Gamez ve ark., 1987; Bao ve ark.,
2011). Bahsedilen bu etnobotanik ¢alismalarin hepsi ve sinirli sayidaki deneysel ¢aligmalar
inslilin direnci, dislipidemi, obezite, hipertansiyon ve ilerleyen asamalarda gelisen
metabolik bozukluklar1 isaret etmektedir. Bu hastaliklarinin  hepsinin  kdkeninde
inflamasyon siireci yer almaktadir. Bitkinin {ilkemizdeki kullanimi1 suda kaynatma ve
demleme yontemine dayandigindan, 6zellikle sulu 6ziitiinlin inflamasyon gelisiminde ana
faktorleri; hafifletmeye veya ortadan kaldirmaya aday “etkin molekiiller” igerdigini

diistindiirmektedir.

1.1. Karabas Otu (Lavandula stoechas)

Tez kapsaminda calisilmak iizere secilen Lavandula stoechas tiirii, halk arasindaki en
yaygin ismiyle Karabas otu iilkemizde basta Canakkale ve Balikesir olmak iizere, Hatay,
Mersin ve Mugla civarlarinda yaygin olarak bulunmaktadir (Sarikan, 2007). 30-100 cm

uzunluguna erisebilen bu bitkinin yapraklart uzun, grimsi, ipeksi tiyli ve 1-4 cm


https://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak

boyundadir. 10-30 cm uzunlukta sivri uglu ince yapraksiz saplar iizerinde 2-3 cm
uzunlugunda ¢igeklerin goriildiigii ve her bir cicekte 4-8 mm uzunlugunda bir tag
yaprak bulunan, sivri ucun Ustiindeki ¢icekler daha biiyiik, uzun ve parlak lavanta mavisi

renklerde olan ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Karabas otu (Lavandula stoechas)

1.1.1. Bitkinin Simiflandirilmasi

Lavanta, Lamiales takimina ait Lamiaceae (Ballibabagiller) familyas1 iginde bulunan
Lavandula cinsine bagli, kisin yapraklarint dokmeyen 28 kadar ¢alimsi goriiniislii, ¢cok
yillik bitki tiiriiniin ortak adidir. Tez c¢alismasinda kullanilan bitki tiiriine ait bilimsel

siiflandirma Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Lavandula stoechas bitkisinin siniflandirilmasi

Alem Bitkiler

Bolim Kapah Tohumlular
St ki Ceneldiler

Takim Lamiales

Familya Ballibabagiller

Cins Lavandula

Tur Lavandula stoechas
Binominal Ad Lavandula stoechas L.
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1.1.2. Lavandula Tiirleri ve Tibbi Kullanimlari

Lavandula cinsine bagli yaygin tibbi kullanimi olan tiirler Lavandula dentata
(Fransiz lavantas1), Lavandula angustifolia (Ingiliz lavantas1) ve Lavandula stoechas
(Tepesinde Lavanta) olarak siralanabilir (Chu ve Kemper, 2001). Lamiaceae
familyasiiiyelerine ait cinsler 6zellikle terpenik bilesikler, flavonoidler ve fenolik asitleri
icermesi nedeniyle onemli fizyolojik aktivitelere sahiptir. Karabas otu, ugucu yaglar,
aromatik yaglar ve benzeri ikincil metabolitler bakimindan zengin olmasi nedeniyle; gida,
eczacilik, tip, kozmetik ve parfiimeri gibi alanlarda biiyilk 6neme sahiptir. Lavanta
tirlerinin yagi tim diinya lizerinde Ozellikle aromaterapide, parfiimeri ve kozmetik
sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica lavanta tiirlerinden elde edilen yag
bilesenlerinin, antispazmotik, neuropsikiyatrik, antikonvulsan, anjiyoprotektan, analjezik,
antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antineoplastik, antioksidan

ozelliklerini ortaya koyan pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Cavanagh ve Wilkinson, 2002).

1.1.3. Lavandula Tiirleri Iceriginde Bulunan Potansiyel Aktif Kimyasal
Bilesenler

Lavanta tiirlerinin esansiyel yag bilesenleri kapsamli bir sekilde incelenmistir. Buna
gore, yagin ana bilesenlerinin monoterpen (linalol, linalil asetat, 1,8-sineol (6kaliptol), -
osimen, fenkon ve kafur), benzenoid (kumarin ve rosmarinik asit) ve seskiterpen tiirevleri
oldugu bilinmektedir. Bu bilesiklerin konsantrasyonlar1 farkli Lavandula tiirlerinde
degisiklik gosterebilir. Lavandula tiirlerinde yiiksek oranda bulunan kafur boceksavar
ozelliginden dolay1 yaygin sekilde insektisit olarak kullanilmaktadir. Ayrica, Lavandula
tirlerinin igeriginde bulunan 6jenol, rosmarinik asit, a-terpineol, terpinen-4-ol ve kafurun
antibakteriyal ozellikte oldugu bilinmektedir (Pattnaik ve ark., 1997; Chu ve Kemper,
2001). Bunun disinda biitiin Lavandula tiirlerinde bulunan sineol, antispazmodik ve lokal

anestezik aktivite gostermektedir (Pattnaik ve ark., 1997).

1.1.4. Lavandula stoechas Tiiriiniin Tibbi Kullanimi

Ulkemizde dogal olarak yetisen ve halk arasinda Karabas otu olarak bilinen
Lavandula stoechas, Lamiaceae familyasina ait aromatik bir bitkidir. Yiizyillardir Anadolu
halk hekimliginde agr1 kesici, antiseptik, yara iyi edici, yatistirici (sara ve astimda), balgam

soktiiriicli, idrar yollar iltihaplarini giderici, egzama yaralarimi iyi edici, sinir ve kalp



kuvvetlendirici gibi etkilerinden yararlanilmaktadir. Monoterpenlerce zengin ugucu yagin
antimikrobiyal, antifungal, anti-inflamatuar ve karminatif 6zellikleri ortaya konulmustur
(Catherine ve Kathi, 2001). Ayrica, Lavandula stoechas bitkisinden elde edilen saf yaglar
hos kokusu ve antimikrobiyal/antifungal ozellikleri nedeniyle kozmetik ve deterjan
enddistrilerinde birgok iiriiniin (dezenfektan, oda spreyi, cilt bakim {iriinii, sampuan, sabun)
yapiminda, sakinlestirici Ozelliginden dolayr da aromaterapide yaygmn sekilde
kullanilmaktadir. Ugucu yag ve aroma farmasdétik endiistrisinde sedatif, gaz giderici ve agr1
kesici olarak ilgi gérmektedir (Chu ve Kemper, 2001; Cavanagh ve Wilkinson, 2002).
Ayrica, boceksavar Ozelliginden kaynakli olarak insektisit formiilasyonlarinda
bulunmaktadir. Ancak Lavandula stoechas’in sulu biyoaktif bilesenleri tam olarak
tanimlanmamustir. Bu bilesenler tanimlandiginda bitkinin, gida ve diyet takviyesi

iriinlerinde ve farmasdtik endiistrisinde popiilerlik kazanacagi diisiiniilmektedir.

1.1.5. Lavandula stoechas i¢eriginde Bulunan Fitokimyasallar

Lavandula stoechas bitkisinden elde edilen ugucu yagin bilesenleri iizerine ¢ok genis
bir literatiir bilgisi olmasina ragmen, sulu bilesenleri {izerine bilgiler son derece sinirlidir.
Bu bitkinin, polifenol igerigi hakkinda tamamlanmig bir profil olmamakla birlikte
iceriginde flavon 7-glikozitler ozellikle de, apigenin ve luteolin 7-O glukositlerin
bulundugunu gosteren birka¢ ¢alisma mevcuttur (Upson ve ark., 2000). Daha oncede
bahsettigimiz gibi bu bitkinin veya bitkiden izole edilen herhangi bir etken molekiiliin anti-
inflamatuar etkilerini ortaya koyan bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir. Inflamasyon,
metabolik pek ¢ok hastaligin gelisiminde yer alan temel bir patofizyolojik siire¢ oldugu
icin, erken donemde inflamasyonun 6niine gecebilecek dogal onleyici, kouyucu ve tedavi
edici ajanlarin ortaya ¢ikarilmasimin ilkelerin yiiriittigii saglik politikalarinda énemli bir

yer teskil etmektedir.

1.2. Metabolik Hastahklarin Gelisiminde inflamasyonun Onemi

Insiilin direnci, obezite, metabolik sendrom ve bunlarla iliskili olarak ilerleyen
donemlerde ortaya cikan tip II diyabet ve kardiyovaskiiler (KV) hastaliklar merkezinde
diisiik seviyeli kronik inflamasyon yer almaktadir (Sekil 1.2). Kronik inflamasyon, insiilin
direnci, obezite gibi metabolik kokenli hastaliklarla pek ¢ok farkli molekiiler mekanizma
aracilifiyla iliskilidir (Erbay ve ark., 2007).
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Sekil 1.2. Kronik inflamasyonun hastaliklarla iligkisi

Sekil 1.3’de bu molekiiler mekanizmalardan en temel olan1 kismi olarak sematize
edilmistir. Buna gore, baz1 i¢ ve dis etmenlere karsi (yliksek kalorili beslenme, hareketsiz
yasam, enfeksiyon v.s.), viicudun dogal bir cevab1 olarak makrofajlardan ve adipositlerden
TNF-0, NO, IL-1p, IL-6 gibi inflamatuar sitokinler salinir (Hotamisligil ve Erbay, 2008).
Bu sitokinler dokularda c-Jun N-terminal protein kinaz (JNK) ve IkB kinaz-f (IKKp)
isimli iki onemli Serin-Tirozin kinaz enzimini aktive eder. Aktive olan kinazlar hiicre
cekirdegine gecerek aktivator protein-1 (AP-1) ve NF«kB transkripsiyon faktorlerini uyarip
proinflamatuar genlerinin ekspresyonunun artisina neden olurlar (Wellen ve Hotamisligil,
2005). Ayrica JNK, insiilin yolagimin ilk asamasinda kilit rolii olan insiilin reseptor
substrat-1 (IRS-1) proteinini serin kalintisindan fosforile ederek insiilin sinyalizasyonun

bloklanmasina ve insiilin direncinin gelismesine neden olur.
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Sekil 1.3. Kronik inflamasyonun insiilin direnciyle iligkisi

Obezite durumunda ise genisleyen adipositlerden salinan makrofajlar doku icine
gecerek aktive olurlar, sonu¢ olarak birgok sitokin ve kemokinin saliniminm
gerceklestirirler. Salinan inflamatuar ajanlar Sekil 1.3’de verilen molekiiler mekanizma ile
insiilin direncinin gelismesine neden olur. Her iki durumda da temelde isleyen molekiiler
mekanizma inflamatuar sitokinlerin salimimi ve inflamatuar kinazlarin aktivasyonunu
icermektedir. Sonugta gelisen insiilin direnci ilk evrelerde hiperglisemi ve hiperlipidemi
gibi temel patofizyolojik durumlar olarak kendini gdsterir. Ilerleyen donemlerde artan
obezite, metabolik sendrom ve son agamada ise mortalitesi yiiksek tip II diyabet ve KV
hastaliklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Alberti ve Zimmet, 1998; Cefalu ve ark., 2008).
Bu dongiisel ve karmasik stiregte bir sekilde inflamatuar sitokinlerin salinimi ve insiilin
direncinin Oniine gegilebilirse ilerleyen donemlerde gelisen ve tedavisi gittikge
komplekslesen, dejeneratif, ¢cok bilesenli hastaliklarin 6nlenmesi biiylik oranda saglanabilir

(Dohadwala ve Vita, 2009; Chuang ve ark., 2011).

llerleyen boliimlerde inflamatuar siirecte rol oynayan mediyatdrlere ait bilgiler

verilecektir.

1.3. Inflamasyonda Nitrik Oksit Sahmimu ve Nitrik Oksit Sentaz Enzimi
Nitrik oksit sentazin (NOS, EC 1.14.13.39) ti¢ farkli izoformu tarafindan sentezlenen
nitrik oksit bilinen en kiigiik sinyal molekiiliiddiir. NO’nun {izerinde yiik tasimamasi ve

eslesmemis elektron bulundurmasi reseptorden bagimsiz olarak membrandan kolayca



geemesini saglar. Dolayisiyla bu durum, NO’yu ideal bir fizyolojik haberci molekiil
yapmaktadir. NO kardiyovaskiiler, sinir ve immiinolojik sistemlerde cesitli fizyolojik
mekanizmalarda rol almasiin yaninda patofizyolojik mekanizmalarin diizenlenmesinde de
onemli rolii olan bir molekiiliidiir (Alderton ve ark., 2001; Aktan ve ark., 2003).

NO, NOS enzimi ile katalizlenen birbirinden bagimsiz iki ardistk monooksijenaz
reaksiyonu ile oksijen varliginda L-argininden sentezlenmektedir. Reaksiyon iki basamakta
gerceklesmektedir (Sekil 1.4). Birinci basamakta, bir molekiil L-arjininin oksidasyonu ile
Nw-OH-L-arjinin ara iiriinii olusur. ikinci basamakta Nw-OH-L-arjinin oksidasyona

ugrayarak bir molekiil NO ve L-sitriilin olusumunu gerceklestirir.

Hzl\l\( NH,* HZNW/ N-OH Her/ o
NADPH 1/2 NADPH
ISl + N—0O
a g\ g\ Nitrik Oksit
H,*N  COO- H;*N  COO- Hy*N  COO-
L-Arjinin Nw-hidroksi-L-arjinin L-Sitriilin

Sekil 1.4. Nitrik oksit sentezi (Aktan, 2004)

Bu reaksiyonlarda nikotinamid adein diniikleotid fosfat (NADPH), flavin
mononiikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid (FAD), tetrahidrobiopterin (BH-4)
kofaktor olarak gorev alirlar. NOS enziminin farkli dokularda ifade edilen ii¢ farkli
izozimide aktif bolgesinde kalmodulin ve hem grubuna sahiptir (Sekil 1.5). Bu
izozimlerden eNOS endotel hiicrelerde ve diiz kaslarda ifade olmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda NO sentezinden sorumludur. eNOS enziminin {izerinden sentezlenen
NO endotelyal fonksiyonlarda, vaskiiler tonda ve kan basincinin diizenlenmesi gibi gesitli
fizyolojik siiregclerde 6nemli rol oynar (Hobbs ve ark., 1999). Fizyolojik uyarilara cevap
olarak salinan sitosolik kalsiyum, eNOS aktivitesi i¢in gerekli olan kalmodulinin eNOS’a
baglanmasini kolaylastirir ve aktivitesini artirir. Boylece eNOS, gecici kalsiyum iiretimini
saglayan agonistlere yanit olarak NO iiretimini gergeklestirir (Gorren ve Mayer, 1998).

Noronal NOS olarak bilinen nNOS enzimi ise beyin ve diger noronal dokularda ifade olan



yapisal bir izoformdur. Merkezi sinir sisteminde ndromodiilator olarak gorev yapar.
Indiiklenebilir NOS (iNOS) enzimi ise genellikle hiicrelerde ifade edilmez ancak bu
enzimin ifadesi bazi inflamatuar ajanlara (LPS, sitokinler) maruziyet sonrast 6nemli 6l¢iide
artar. Bu enzimin ekspresyonu, en ¢ok viicudun savunma mekanizmasindan sorumlu
hiicrelerden biri olan makrofaj hiicrelerinde artar. Bu tez ¢calismasinda asagida ayrintilarini

verdigimiz iNOS enzimi {izerine odaklanilmistir.

Reductase domain

FMN subdomain shift
electron transfer

Sekil 1.5. NOS enziminin molekiiler yapisi (Paramita ve ark,. 2014)

1.4. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Enzimi

iNOS sitoplazmik bir enzimdir. Inflamatuar ve immiin yamtlarda yiiksek
konsantrasyonda NO iiretiminden sorumlu olan temel bir enzimdir. Sekil 1.6’da iINOS
enziminin molekiiler yapisi verilmistir. Endotoksinler ve sitokinler tarafindan indiiklenen

bu enzimin aktivitesindeki artis sitotoksisiteye neden olur (MacMicking ve ark., 1997).
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Sekil 1.6. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enziminin molekiiler  yapisi

(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1nsi’ den alinmistir, Li ve ark., 1999)

Inflamatuar yamitta makrofajlarda indiiklenen iNOS, sitotoksik etki gdsteren NO’un
biiylik miktarlarda iiretimine neden olur (Nathan ve Hibbs, 1991). NO, demir bagh
proteinlere afinitesinden dolayi, katalitik merkezlerinde demir igeren anahtar enzimleri
inhibe edebilir. Bu enzimlere, mitokondriyal elektron tasimimda gorevli demir-siilfiir
kiimesi bagimli enzimler (kompleks I ve II), riboniikleotid rediiktaz (hiz-sinirlayict DNA
replikasyonunda enzim), cis-akonitaz (sitrik asit dongiisiinde anahtar bir enzim), sitokinler
ornek verilebilir (Ulrick ve William, 2012). Buna ek olarak, indiiklenen makrofajlar
tarafindan iiretilen oldukg¢a yiiksek konsantrasyonlardaki NO, dogrudan hedef hiicrelerin
DNA’sina miidahale ederek, zincir kiriklarinin olusumuna neden olmaktadir (Wink ve ark.,

1991; Fehsel ve ark., 1993).

Tim bu mekanizmalar artan NO konsantrasyonunun hiicre i¢i sitotoksik etkisini
aciklamaktadir. Aktive olmus makrofajlar tarafindan yiiksek seviyelerde iiretilen NO’nun
sadece istenmeyen mikroplar, parazitler veya tiimor hiicrelerine karsi toksik etki
gostermekle kalmayip ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de zarar verebilir. In vivo sartlarda,
hiicre ve doku hasar1 NO radikallerinin kendisinden de kaynaklanabilir ya da oksijenle
pekcok reaktif azot ara {riinlerinin olusmasina sebep olur. Bunlardan bilinen en reaktif
tirlerden biri peroksinitrit (ONOO ) radikalidir. Bu reaktif azot tiiri hiicre igi
makromolekiillere 6zelliklede proteinlere saldirarak bunlar1 sistein amino asitlerinden S-
nitrosilasyonuna neden olmaktadir. Bu sekilde molekiil yapis1 degisen proteinler hiicre i¢i
fonksiyonlarii kaybederler. Bu durum inflamasyonda hiicre i¢i mikrodejenerasyona sebep

olan 6nemli unsurlardan biridir (Ulrick ve William, 2012). Makrofajlarda ve diger
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hiicrelerde yiliksek konsantrasyonda NO {iiretimi, romatoid artirit, multiple skleroz, diyabet
ve obezitenin dahil oldugu pek cok hastaligin patogenezinde rol oynadigi bilinen bir
gercektir (Anggard, 1994; Yang ve ark., 2015). Bu nedenle iNOS enziminin

ekspresyonun/aktivitesinin baskilanmasi 6nemli bir terdpatik hedeftir.

1.5. interlokin-1 peta (IL-1p)

Temel kaynagi aktive mononiikleer fagositlerdir. IL-1pB, esas olarak makrofajlarca
sentezlenerek noétrofil ve monosit birikiminde gerekli endotel hiicre yiizey adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu ve diger proinflamatuvar aracilarin iiretimini artirir. IL-1p’
nin ateroskleroz ve tip 2 diyabet gibi ¢esitli inflamatuvar hastaliklarla iliskili oldugu
bilinmektedir (Dinarello, 2011).

1.6. Siklooksijenazlar (COX-1, COX-2)

Siklooksijenazlar (EC1.14.99.1), hiicre membranindan fosfolipaz A enzimi ile
serbest hale gelen arasidonik asidin prostoglandinlere ve diger eikosanoidlere doniisiimiinii
katalizleyen enzimlerdir. Arasidonik asit metabolitleri (prostoglandinler, tromboksanlar ve
l6kotrienler gibi), hiicresel adezyon degisikleri, biliylime, farklilasma ve bagisiklik
sistemini baskilama gibi durumlarda rol oynar (Gee ve ark., 2003; Wiilfing ve ark., 2004;
Farivar-Mohseni ve ark., 2004; Klein ve ark., 2005). Prostoglandinler ve tromboksanlarin
sentezinde gorevli siklooksijenaz enziminin, yapisal siklooksijenaz (COX-1) ve
indiiklenebilir siklooksijenaz (COX-2) olmak tizere iki izoformu bulunmaktadir. Sekil 1.7°
de gosterildigi gibi COX-1 mukozal korumada yer alan prostoglandinlerin ve fizyolojik
Onemi olan tromboksanlarin sentezinde rol alirken, COX-2 enzimi temel olarak
inflamasyonda rol alan prostoglandinlerin sentezinden sorumludur (Hostanska ve ark.,
2002; Fitzgerald, 2004). Giiniimiizde, piyasada bulunan ve non-steroidal anti-inflamatuar
ilaglar (NSAID’ler) olarak adlandirilan ajanlarin  biiyiik bir ¢ogunlugu COX
inhibitorleridir. Bunlar sadece COX-2’yi inhibe eden segici inhibitérler ve hem COX-1
hem de COX-2 inhibitorleri olarak bilinen secici olmayan NSAID’ler olarak ikiye ayrilir.
Segici olmayan NSAID’ler mukozal koruma saglayan prostaglandinlerin {iretiminde
gorevli COX-1’de inhibe ettiginden gastrointestinal (GI) bozukluk, gastrit, iilserasyon,
kanama gibi ciddi yan etkilere neden olmaktadir (Seibert ve ark., 1994; Mix ve ark., 2001;
Pungle ve ark., 2003; Fitzgerald, 2004; Andersohn ve ark., 2000). Ote yandan bunlara
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alternatif olarak olarak gelistirilen se¢ici NSAID’ler sadece inflamatuar PG’leri iiretiminde
rol alan COX-2’yi inhibe ederek GI’de herhangi bir hasara neden olmaz. Ancak son
zamanda yapilan ¢alismalar bu molekiillerindekalp krizi, inme gibi pek ¢ok oliimciil yan
etkileri oldugunu goéstermistir (Graham, 2006; Maroon ve ark., 2010). Bu nedenle yan
etkisi diisiik, bitkisel kokenli dogal molekiillerin anti-inflamatuvar potansiyellerinin agiga

cikarilmasi bu alanda yaygin olarak arastirilan konular arasindadir.

[ Hiicre Membraninda Fosfolipidler J

Fosfolipaz

v

[ Arasidonik Asit ]

/\

[Siklooksijenazlar] [ Lipoksijenazlar ]

Lokotrienler |

v

Tromboksanlar .
Prostaglandinler Prostaglandinler
v

[ MUKOZAL KORUMA ] [ INFLAMASYON ]

Sekil 1.7. Arasidonik asitin prostoglandinlere ve diger eikosanoidlere doniislimil

(http://vet.uga.edu/ivevm/courses/\VVPAT5200/03 inflammation/04 cmi/cmim03.html’ den

uyarlanmistir)

1.7. inflamasyonda Korunmada ve Tedavi Siirecinde Dogal Uriinlerin Onleyici,
Tamamlayic1 ve Terapotik Onemi

Son yillarda diinya ¢apinda yeni ilag bilesiklerinin kesfedilmesi ile ilgili ¢alismalar
artarak devam etmektedir. Birgok arastirmaci, hastaliklari olusturan unsurlar1 hedef alan
dogal bitkisel bilesiklerin ortaya konulmasiyla ilgili ¢aligmalar yiiriitmektedir (Katiyar ve
ark., 2012). 1981-2007 yillar1 arasinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve benzer
kuruluglar tarafindan onaylanan ilaglarin % 80’1, dogal molekiiller {izerine yapilmis

calismalarin sonucunda piyasaya ¢ikmistir (Newman ve Cragg, 2012).
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Inflamatuar sitokinlerin {iretimini azaltan maddeler ya da diyet yoluyla aldigimiz
besinler inflamasyon siirecinin ve diger hastaliklarin olusumunu engellemektedir.
Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikarak depolanan ve insanlar igin
besin degeri olmayan, ancak tiiketildiklerinde saglik i¢in yararli etkilerde bulunan
fitokimyasallar, piyasada bulunan bircok ilag etken maddesinin ¢ikis noktasini

olusturmaktadir.

Ornegin, dogal kokenli anti-inflamatuar bilesiklerin en {inlii ve en iyi bilinen 6rnegi
olan aspirin (asetilsalisilik asit) agr1 kesici ve ates disiiriicii 6zelliklerinden dolay1 eski
zamanlardan giiniimiize yaygin sekilde kullanilan ve sogiit agacindan izole edilen bir
maddedir. Aspirinin, inflamatuar yanitta seviyesi artan prostaglandinlerin sentezini inhibe
ederek etkisini gosterdigi bilinmektedir (Mishra ve Tiwari, 2011). Bir bagka 6rnek morfin
ise, halk arasinda hashas olarak bilinen Papaver somniferum bitkisinden izole edilen bir
maddedir. Genelde tip alaninda kullanilan anestezik ilaclarin liretimi icin yetistirilmektedir.
Bitkisel kaynakli iiriinler (ilaglar) arasinda en iyi bilinen nonsteroidal anti-inflamatuar ilag
grubudur (Der Marderosian ve Beutler, 2002). Ayrica ticarilestirilmemis birgok dogal

kaynakl1 iiriiniin de anti-inflamatuar etkinligi bilinmektedir (Mishra ve Tiwari, 2011).

Yapilan arastirmalarla bitkisel kokenli dogal bilesiklerin tanimlanmasi ve ¢ok hedefli
etken maddelerin ortaya konmasi, yeni nesil terapdtiklerin ve diyetsel takviye iiriinlerinin

gelistirilebilmesi i¢in dnemlidir.

Calismanin Amaci

Bu ¢alisma kapsaminda, 1) Lavandula stoechas-Karabas otu bitkisinin sulu 6ziitiinde
yer alan inflamasyona kars1 etkili olabilecek aktif fitokimyasal bilesenlerin biyoaktivite
rehberli c¢alismalarla tanimlanmasi, 2) Bu aktif bilesenlerin potansiyel 1iyilestirici
etkilerinin ortaya konmasi, 3) Etki mekanizmalarimin molekiiler diizeyde kismi olarak
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Sekil 1.8°de gosterildigi iizere bu amagla, ilk olarak Karabas
otu sulu oziitiinden iki ayr1 ¢oziicli kullanilarak farkli iki 6ziit elde edilmistir. Elde edilen
oOziitlerin toksik olmayan uygulama dozlar1 LPS ile inflamasyon modeli gelistirilen RAW
264.7 makrofajlarina uygulanarak besiyerine salman NO seviyeleri o6l¢iilmistiir.
Sonrasinda % 50’nin tiizerinde NO inhibisyonu gosteren etkin 0ziit belirlenmistir.
Belirlenen bu 06ziit kolon kromotografisiyle 11 adet fraksiyona ayristirilmistir. Bu

fraksiyonlarin NO inhibisyonu iizerinde yapilan biyoaktivite rehberli taramalar1 sonucu
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etkin olarak belirlenen fraksiyonun saflastirma islemi yapilarak 3 adet saf madde elde
edilmistir. Bu saf maddelerin NO {iretiminde gorevli iNOS protein ve gen seviyesi iizerine
etkileri ile inflamatuar yanitta anahtar rol oynayan COX-2 ve IL-18 molekiillerinin gen
ekspresyonlar iizerine etkileri arastirilarak molekiiler mekanizmalar1 kismi olarak ortaya

koyulmustur.

Lavandula stoechas LPS

| RAW 264.7 Makroaj Hiicre Hatt1
I Etil asetat oziitii I ¢

Kolon Kromatografisi

,D]@@

Bioaktivite Rehberli Fraksiyonlama

NO, iNOS, T
IL-1B,COX-2

Saflastirma

(2] [ ] [Em

NMR Analizi
| 2 I | 2 I 2

Sekil 1.8. Biyoaktivite rehberli fraksiyonlama

Tanimlama
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Literatiirde bitki 0Oziitlerinin, bunlardan elde edilen fraksiyonlarin ve saf
fitokimyasallarin anti-inflamatuar etkilerini ortaya koyan caligmalar mevcuttur. Asagida
bunlardan son zamanlarda yapilmis olan ve carpici sonuglar elde edilmis ¢alismalarin bir

kismi 6zetlenmistir.

Waterman ve ark., (2014)’larmin yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Moringa oleifera
Lam (horse radish, drumstick) bitkisinden (6zel bir yontemle) hazirlanan ve
izotiyosiyanatlarca zengin sulu oziitin RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda inflamatuar
markerlarin salinimimi (NO ve TNF-a) ve gen ekspresyonlarii (iNOS, IL-18, IL-6) 6nemli

derecede azalttig1 gosterilmistir.

Lili ve ark., (2014)’larinin yapmis olduklar1 bir calismada, g¢esitli bogiirtlen ham
oOziitleri ve antosiyanince zengin fraksiyonlari, inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7
makrofajlarinda, ¢esitli inflamatuar markerlarindan NO, IL-1pB, IL-6, INOS ve COX-2

seviyesinde anlamli derecede azalmaya sebep olmustur.

Nquyen ve ark., (2015)’lari, Sorghum bicolor tohumlarinin etil asetat 6ziitii, LPS ile
indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda, NO iiretimi ile iNOS ve COX-2 ekspresyon
seviyeleri tlizerinde gii¢lii bir inhibitor etkisi gostermistir. Ayrica bu ¢alismada, S. bicolor

tohumlarindan izole edilen izolatlarin yapis1 tanimlanmustir.

Chen ve ark., (2016)’larmin yaptiklar1 bir calismada, Atractylodes cinsine ait
Atractylodes japonica bitkisi n-hekzan oziitiiniin LPS ile indiklenmis RAW 264.7
makrofajlarinda NO {iretimini 6nemli derece baskiladigi gosterilmistir. Ayrica, ¢calismanin
devaminda n-hekzan 6ziitlinden izole edilen 6 bilesikten NO {iretimini etkin bir sekilde
baskilayan Atractylonun iNOS ve COX-2 enzimlerini protein ve gen seviyelerinde anlamli
Ol¢iide inhibe ettigi, bu nedenle de bu bitkiden izole edilen en etkin anti-inflamatuar ve

analjezik bilesik oldugu ortaya koyulmustur.

Literatiirde yer alan baska bir ¢alismada ise, Juglans sigillata bitkisinin meyve
kabugundan izole edilen Apigenin-7-0-B-D-glukuronid (AG) bilesiginin LPS ile
indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarina uygulamasi sonrasinda, NO iiretimini ve ayni
zamanda Onemli inflamatuar markerlardan iINOS ve COX-2 enzimlerinin mRNA

seviyelerini giliclii bir sekilde inhibe ettigi gérilmiistiir (Hu ve ark., 2016).
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Bu ¢alismalarda gosterildigi tizere, fitokimyasal igerikli bilesiklerin, NO, iNOS, IL-
1B, COX-2 gibi proinflamatuar molekiil ve enzimlerin inhibisyonu inflamasyon ile iliskili
hastaliklardan korunma ve tedavi siirecinde olduk¢a Onemlidir. Literatiirde Lavandula
stoechas - Karabas otununun anti-inflamatuar etkilerinin gosterildigi ve anti-inflamatuar

ozellikteki etkin bilesenlerinin tanimlandig1 herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Caliymada Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

DMEM (D6429), [3-(4,5-dimetil-2-thiazolil)-2,5-difeniltetrazolium bromiir] (MTT,;
M5655), steril su (SW3513), sodyum laktat (L7022), indometasin (17378), tripan mavisi
soliisyonu (T8154), metanol (24229), N, N-metilenbisakrilamid (M7256), N-N-
dimetilformamid (15440), siilfiirik asit (07208), lipopolisakkarit (LPS; E.coli 0111:B4
L4391) Sigma-Aldrich Chemical (St Louis, Missouri, USA) marka satin alinmistir.

TRIzol® (15596018), fetal sigir serum (FBS, 10270106), PureLink® RNA mini kit
(12183018A), DNase | (AM2222), penisilin-streptomisin (15140122), TagMan® PCR
Master Mix (4369016), TagMan® Probe iNOS (4331182), TagMan® Probe B-Aktin
(4331182), TagMan® Probe COX-2 (4331182), TagMan® Probe IL-1p (4331182),
Microamp Fast Optical 96 Well plate (4346906), Microamp Optical Adhesive Film
(4360954) Life Technologies, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA) marka satin

alinmustir.

Bikinkoninik asit protein Kiti (BCA; Intron Bio 21071), yagsiz siit tozu (sc-2324),
dimetil siilfoksit (DMSO; sc-358801) Santa Cruz Biotechnology (Bergheimer, Heidelberg,

Germany) marka satin alinmustir.

Agaroz (AGA001.100), 2-Amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol (Tris; TRS001),
triton X- 100 (TRX777), sodyum dodesil siilfat (SDS; SDS001), glisin (GLN001), HEPES
(HEP001.100), tween-20 (TWN510.500), BioShop Canada (Mainway, Burlington,

Ontario) marka satin alinmastir.

Sodyum karbonat (Na.COz; 106392), potasyum kloriir (KCI; 104936), hidroklorik
asit (HCI; 1003142), folin fenol reaktifi (109001), gliserol (104093), kloroform (102431),
2-propanol (100995), sodyum kloriir (NaCl; 106404), sodyum hidroksit (NaOH; 106462),
potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs; 104873), dipotasyum hidrojen fosfat (K:HPOg;
105101), kloroform (102445.2500), aseton (100013.2500), dotero metanol (ds-
M106028.0100), metanol (106009.2500), formik asit (M100263.2500), détero DMSO (de-
M103424.0100) E.Merck (Darmstadt, Germany) marka satin alinmistir.
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Tetrametil-etilen-diamin (TEMED; A1148), amonyum persiilfat (APS; A1142),
Redisep-Gold flash kromatografisi kolonlar1 (40 gram, Ters faz C18 kolonlari-Katalog No:
69-2203-413) Applichem (Ottoweg, Darmstadt, Germany) marka satin alinmistur.

Akrilamid (O341), bisakrilamid (O172) Amresco Biochemicals (Parkway Cleveland,
OH, ABD) markasindan satin alindi. SafeView™ (G108) ABM Biological Materials

(Canada) marka satin alinmstur.

3.1.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Tez calismasi sirasinda NanoQuant (Tecan Infinite® M200 PRO), C-DiGit ® Blot
Scanner-LI-COR Biosciences, Step One Plus® Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific), BioSan TS-100 isiticili ¢alkalayici, Hanna
Instruments HI2211 pH metre, sogutmali santrifiij (Hettich Zentrifugen Mikro 200R,
Hettich Zentrifugen Universal 320), Esco hiicre kiiltiiriCO> inkiibatorii, Major-Science
(MS) Waver Shaker, Nordicsafe Esco sentirel Gold (Class 1l BSC), Flash Kromatografisi
(Combi Flash Rf-TELEDYNE ISCO), Niikleer Manyetik Rezonans (NMR-Marka: Agilent
600 MHz, model:600/54 ASC-premium compact), HPLC-TOF/MS (Agilent Technologies
1260 Infinity HPLC System) cihazlart kullanilmustir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Bitki Materyalinin Temini ve Teshisi

Taze Karabas otu, 2014-Nisan ayinda Canakkale ili Bayrami¢ bolgesinin Palamutoba
koyiinden TUBITAK 112T442 numarali proje kapsaminda toplanmistir. Toplanan bitki,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Ersin Karabacak tarafindan teshis edilip herbaryumda kayit altina
alinmustir (COMU 937).

3.1.4. Cahsmada Kullanmilan Hiicre Hatti

Caligmalarimizda, kullandigimiz RAW 264.7 makrofaj hiicre hatti Prof. Dr. Ilya
Raskin (Rutgers University, Department of Plant Biology and Pathology, New Jersey,
USA) tarafindan temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kimyasal Yontemler: Oziitleme, Fraksiyonlandirma, Saflastirma ve Yapi
Analizi

Yapilan kimyasal ¢alismalar; bitkiden 6ziitleme, fraksiyonlandirma, saflastirma ve
yap1 analizi kisimlari laboratuarimizda tamamlanan TUBITAK 112T442 numarali proje
kapsaminda Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiiniinden
Prof. Dr. Ibrahim Demirtas ve ekibi tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢calismada kullanilan

yontemler Boliim 3°de (3.2.1.-3.2.1.7. arasinda) detayli olarak verilmistir.

3.2.1.1. Oziitleme islemleri

2430 (~2.44 kg) gram kurutulmus bitki 6rnegi sivi azot ile ogiitiillerek toz haline
getirilmistir. 80 gr 6giitiilmiis bitki iizerine 200 mL deiyonize saf su ilave edilerek, neo-
clavenger aparat1 (Sekil 3.1.a) yardimiyla 3-4 saat 120 °C sicaklikta su ile kaynatilmigtir.
Bu islem 2430 g bitki tamamlanincaya kadar tekrar edilmistir. Ugucu yaglar bu asamada
ayristirtlmisir. Kaynayan sulu kisim posasindan ayirmak i¢in tiilbentten siiziildii ve oda
sicakligina gelene kadar bekletildi. Soguyan sulu 6ziit ayirma hunisine konularak iizerine
etil asetat (EA) eklendi ve dziitleme islemi yapildi (Sekil 3.1.b). Oziitleme sonucunda alt
faz su fazi, {ist faz etil asetat faz1 olarak ayrildi. Bu isleme sulu kisimda EA fazina bir sey
gecmeyene kadar devam edildi. Elde edilen fazlarin ayri kaplara alinmasinin ardindan EA
fazinin ¢oziiciisii buharlastirildi. Bu kisim etil asetat 6ziitli olarak etiketlenerek daha sonra
kullanilmak iizere -20 °C’ye kaldirildi. Geride kalan sulu kisim bu sefer n-biitanol ile
ekstraksiyon islemine tabii tutuldu. Organik ¢6ziiciiniin oldugu faz ayri bir kaba alind1 ve
n-biitanol 6ziitlinlin ¢oziiciisii de evaporasyon ile uzaklastirildi. Bu kisim n-biitanol 6ziitii
olarak etiketlendi ve -20 °C’ye kaldirildi. Su ile kaynatma sonucu elde edilen oziitler

strastyla asagida verilmistir:
1) Etil asetat (EA) 6ziitii (58,59 g)

2) n-biitanol 6ziiti (10,02 g)
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Sekil 3.1. a) Neo-clavenger aparatinda su ile kaynatma islemi, b) Oziitleme islemi

Asagida detaylar1 verilen biyoaktivite rehberli calismalarla elde edilen sonuglar
dogrultusunda EA 0ziitiiniin n-biitanol 6ziitiine gore daha aktif oldugu bulunmustur. Bu
nedenle fenolik icerik analizleri ve biyoaktivite rehberli farksiyonlama islemleri bu 6ziit

tizerinden devam ettirilmistir.

3.2.1.2. ince Tabaka Kromatografisi-iTK (Thin Layer Chromatography-TLC)

Elde edilen 6ziitlerin i¢erdigi fenolik bilesen grubunu belirleyebilmek i¢in, EA 6ziitii
tamamen ¢ozilinebildigi bir ¢oziiciide ¢oziildli ve silika jel kapli hazir aliiminyum plaka
(TLC silika jel 60 GF2s4 Merck) tizerine tatbik edilerek uygun ¢oziicii sistemlerinde
yiriitiildii. Maddelere ait spotlar UV (254 nm) 151k altinda incelendi. Spot renklerini daha
iyi gorebilmek i¢in silika jel plakalarina serik siilfat (seryum siilfat) belirteci piiskiirtiliip,
sicak plaka iizerinde 100 ‘C sicaklikta olusan spot renkleri incelendi ya da igerisinde % 10
luk siilfiirik asit (H2SOa) igeren etanol belirteci piiskiirtiiliip 135 "C’lik sicaklikta 1sitild1 ve

olusan renkler degerlendirildi. EA 6ziitiiniin ITK goriiniimleri Sekil 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.2.EA 6ziitiiniin ITK gériiniimleri

3.2.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC- TOF/MS)

Yiksek Performanshi  Sivi  Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography), analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir.
Yaygin kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozulan bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur.
Sahip oldugu bu o6zelliklerden dolayi, Agilent technologies 1260 infinity LC, Agilent
technologies 6210 TOF-MS cihazindan yararlanilarak, EA oOziitiiniin fenolik bilesen
iceriginin analizi gergeklestirilmistir. Bu analizler Cankir1 Karatekin Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Kimya Boliimii” nde, kismi hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir. Cihazin
enjeksiyon hacmi 10 plL, kolon sicakligr 35 °C ve kullanilan kolon modeli de ZORBAX
SB-C18 4,6x100 mm, 3,5 uM’dir. HPLC mobil faz programi Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. HPLC mobil faz programi

Zaman (dk) % 0,1 Formik asitlisu Asetonitril

1 0 % 90 % 10
2 1 % 90 % 10
3 20 % 50 % 50
4 23 % 20 % 80
5 25 % 90 % 10
6 30 % 90 % 10

EA 6ziitiini 2 mg olacak sekilde hassas terazi (Mettler-Toledo)’de tartilarak 2 mL’
lik ependorf tiipler icerisine almmustir. Oziit iizerine 2 mL HPLC grade metanol eklenmis
ve ultrasonik su banyosu cihazinda (Sellecta Ultrasons-H) ¢6zlinmesi saglanmistir.
Cozilinme islemi sonucunda 1000 ppm degerinde stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozelti
250 ppm’e seyreltilerek, toplam hacmi 1 mL olan yeni ¢ozelti hazirlandi ve HPLC-
TOF/MS viallerine aktarilarak analize hazir hale getirilmistir. Ekstraktlarin HPLC-

TOF/MS analizi i¢in hazirlanma asamalar1 Sekil 3.3’de verilmistir.

xj 7‘ 3 S

Sekil 3.3. Ekstraktlarin HPLC-TOF/MS analizi i¢in hazirlanma asamalar1

Viallere hazirlanan fraksiyonlarin analizinden 6nce, kantitatif analiz i¢in 25000 ppm
olarak hazirlanan standartlar HPLC-TOF’a verilerek programin uygunlugu kontrol

edilmistir. Devaminda da 6ziitiin analizi yapilmigtir. Karabas otu EA 6ziitiine ait HPLC-
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TOF kromatogrami Sekil 3.4’de, HPLC-TOF/MS analiz sonuglar1 ise Cizelge 3.2’de

verilmisgtir.
- TIC Scan karabas.d
A
(&)
1.4
1.21
14
0.8+
0.6+
0.4+
0.2+
0 N _A A
12 34 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Acquisition Time (min)

Sekil 3.4. Karabas otu EA 6ziitiine ait HPLC-TOF kromatogrami

RT Bilesenler Konsantrasyon
[ppb (ng/ml)]
4.40 Gentisik asit 130.6236
6.60 4-Hidroksibenzoik asit 501.0753
7.00 Protokatesuik asit 56.0319
7.71 Kafeik asit 453.6731
7.84 Vanilik asit 26.2536
9.18 4-Hidroksibenzaldehit -
9.98 p-Kumarik asit -
9.97 Sisorik asit 59.2144
10.81 Ferulik asit 73.9354
11.42 Apigenin-7-glukozit 165.8712
12.53 Hesperidin -
13.19 Rosmarinik asit 1420.2112
13.96 Salisilik asit 39.1713
15.92 Sinnamik asit -

Cizelge 3.2. Karabas otu EA 6ziitiine ait HPLC-TOF/MS analiz sonuglari

3.2.1.4. EA Oziitiiniin Kolon Kromatografisi ile Ayristirilmasi

NO tarama sonuglarina gore yiiksek aktiviteye sahip EA Oziitiiniin etken
bilesenlerinin belirlenmesine Kkarar verilmistir. Bunun igin aktivite yonlendirmeli
fraksiyonlandirma ve izolasyon islemleri yapilmasi planlanmistir. Bu islem i¢in kolon
dolgu maddesi olarak Sephadex LH-20 secilmistir. Kolon kromatografisi yapilmadan once
Sephadex LH-20 dolgu maddesi en az 24 saat dnceden metanol ¢oziiciisii i¢erisinde elue

edilmistir. Daha sonra uygun sisme kapasitesine gelmesi i¢in en uygun ¢oziicii sistemi olan
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metanol/kloroform (% 35/% 65) karisiminda igerisinde bekletildi ve yeterli sisme
kapasitesine ulagmasi saglanmistir. Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesi, 80 cm
uzunlugunda, 2 mm dis ¢ap ve 1,8 mm i¢ ¢apa sahip sinterli teflon musluklu kolon
igerisine doldurulmustur (Sekil 3.5). Kolon iizerinden % 65 kloroform/% 35 metanol
karisimi siirekli gegirilmistir. Yaklasik 1 gram 6ziit kolona tatbik edilmistir. Akis hizi ¢ok
yavas olacak sekilde musluk acildi ve fraksiyonlar toplanmistir. Sabit ¢oziicii karigimi
kullanilarak her bir fraksiyon tiipii en fazla 2-3 mL olacak sekilde fraksiyonlandirma islemi
yapild1 ve toplam 63 fraksiyon elde edilmistir. ITK kontrolii ile kromatografik islemin
bitirilmesine karar verilmistir. Benzer fraksiyonlar ITK kontrolii ile birlestirildi ve
toplamda 11 (Fraksiyon kodlari: E1—E11) fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlarin
icerik analizleri, saflik kontrolleri ya da tekrar birlestirilmeye ihtiya¢ olup olmadiginin
analizi Agilent HPLC-TOF/MS ve Agilent marka 600 MHz’lik NMR cihaz1 ile

belirlenmistir. Elde edilen fraksiyonlarin adlandirilmasi Cizelge 3.3°de verilmistir.

&

Seki3.5. Oziitiin Sephadex LH-20 kolon dolgu maddesine tatbik edilmesi

Cizelge 3.3.EA fraksiyonunundan elde edilen alt fraksiyonlar1

EA Fraksiyonlari ve Kodlan

E1l: 1-5. Fraksiyon
E2: 6-10. Fraksiyon
E3: 11-17. Fraksiyon
E4: 18-25 Fraksiyon
ES: 26-29. Fraksiyon
E6: 30-35. Fraksiyon

E7: 36-39. Fraksiyon
ES8: 40-45. Fraksiyon
E9: 46-50. Fraksiyon
E10: 51-55. Fraksiyon
E11: 61-63. Fraksiyon
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3.2.1.5. Aktif Fraksiyonun Flash Kromatografisi ile Ayristirilmasi

Flash kromatografisi orta basingli sivi kromatografisi olarak bilinmektedir. Kolon
kromatografisine gére daha hassas, daha hesapli ve daha kisa zamanda gerceklestirilen
kromatografik islemdir. Daha az miktardaki maddelerin uygun kolon (kartus) ile ayrilmasi
saglanmaktadir. Genis bir dalga boyu araligina ve ¢oklu dalga boyu segebilme 6zelligine
sahip olmasi da c¢ok Onemli avantajlarindandir. Elde edilen etken fraksiyonlarin
ayristirtlmas: i¢cin flash kromatografisi kullamilmistir (Sekil 3.6.a). Bu islem Cankir
Karatekin Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Béliimii® nde, gerceklestirilmistir. Flash

kromatografisi i¢in Redi Sep RF-GOLD marka, 40 g C18 ters faz, 200 psi (14 bar) max.

basinca dayanikli, 200 mg-6 mg arasindaki 6rnek miktarin1 ayirabilme 6zellikleri sahip

kolon (kartus) kullanilmistir (Sekil 3.6.b).

Sekil 3.6. a) EA fraksiyonun ayristirilmasi i¢in kullanilan flash kromatografisi, b) Flash
kromatografisi kolonlar1 (kartuslari), ¢) Bitki 6ziitli

3.2.1.6. E6 Fraksiyonun izolasyon Calismasi

Sephadex LH-20 ile ayrim sonucu birlestirilen E6 fraksiyonu flash kromatografisi
kullanilarak i¢erdigi sekonder metabolitlerin izolasyonu yapilmasina karar verilmistir. Bu
ayrim i¢in apolar 6zellikli dolgu maddesine sahip 40 g’lik C18 kartuslar kullanilmistir. Bu
dolgu maddesinin en biiyiik avantaji pek c¢ok kez kullanilabilir olmasi ve kolayca
temizlenebilmesidir. Bu fraksiyonun ayrimi i¢in dakikada 5 mL’lik ¢6ziicii akis hizi
sagland1 ve 280 ve 700 nm dalga boylar1 arasinda ayrim gergeklestirilmistir. Madde kolona
stv1 enjeksiyon portu kullanilarak yiikleme islemi yapilmistir. Mobil faz olarak ilk basta %
100 su kullanilmistir. Daha sonra metanol orant % 10 artirilarak ayrim islemi
gerceklestirilmistir. Belirlenen dalga boyunda absorbans veren maddeler 15 mL’lik tiiplere
toplanmistir. Absorbans vermeyen maddeler ise atik kisimlarinda her bir toplama kap
hacmi 150 mLolacak sekilde toplanmigtir. En son olarak % 100 metanol ile flash
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kromatografisi bitirilmistir. Benzer fraksiyonlar ITK yardimu ile birlestirilmis, ¢oziiciileri
ucurularak kristallenmeye birakilmistir. Fraksiyon tiiplerinde kristaller ve ¢Okmeler
meydana gelmeye baglamistir. Kristaller tekrar tekrar yikanarak safsizliklarindan
arindirilmastir. Elde edilen kristallerden 10 mg hassas terazide tartildi yaklasik 400-500 puL
dotero metanol (d4-Metanol) ya da dotero DMSO (d6-DMSO) ile ¢oziilmiistiir. Yapidaki
proton, karbonlarin varligi, molekiilde bulundugu yer, konum, etkilesme sekilleri ve
uzaysal olarak yonlenme durumlart 1D ve 2D NMR teknikleri ile belirlenmistir. Sekil

3.7°da Flash kromatografisinden elde edilen sonuglar gosterilmektedir.
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Sekil 3.7. a) Flash Kromatografisi kromatogramlari ve benzer fraksiyonlar (1. Program), b)

Flash kromatografisi kromatogramlar1 ve benzer fraksiyonlar (2. Program)

Flash kromatografisinden elde edilen fraksiyonlar ITK sonuglari ile kontrol edilerek
benzer fraksiyonlarin birlestirilme islemleri yapilmistir. Saf ya da safa yakin olan

fraksiyonlarin NMR analizleri ile saflik kontrolleri yapilmustir.

3.2.1.7. E6 Fraksiyonunun Yapi Analizleri
Flash kromatografisinden toplanan fraksiyonlarm ITK sonucunda saf olduklar:

goriilmiistiir. NMR ile yap1 analizleri i¢in Ornekler d6-Aseton icerisinde ¢oziilerek
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hazirlanmistir.  Coziintirliigli yiikksek 600 MHz NMR cihaz1 ile bilesiklerin yapisi

belirlenmistir.

Bilesiklerin yapisindaki karbon ve protonlarin varligi, bunlarin molekiildeki

konumlar1 ve uzaysal olarak yonlenmesi 1D ve 2D NMR teknikleri ile belirlenmistir.

3.2.2. Karabas Otundan Elde Edilen Oziitlerin Total Polifenol Miktarlarinn
Belirlenmesi

Oziitlerdeki total polifenol miktar1 Cheng ve ark., (2010)’lar1 tarafindan modifiye
edilen Folin-Ciocalteu yontemi (Singleton ve ark., 1965) kullanilarak belirlenmistir. Bu
yontem, bitki Oziitiindeki fenoliklerin hidroksil gruplarinin spesifik redoks reaktifi olan
Folin-Ciocalteu ile tepkimesi sonucu olusan mavi renkli kompleksin Olglimiine
dayanmaktadir. Bitki 6ziitli 1N Folin-Ciocalteu reaktifi (% 50 etanol ile seyreltilmis) ile 10
dk oda sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan % 20’lik Na2COs eklenip ve
karistirilmistir. 40 °C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda 16.000 g’de 30 saniye
santrifiij edilmistir. Ustte kalan kisimlar1 alinip 96 kuyucuklu plakaya 100 pL eklenmistir.
Tepkime sonucu olusan mavi renkli kompleksin verdigi absorbans 760 nm’de okunmustur.
Bitki oziitlerin icerigindeki total polifenol miktarlari, gallik asit standardiyla olusturulan

kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

RAW 264.7 hiicrelerinin gelisimi ve ¢ogaltilmasi, 75 cm?’lik flasklarda, % 10 fetal
sigir serumu (FBS) ve % 1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) besiyerinde, 37 °C’de, % 5 CO2 ve % 75 nem igeren inkiibatdrde
gerceklestirilmistir. Hiicreler % 80 yogunluga ulastiklarinda hiicre kaziyicisi ile toplanarak

pasajlanmistir.

3.2.4. RAW 264.7 Makrofaj Hiicre Hattinda Inflamasyon Modelinin
Olusturulmasi

Lipopolisakkarit (LPS), RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda inflamasyon
olusturmak amaciyla kullanilmistir. Hiicreler, % 10 FBS iceren DMEM igerisinde, 24
kuyucuklu kiiltiir plakasina her kuyucukta 4x10° yogunlugunda ekilerek 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan fenol kirmizisi icermeyen besiyeri igerisinde (%

10 FBS igeren besiyeri) farkli konsantrasyonlarda oziit/fraksiyon/saf madde ve 1 pug/mL
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konsantrasyonunda LPS uygulamasi yapilmistir. Hiicreler 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat
inkiibasyonun ardindan besiyeri NO ve/veya diger analizler i¢in uygun bir sekilde
toplanmustir. Elde edilen hiicre lizatindan bikinkonik asit (BCA) kiti kullanilarak protein

konsantrasyonlari tayin edilmistir.

3.2.5. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

Karabas otundan elde edilen 6ziitlerin/fraksiyonlarin/saf maddelerin, toksik olmayan
(hiicre canlilig1 > % 90) dozlarimni belirlemek amaciyla MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolium bromiir] metodu (Mosmann, 1983) kullanarak hiicre canliligi testi
yapilmistir. Bu test, tetrazolyum boyasinin, canli hiicrelerdeki mitokondriyal bir enzim
olan siiksinat dehidrogenazla verdigi tepkimeler sonucunda indirgenmesiyle olusan
formazan maddesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir. MTT,
hiicrelere aktif olarak absorbe olan sari1 renkli bir boyadir. Canli hiicrelerde mitokondri
tarafindan bu boyanin tetrozolyum halkasi pargalanirsa, mavi-mor renkli suda ¢oziinmeyen
formazan maddesi olusur. Hiicrelerin MTT indirgeme 06zelligi hiicre canliliginin Slgiitii
olarak kabul edilir. MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu, canli hiicre sayist
ile korelasyon gosterir.

Oncelikle 24 kuyucuklu kiiltiir plakasina 4x10° yogunlugunda ekilen hiicreler 24 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda farkli konsantrasyonlarda 6zit/fraksiyon/saf madde ve 1
pg/mL konsantrasyonunda LPS uygulamasi yapilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerine 20 uL. MTT eklenerek 2 saat inkiibe
edilmistir. Siire sonunda MTT uygulamas: yapilan besiyeri aspirasyon ile g¢ekilmistir.
Hiicrelere 200 pL. DMSO eklenerek 10 dk inkiibe edilmis ve hiicrelerin yasam oranlari
ELISA okuyucu kullanilarak 570 ve 690 (background) nm’de 6l¢iilmistiir.

3.2.6. Besiyerinde Nitrik Oksit (NO) Ol¢iimii

LPS uygulamas ile inflamasyon modeli olusturdugumuz hiicre hattindan toplanan
besiyerinde, NO diizeyleri Griess metoduna (Griess, 1879) gore belirlenmistir. Griess testi,
¢ozeltideki nitrit iyonunu (NO2") tespit eden analitik bir kimya testidir. NO2™ igeren bir
ornegin Griess reaktifi ile islenmesi lizerine kirmizi pembe bir renk olusumu ile analiz
edilir. Griess reaktifi, % 5 fosforik asit i¢inde hazirlanmis % 1 siilfanilamid ve % 0,1
naftiletilendiaminin esit hacimlerde karistirilmasi ile hazirlanmistir. Toplanan besiyerinden
100 pL ve esit hacimde Griess reaktifi ile karistirilarak 96 kuyucuklu plakada 10 dakika

oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan olusan rengin 540 nm'de
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verdigi absorbans mikroplaka okuyucuda olgiildii. 0,1 M sodyum nitrit (NaNOz)’den
hazirlanan bir dizi standart (0-100 uM), kalibrasyon egrisi hazirlamak i¢in kullanilmistir.
Hesaplanan NO konsantrasyonu, hiicre lizatlarindan tayin edilen protein konsantrasyonlar1

ile normalize edilmistir.

3.2.7. Hiicre Lizatlarinda Total Protein Miktarinin Tayini
Hiicrelerdeki total protein miktart BCA kiti kullanilarak tiretici firmanin talimatlar

+25

dogrultusunda belirlenmistir. Bu yontem alkali ¢ozeltideki proteinlerin, Cu™’yi Cu*’e
indirgemesi ve daha sonra Cu*'’in BCA ile verdigi mor renkli kompleksin 562 nm’ deki
absorbansinin spektrofotometrik metodla 6lgiimiine dayanmaktadir. Renk degisimi, BCA

kiti reaktif ¢dzeltisinin rengi olan yesilden koyu mora dogru gergeklesmektedir.

3.2.8. Protein Diizeyinde Ekspresyon Seviyelerinin Tayin Edilmesi

Hiicre lizatindaki proteinler Laemmli (1970)’de belirtildigi gibi dikey elektroforez
teknigi ile Sodyum dodesil siilfat (SDS)-Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) yontemi
kullanilarak ayristirilmistir. Her bir enzimin protein diizeyleri spesifik antikorlar
kullanilarak Western Blot teknigi ile immiinolojik olarak Towbin ve ark., (1979) metodu
kullanilarak belirlenmistir. Proteinlerin immiinolojik olarak belirlenmesi Sekil 3.8’de

sematize edilmistir.

Isima

Ikincil Antikora Enzim-Substrat
Z _

Kovanlent Bagh Enzim ———
Enzime Bagl

/ ikincil Antikor
|

Protein Transfer Edilen Membran

Primer Antikor

Hedef Protein

Sekil 3.8. Proteinlerin immiinolojik olarak belirlenmesi (https://employees.csbsju.edu

/hjakubowski/classes/ch331/Techniques/TechElectrophoresis.htm’ den uyarlanmistir)
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3.2.8.1. Hiicre Lizati Hazirlanmasi

SDS-PAJE ve Western blot analizinde kullanilacak olan proteinleri elde etmek i¢in
oncelikle RAW 264.7 hiicreleri % 10 FBS igceren DMEM igerisinde, 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina her kuyucukta 1,5x10® yogunlugunda hiicre olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelere, kiiltiir plaka ylizeyini tamamen kaplamalarinin ardindan (24 saat), fenol
kirmizist icermeyen besiyeri igerisinde (% 10 FBS iceren besiyeri) farkli
konsantrasyonlarda 6ziit/fraksiyon/saf madde ve LPS (1 pg/mL) uygulamalar1 yapilmis ve
6 saat boyunca inkiibe edilmistir. 6 saat inkiibasyonun ardindan, hiicreler Radyo Immuno
Presipitasyon Assay (RIPA) tamponu kullanilarak toplanmistir. RIPA tamponunun
hazirlanis1  Cizelge 3.4’de Dbelirtilmistir. Elde edilen hiicre lizatindaki protein
konsantrasyonu BCA assay kiti kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Hiicre lizatlari, SDS-PAJE

analizlerinde kullanilmak {izere -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4. RIPA tamponunun hazirlanis

RIPA Tamponu

Bilesenler Konsantrasyonlar
Tris-HCI, pH:8 50 mM

SDS % 0.1

Sodyum deoksikolat % 0,5

Triton X-100 % 1

NaCl 150 mM

3.2.8.2. SDS-PAJE ile Proteinlerin Ayristirilmasi

RAW 264.7 hiicrelerinden elde edilen proteinler, Laemmli (1970)’de belirtildigi gibi
dikey elektroforez teknigi ile kesintili tampon sistemi kullanilarak ayrigtirilmistir. iNOS
proteini i¢in % 8,5, B-Aktin i¢in % 12'lik ayristirict jel kullanilirken, biitiin proteinler i¢in
% 4’1k sikistirma jeli kullanilmistir. Ayristirict ve sikistiricr soliisyonlar1 Cizelge 3.5°de

belirtilen miktarlarda verilen sirayla karistirilarak hazirlanmistir.
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Cizelge 3.5. SDS-PAJE ayristirict ve sikistiric jellerin hazirlanmasi

Ayrnigtirier Jel  Aynigtirnier Jel Sikistirier Jel
Stok Cozeltiler

(% 8,5) (% 12) (% 4)
Jel Cozeltisi (mL) 8,5 12 1,3
Distile Su (mL) 13,55 10,04 6,1
Ayrigtirici Jel Tamponu (mL)

7.5 7.5 -

Tris-HCl, pH: 8,8
Sikistirici Jel Tamponu (mL)
Tris-HCl, pH: 6,8 2
9% 10 SDS (mL) 0,3 0,3 100
% 10 APS (mL} 0,15 0,15 0,05
TEMED (mL) 0,015 0,015 0,01

Cam plakalar, jelin dokiilecegi standlara yerlestirildi ve plakalar arasina 6nce Cizelge
3.5’de belirtilen miktarlarda ayristirici jel hazirlanip dokiilmistiir. Jelin polimerizasyonunu
hazirlamak amaciyla hava ile olan temasii kesmek icin siringa yardimiyla bir miktar
izopropanol koyulmustur. Ayristirict jelin polimerlesmesinin ardindan, {izerine koyulan
izopropanol uzaklastirilmistir. Cizelge 3.5’de belirtildigi gibi hazirlanan sikistirici jel cam
plakalarin en {ist seviyesine kadar dokiilmiis ve 1 mm kalinliginda 10 kuyucuk olusturan
tarak yerlestirilmistir. Sikistirici jelin polimerizasyonundan sonra tarak dikkatlice
cikarilmistir. Polimerlesmemis jel kalintilar1 ve hava kabarciklarini ortadan kaldirmak igin
kuyucuklar siringa yardimiyla elektrot yiirlitme ¢ozeltisi (25 mM Tris, 192 mM glisin, %
0,1 SDS) ile yikanmistir. Sonrasinda, uygulamalardan elde edilen hiicre lizatlar1 Hamilton
siringast yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Yiikleme sonrasi, jel yiiriitme aparat1 tanka
yerlestirilmis ve elektrot yiirlitme ¢ozeltisi koyularak elektroforez baslatilmistir.
Elektroforetik ayristirma igin proteinler sikistirict jelde 15 mA, ayristirict jelde 25 mA’de
yuritiildi. Elektroforezde yiiriitme tamamlandiktan sonra jel, transfer tamponu (25 mM
Tris, 192 mM glisin ve % 20 metanol) igerisinde 10 dk siireyle sabit hizli bir ¢alkalayicida

inkiibasyona birakilmistir.

Proteinlerin elektroforetik ayristirmasi, BIO-RAD elektroforez sistemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hedef molekiiliin protein diizeyi spesifik antikor kullanilarak Western
Blot teknigi ile immunolojik olarak tayin edilmistir. Blotlama sonunda, jel oda sicakliginda
45 dakika siireyle % 0,1 Coomassie pirlanta mavisi R-250, % 12 buzlu asetik asit ve % 50

metanol igeren boya c¢Ozeltisi hazirlanarak boyanmistir. Ardindan jele baglanmayan
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¢Oziinmiis boyanin uzaklastirilmas: i¢in % 7’lik asetik asit igeren % 30’luk metanol

¢ozeltisi ile inkiibe edilerek saklanmustir.

3.2.8.3. Western Blot Analizi

Western blot analizi i¢in, elektroforez sonrasinda aparattan c¢ikarilan jel, transfer
tamponu igerisinde 10 dk siireyle sabit hizli bir ¢alkalayicida inkiibe edilmistir [Khyse-
Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987) tarafindan tanimlandigi gibi]. Blotlama
sandivigi Sekil 3.9°da gosterildigi gibi tabana 6nce nemlendirilmis stinger sonra Whatman
filtre kagidi sonra jel, iizerine nitroseliiloz membran, sonra tekrar Whatman filtre kagidi ve

stinger olacak sekilde hazirlanmistir.

— Katot

Whatman Kagidi

Jel

Membran

‘Whatman Kagidi

+ Anot

Sekil 3.9. Western blot i¢in sandwich yontemi (http://www.bio-rad.com/en-tr/applications-

technologies/protein-blotting-methods’ dan uyarlanmistir)

Sandvi¢ hazirlandiktan sonra elektroforetik transfer sistemi i¢ine koyuldu, transfer
tamponu dolduruldu, sistem gii¢ kaynagina baglandi ve 90 volta ayarlanmistir. Proteinler 2
saat stiresince elektroforetik olarak transfer edilmistir. Siire sonunda giic kaynagi
kapatilmistir. Membran protein igeren ylizey Ustte kalacak bir bigimde kiiciik bir kabin
igine yerlestirilmistir. 1 saat siireyle; Tris Buffer Saline Tween (TBST: 20 mM Tris-HCI,
pH: 7,4, 0,5 M NaCl, % 0,05 Tween 20) i¢inde % 5’lik yagsiz siit tozu igeren bloklama
¢ozeltisi ile sabit hizli bir ¢alkalayici kullanilarak inkiibe edilmistir. Daha sonra, membran
% 5’lik yagsiz siit tozu igeren TBST ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan primer antikor (anti-mouse
INOS) ile gece boyu inkiibe edilmistir. Ardindan membran, isaretleyici enzim-Horseradish
Peroksidaz ile bagli olan ikincil antikorla (anti-rabbit 1gG-HRP) 1 saat inkiibe edilmistir.
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Daha sonra membran Western Blotting Luminol Reagent ile muamele edilmistir.
Membrandaki protein bantlar1 C-DiGit® Blot Scanner cihazinda goriintiillenerek Image

Studio Digits software ile densitometrik olarak analiz edilmistir.

3.2.9. mRNA Diizeyinde Ekspresyon Seviyelerinin Tayin Edilmesi

RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinden TRIzol® soliisyonu ile PureLink® RNA mini
kit kullanilarak total RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen RNA’larin miktar1 ve safligi,
NanoQuant mikroplaka okuyucu kullanilarak kontrol edilmistir. CONA sentezi, ABI-High-
Capacity cDNA reverse transcriptase kiti kullanilarak iretici firmanin talimatlar
dogrultusunda gergeklestirilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar dilue edilip, TagMan® PCR
Master Mix ve iINOS, IL-1p, COX-2 genleri i¢in spesifik TagMan® problar1 kullanilarak
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonlari (qQPCR) gerceklestirilmistir. House keeping gen
olarak B-Aktin kullanilmigtir. PCR dongiisii, primer konsantrasyonlari ve cDNA miktarlari

optimize edilmistir.

3.2.9.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, TRIzol® soliisyonu ile PureLink® RNA mini kit kullanilarak
laboratuarimizda optimize ettigimiz ayrintilar1 asagida verilen prosediir uygulanilarak
yapimustir. Oncelikle RAW 264.7 hiicreleri % 10 FBS iceren DMEM igerisinde, 24
kuyucuklu kiiltiir plakalarma her kuyucukta 4x10° hiicre yogunlugu olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin kiiltiir plaka yiizeyini tamamen kaplamalarinin ardindan (24 saat),
fenol kirmizist igermeyen besiyeri igerisinde (% 10 FBS iceren besiyeri) farkl
konsantrasyonlarda 6ziit/fraksiyon/saf madde ve LPS (1 pg/mL) uygulamasi yapilmistir.
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan siipernatanant kismi aspirasyon ile
cekilmistir. Hiicrelere 900 pL TRIzol® soliisyonu eklendi ve 3-4 defa pipetleme yapilarak
toplanmistir. Ardindan 180 pL kloroform eklendi ve 15 saniye alt iist edilerek
kanigtinnlmistir. 3 dk oda sicakliginda bekletildi ve 12.000 g 15 dk +4 °C'de santrifiij
edilmistir. Bundan sonra, RNA igeren iist faz (renksiz, 400 pL) toplandi ve kitin
protokoliindeki yazili talimatlar ile devam edilmistir. Kuruyan RNA peletleri kitin igerdigi

RNAaz igermeyen saf su ile ¢oziilerek -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.9.2. RNA’nin Spektrofotometrik Analizi
RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinden izole edilen RNA orneklerinin saflik ve

konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in 260 nm ve 280 nm’deki absorbans degerleri
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NanoQuant mikroplaka okuyucu ile dl¢iilmistiir. Niikleik asitlerin maksimum absorbans
verdigi dalga boyu olan 260 nm’deki degerler kullanilarak RNA miktarlar1 hesaplanmuistir.
260 nm niikleik asitlerin, 280 nm proteinin ve 230 nm ise fenoliin maksimum absorbans
verdigi dalga boyudur. RNA’nin safligin1 degerlendirirken A260/A280 ve A260/230
oranlar1 esas alinmaktadir. Bu oranlarin sirasiyla ~1,9 ve 1,8-2,2 olmasi RNA’nin saf

oldugunu gostermektedir.

3.2.9.3. Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiillenmesi

Izole edilen RNA’larm yiiriitiilmesi ve analizi i¢in 1X Tris Borik asit-EDTA (TBE)
tamponu igerisinde % 1’lik agaroz jel hazirlanmistir. Hazirlanan agaroz eriyene kadar
mikrodalga firinda kaynatma islemi yapilmistir. Kaynatma isleminden sonra agaroz
solisyonu elle dokunulabilir sicaklifa gelinceye kadar sogutuldu ve igerisine 3 pL
SafeView™ eklenmistir. Elektroforez tablasina dokiilerek polimerlesmesi beklenmistir.
Polimerlesen agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi ve jelin {lizerini kapatacak sekilde
1X TBE yiiritme tamponu eklenmistir. 2 pL RNA 06rnegi ile 2 uL yiikkleme boyasi
karistirilarak mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez gii¢ kaynagina
baglandi ve 100 voltta 45 dk siiresince yiirlitiilmistiir. Yiiriitme islemi bitince RNA’larin
kalitesi, jel goriintilleme sistemi (VILBER LOURMAT) kullanilarak UV 15181 altinda

goriintiilenmistir.

3.2.9.4. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi, 18 niikleotid uzunlugunda oligo d(T) primeri
ile ABI-High-Capacity ¢cDNA reverse transcriptase kiti kullanilarak iretici firmanin
talimatlarina gore yapilmistir. cDNA sentezi karisim ve ¢ogaltma islemi Cizelge 3.6°da
verilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, qPCR yonteminde kullaniimak iizere -20 °C’de

muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.6. cDNA sentezi karisim ve ¢ogaltma islemi

Bilesenler Hacim Konsantrasyon
Total RINA - 3 pg/mlL
10X Reaksivon Tampomu 2yl 1 mlL

25X dNTP Kangmm 0.8 pL 100 mM
Oligo (dT) Primer 2l 1mL

Ters Transkriptaz Enzimi 1 pL 30 Ulp'mL
RNAaz Icermeyen Su - 4.2l

cDNA Sentezi Cogaltma Asamalan

Asamalar 1 2 3 4
Swcaldikk (°C) 25 37 25 4
Zaman (dk) 10 120 5 ®

3.2.9.5. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu : gPCR

qPCR, polimeraz zincir reaksiyonunda meydana gelen cogaltigimi goriiniir hale

getiren ve monitdrize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin

olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemi olmasit nedeniyle Gergek

Zamanlt PCR (Real Time-PCR) ve izlenebilir polimeraz zincirleme tepkimesi gibi farkl

adlarla da isimlendirilmektedir (Kubista, 2008).

qPCR reaksiyonlar1 TagMan® PCR Master Mix kiti kullanilarak {iretici firmanin

Onerdigi talimatlara gore gergeklestirilmistir. Uygulanan fraksiyonlarin ve saf maddelerin

gen ekspresyon seviyelerine etkilerini degerlendirmek i¢in, iNOS, IL-1B, COX-2 ve [-

Aktin genlerine 6zgii TagMan® problart kullanilarak qPCR analizleri yapilmistir. House

keeping gen olarak B-Aktin kullanilmistir. Cizelge 3.7°de qPCR reaksiyon bilesenleri

verilmistir.

Cizelge 3.7. qPCR reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
Reaksivon Karismi 10 L
TagMan Assay 1l
Steril Su 4l
5X Seyreltilmis cDINA 5 ul
Son Hacim 20 ul
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Her gen i¢in ayr1 ayr1 amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi
olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapilmistir. qPCR analizi ¢ogaltma asamalar1 Cizelge

3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.8. qPCR analizi ¢ogaltma agamalar1

qPCR Analizi Cogaltma Asamalan

1 Dongu 1 Dongu 40 D6ngu
Sicaklik (°C) 50 95 95 60
Zaman 2 dk 10 dk 15 saniye 1dk

Cogaltma sonucunda elde edilen gen ekspresyon diizeyleri karsilastirilmali ddCt
metodu kullanilarak ve PB-Aktin Ct (threshold) degerine karsi normalize edilerek
hesaplanmistir. LPS ile indiiklenen kontrol ddCt degeri kalibrator olarak kullanilmis ve 1
kabul edilmistir.

3.2.10. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, SPSS (Statical Package for Social Sciences) 16.0 programi
kullanilarak yapilmistir. Yapilan caligmalar sonucunda elde edilen veriler ortalama =+
standart hata olarak ifade edilmistir. Karsilastirilan her parametre normallik hipotezine
gore test edilmistir. Verilerin analizinde normal dagilim goriildigii durumlarda parametrik

bagimsiz drneklem t-test kullanilmistir. o -anlamlilik diizeyi p< 0,05 olarak belirlenmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. Karabas Otundan Farklh Organik Céziiciiler ile Hazirlanan Oziitlerde
Polifenol Miktar Tayini

Oziitlerdeki total polifenol (TP) miktar1 Cheng ve ark., (2009) tarafindan modifiye
edilen Folin-Ciolalteu yontemi (Singleton ve ark., 1965) kullanilarak belirlenmistir. Sekil
4.1°de verilen gallik asit esdegeri olarak ifade edilen sonuglar 3 kez tekrarlanan deneyin
ortalamasini (£ standart hata) gostermektedir. Buna gore, n-biitanol 6ziitiinde 6lgiilen TP
degeri 17,4 mg/100 mg gallik asit esdegeri olarak belirlenirken; Etil asetat (EA) 6ziitii i¢in
bu deger 11,5 mg/100 mg olarak bulunmustur.

17,4
20 4 (0.13)

18
16

11,5
14 + ©.2)
12

Konsantrasyon (mg/100mg)
[y
=)

S N Ay ®
IR TR R TR T

n-biitanol Etil asetat

Sekil 4.1. Karabas otu (Lavandula stoechas) sulu demlemesinden elde edilen n-biitanol ve
Etil asetat (EA) oziitlerinin total polifenol miktarlari. Rakamlar 3 tekrarli deneyin ortalama

sonuclarini (+ Standart hata) gostermektedir

4.1.2. Karabas Otundan Elde Edilen Oziitlerle Yapilan Tarama Calhismalar

Bolim 3’de bahsedildigi gibi, elde edilen 2 farkli 6ziitden ilk 6nce MTT testi
yapilarak toksik olmayan uygulama dozlar1 belirlenmistir. Daha sonra, bu dozlarin NO
seviyesi lizerine etkisi degerlendirilerek, anlamli derecede inhibisyon gosteren en etkin

Oziit belirlendi ve diger ¢alismalara devam edilmistir.
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4.1.2.1. Karabas Otundan Elde Edilen Oziitlerle Yapilan Hiicre Canlihg
Sonuclarn

Elde edilen oOziitlerin toksik olmayan uygulama dozlarin1 belirmek amaciyla RAW
264.7 makrofajlarinda yapilan hiicre canliligi testi i¢in Oncelikle, EA ve n-biitanol
Oziitlerinin 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 200 ug/mL olmak {izere 5
farkli dozu ile LPS (1 pg/mL) uygulamasi yapilmistir. Uygulama sonras, hiicrelerin yasam
oranlar1 ELISA okuyucu kullanilarak 570 ve 690 (background) nm’de Ol¢lilmiistiir.
Degisik konsantrasyonlardaki Karabas otu oOziitleri ile muamele edilen doz gruplari,
kontrol grubu [Ktrl-LPS (-)] ve kontrol LPS grubu [Ktrl-LPS (+)] ile karsilastirarak,
oziitlerin RAW 264.7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 {izerine olan etkisi saptanmuistir.
Yapilan istatistiksel analizler sonucu, Karabas otundan elde edilen EA ve n-biitanol
ozitlerinin uygulanan dozlarinin (12,5-200 ug/mL) hepsinde RAW 264.7 makrofajlarinda
hiicre canlilig1 % 80’nin tizerinde kalmistir (Sekil 4.2).
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Konsantrasyonlar 5 125 25 50 100 200 125 25 50 100 200
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Sekil 4.2. Farkl1 dozlarda uygulanan EA ve n-biitanol 6ziitlerinin LPS ile indiiklenen RAW
264.7 makrofajlarinin hiicre canliligr tizerine etkisi. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+),
1400W (5uM, negatif kontrol), EA ve n-biitanol 6ziitlerinin farkli dozlar1 (12,5 pg/mL, 25
pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mLve 200 pg/mL). Tim ozitler LPS ile es zamanh
uygulanmistir. Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart
sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir.
*Ktrl-LPS (+) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05)
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4.1.2.2. LPS Uygulamas: ile indiiklenerek Inflamasyon Modeli Olusturulan
RAW 264.7 Makrofaj Hiicre Hattinda Oziitlerin NO Uretimi Uzerine Etkileri ile
Yapilan Taramalar

LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda EA ve n-biitanol 6ziitlerinin toksik
olmayan 12,5 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 ug/mL ve 200 pg/mL dozlar hiicrelere
uygulanmistir. Sekil 4.3’de goriildiigii tizere LPS uygulamasi NO seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla 9 kat artirmistir. Bu da RAW 264.7 makrofajlarinda LPS uygulamasi
sonucunda inflamasyonu indiiklediginin bir gostergesidir. Uygulama sonucu Sekil 4.3°de
gosterildigi gibi n-biitanol 6ziitiiniin 50 ve 100 pg/mL dozlart NO iiretimini baskilamada

etkinlik gostermezken, ayni dozlarda EA 06ziiti NO {iretimini anlamli derecede

baskilamistir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Farkli dozlarda uygulanan EA ve n-biitanol 6ziitlerinin LPS ile indiiklenen RAW
264.7 makrofajlarinda NO {iretimi {izerine etkisi. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+),
1400W (10 uM, pozitif kontrol), EA ve n-biitanol 6ziitlerinin farkli dozlar1 (12,5 ug/mL,
25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 200 pg/mL). Tiim oziitler LPS ile es zamanh
uygulanmistir. Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart
sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir.
*Ktrl-LPS (+) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05)

n-Biitanol oziiti 50 ve 100 pg/mL dozlarda, LPS kontrol grubuna kiyasla, NO

tiretimini % 10 ile % 18 oranlarinda baskiladig1 goriilerken istatistiksel olarak anlaml
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bulunmamistir. Ayni1 dozlarda EA 6ziitii ise, % 32 ile % 64 oranlarinda baskilamigtir
(p<0,05). Bu tarama sonuglarmma gore, EA 0ziiti en aktif 6ziit olarak segilerek

fraksiyonlama ¢alismalarina devam edilmistir.

4.1.3. Etkin Olarak Belirlenen EA Oziitiiniin Fraksiyonlanmasi1 ve Tarama
Cahismalan

Kolon kromatografisi ile EA 0Oziitii toplam 11 fraksiyona ayrilmistir. Tarama
caligmalar1 i¢in Oncelikle, fraksiyonlarin hiicre canliligi iizerine etkileri MTT testi ile
analiz edilerek, toksik olmayan uygulama dozlar1 belirlenmistir. Daha sonra, fraksiyonlarin
NO seviyesi lizerine etkileri olgiilerek, % 50’nin ilizerinde baskilama gosteren en etkin
fraksiyon segildi ve bu fraksiyon iizerinden biyoaktivite rehberli olarak etken madde arama

calismalarina devam edilmistir.

4.1.3.1. EA Oziitiinden Elde Edilen Fraksiyonlarla Yapilan Hiicre Canlihg
Sonuglari

EA oziitiinden elde edilen 11 fraksiyonunun toksik olmayan uygulama dozlarini
belirlemek i¢cin RAW 264.7 makrofajlarinda MTT ile hiicre canlilif1 testi yapilmistir. Bu
test icin Oncelikle hiicrelere, EA fraksiyonlarinin 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL
olmak iizere 3 farkli dozu ile LPS (1 pg/mL) uygulamas: yapilmistir. Degisik
konsantrasyonlardaki EA fraksiyonlar1 ile muamele edilen doz gruplari, kontrol grubu
(Ktrl-LPS (+)) ile karsilastirarak, fraksiyonlarin RAW 264.7 makrofajlarinda hiicre
canliligr iizerine olan etkisi saptanmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu, E2
fraksiyonunun 50 pg/mL dozu hari¢ elde edilen EA fraksiyonlarinin uygulanan dozlarinin
(25-100 pg/mL) hepsinde RAW 264.7 makrofajlarinda hiicre canliligi % 80 ve lizerinde
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Farkli dozlarda uygulanan
EA fraksiyonlarinin ~ LPS ile
indiiklenen RAW 264.7
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4.1.3.2. NO Inhibisyonu ile Tarama Calismalar

LPS ile inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7 makrofajlarinda 11 adet EA
fraksiyonunun tek dozda (50 pg/mL) taramasi yapilmistir. Fraksiyonlarin uygulamasi
sonucu, Sekil 4.5’de goriildiigii iizere E6 fraksiyonunun 50 pg/mL dozunun, diger
fraksiyonlara kiyasla NO seviyesini % 53 oraninda anlamli derecede baskiladigi

goriilmiistiir (p<0,05).

120 H
110 A
100 A u[u
90 A
80 1
70 1
60 4
50 44— -« — ofi
40
30 A+
20 A
10 1 =

% NO Degisimi

0 — T T
Fraksiyonlar Kitrl Ktrl 1400W E1 E2 E3 E4 ES Eo6 E7 E8 E9 E10 E11

LPS — + + + + + + + + + + + + +
Konsantrasyonlar SuM Biitiin Fraksiyonlar 50 pg/ml

Sekil 4.5. Tek dozda taranan fraksiyonlarin LPS ile indiiklenen RAW 264.7
makrofajlarinda NO {iretimi {izerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+), 1400W
(5 uM, pozitif kontrol), E1-E11 fraksiyonlarin tek dozu 50 pg/mL. Tim fraksiyonlar LPS

ile es zamanli uygulanmistir. Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama
+ standart sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde
edilmistir. *Ktrl-LPS (+) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05)

Elde edilen veriler dogrultusunda, E6 fraksiyonu diger fraksiyonlara kiyasla NO
seviyesini % 50’nin lizerinde anlamli derecede baskiladigindan dolayr en aktif fraksiyon
olarak se¢ilmistir. Bu fraksiyonun NO iretimini baskilamada doz-cevap iliskisini
belirlemek igin, Sekil 4.6’da gosterildigi gibi toksik olmayan 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100
ug/mL dozlari, LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarina uygulanmstir.
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Sekil 4.6. Farkli dozlarda uygulanan E6 fraksiyonunun LPS ile indiiklenen RAW 264.7
makrofajlarinda NO iiretimi {izerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+),1400W
(5 uM, pozitif kontrol), E6 fraksiyonun 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 ug/mL dozlari. E6
fraksiyonu LPS ile es zamanl uygulanmistir. Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul
edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3
biyolojik) olarak elde edilmistir. *Ktrl-LPS (+) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

E6 fraksiyonu 25 pg/mL, 50 ug/mL ve 100 pg/mL dozlarda, RAW 264.7
makrofajlarindan besiyerine salinan NO seviyesini sirastyla, % 23, % 53 ve % 96
oranlarinda doza bagimli bir sekilde baskilamistir (p<0,05). Tim bu sonuglar E6
fraksiyonunun aktif fraksiyon olarak secilmesini desteklemektedir. E6 fraksiyonu

caligmalar i¢in aday fraksiyon olarak se¢ilmis ve ¢alismalara devam edilmistir.

4.1.4. Etkin Olarak Belirlenen E6 Fraksiyonundaki Etken Maddelerin
Saflastirilmasi, Karakterizasyonu ve Biyoaktivite Calismalari

E6 fraksiyonu saflagtirma ¢alismalar1 sonucunda 3 adet saf madde elde edildi. Elde
edilen bu saf maddelerin kiitle spektrometresi ve NMR ile yapilar1 aydinlatilmistir. Saf
maddelerin yapilar1 ve 6zellikleri Boliim 4.1.4.1°de verilmistir. Sonrasinda bu maddelerin
biyoaktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasi ile ilgili calismalar gerceklestirilmistir. Belirlenen saf
maddelerin NO firetimi tizerine % 50 inhibisyon gosteren dozunu belirlemek i¢in IC50
degerleri hesaplanmistir. Elde edilen saf maddelerin NO inhibisyonunda etkin oldugu

belirlenen toksik olmayan dozlarinin, iNOS gen ve protein seviyesi iizerine olan etkileri
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belirlenerek mekanizma c¢alismalar1 gergeklestirilmistir.  Ayrica, elde edilen saf
maddelerden p-kumarik asite kiyasla NO inhibisyon potansiyeli daha yiiksek olan luteolin
ve apigeninin COX-2 ve IL-1PB gen ekspresyonlari tizerine etkileri de ortaya konulmustur.
Tiim bu protein ve gen ekpresyon ¢alismalarina saf maddelerin elde edildigi fraksiyon olan

E6 fraksiyonu da dahil edilmistir.

4.1.4.1. Saf Maddelerin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Flash kromatografisi kullanilarak E6 fraksiyonundan 3 adet fitokimyasal
saflagtirillmistir. Coziiniirliigii yikksek 600 MHz NMR cihaz1 ile saf maddelerin yapisi
belirlenmistir. Yapisi belirlenen bilesikler Sekil 4.7°de verilmistir.

OH
=
HO NG ]/Q/ HO
\(T/Ji’r ‘
OH Q

OH

HO

E6-1 E6-2 _ E6-3
Kimyasal Formiilii: C,5H;,05 Kimyasal Formiilii: C;sH;004 Kimyasal Formiilii: CyHyOy
Molekiil Agrhgr: 270,24 g/mol Molekiil Agirhigr: 286.24g/mol Molekiil Agirhgr: 164,16 g/mol
a) Apigenin b) Luteolin C) p-kumerik asit

Sekil 4.7. Yapis1 belirlenen bilesikler a) E6-1, b) E6-2, ¢) E6-3

Saf maddelerin yapisindaki karbon ve protonlarin varligi, bunlarin molekiildeki
konumlar1 ve uzaysal olarak yonlenmesi 1D ve 2D NMR teknikleri ile belirlenmistir.
Yapist belirlenen saf maddelere ait NMR spektrumlart Ek Sekil 1.1, Ek Sekil 1.2 ve Ek
Sekil 1.3°de verilmistir.

4.1.4.2. E6 Fraksiyonundan Elde Edilen Saf Maddelerle Yapilan Hiicre Canhihg:
Sonuglari

E6 fraksiyonundan elde edilen 3 maddenin toksik olmayan uygulama dozlarini
belirmek amaciyla LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda hiicre canlilig1 6l¢iimii
yapilmistir. Bu analiz i¢in hiicrelere, saf maddelerin 25 uM, 50 uM ve 100 uM olmak
tizere 3 farkli dozu ile LPS (1 pg/mL) uygulamasi yapilmistir. Saf maddelerin hiicre

canliligina etkisi Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli dozlarda uygulanan saf maddelerin LPS ile indiiklenen RAW 264.7
makrofajlarina hiicre canliligi tizerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+),
1400W (5uM, negatif kontrol). Apigenin, luteolin ve p-kumarik asit saf maddelerin farkli
dozlar1 (25 uM, 50 uM ve 100 uM). Saf maddeler ile LPS es zamanli uygulanmistir. Ktrl-
LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak verilen
degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir. *Ktrl-LPS (+) grubu

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

Calismalar sonunda RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda apigenin, luteolin ve p-
kumarik asit maddelerinin tiim dozlarinda RAW 264.7 hiicre canliliginin % 80 ve izerinde

tespit edilmistir.
4.1.4.3. NO Inhibisyonu ile Tarama Calismalar

Apigenin, luteolin ve p-kumarik asit 10, 25 ve 50 uM dozlarda LPS ile indiiklenen
RAW 264.7 makrofaj hiicrelerine uygulanmstur.
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Sekil 4.9. Farkli dozlarda uygulanan saf maddelerin LPS ile indiiklenen RAW 264.7
makrofajlarinda NO {iretimi {izerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+), 1400W
(5 uM, pozitif kontrol), apigenin, luteolin ve p-kumarik asit saf maddelerin farkli dozlar
(10 uM, 25 uM ve 50 uM). Saf maddeler ile LPS es zamanli uygulanmistir. Ktrl-LPS (+)

% NO Degisimi

grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak verilen degerler, 9
tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir. *Ktrl-LPS (+) grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

Sekil 4.9’da goriilduigii tizere; apigenin 10, 25 ve 50 uM dozlarda LPS ile indiiklenen
ve ortama salinan NO seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla sirasiyla, % 7, % 22 ve % 66
oranlarinda doza bagimli bir sekilde azaltmistir (p<0,05). Luteolin de ise baskilama
oranlari 10 ve 25 pM’da % 19 ve % 38 olarak bulunurken, 50 uM’da bu oran % 80’e
yiikselmistir. Ayni dozarda p-kumarik asit de ise NO seviyesinde istatiksel olarak anlamli

bir degisiklik bulunmamustir.

Etkinlikleri belirlenen apigenin ve luteolinin NO seviyesi iizerine % 50 inhibisyon
gosteren dozlarimi (IC50) belirlemek i¢in ¢aligsmalar yapilmistir. Buna gore apigenin 10 ila
50 uM arasinda degisen 7 farkli dozda, luteolin ise 8 farkli dozda makrofaj hiicrelerine
uygulanmistir. Sekil 4.10°da goriildiigi iizere, her iki madde de doza bagimli inhibisyon
profili sergilemektedir. Yapilan bu calismalar sonucunda apigenin ve luteolin’in NO
inhibisyonu i¢in IC50 degerleri sirasiyla, 56 ve 26 uM olarak hesaplanmistir. Bu analiz
GraphPad Prism 6 software programi kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 4.10. Apigenin ve luteolinin IC50 degerini hesaplamada kullanilan dozlarinin LPS ile
indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarindaki NO iiretimi iizerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-),
Ktrl: Ktrl-LPS (+), 1400W (5 uM, pozitif kontrol), apigenin uygulama dozlar1 10 uM, 25
uM, 30 uM, 35 uM, 40 uM, 45 uM ve 50 uM, luteolinin uygulama dozlar1 10 uM, 20 uM,
25 uM, 30 pM, 35 uM, 40 puM, 45 pM ve 50 uM. Saf maddeler LPS ile es zamanlh
uygulanmistir. Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart
sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir.
*Ktrl-LPS (+) grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05)

4.1.4.4. Apigenin ve Luteolinin Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)
Enziminin Protein Seviyelerindeki Degisimleri

E6 fraksiyonundan saflastirilan ve NO tarama testlerinde aktif oldugu bulunan
apigenin ve luteolinin iNOS enziminin protein seviyesi tizerine etkilerini ortaya koymak
tizere SDS-PAJE ve Western blot analizi yapilmistir. Sekil 4.11.a’da goriildiigi tizere
apigenin ve luteolin NO taramalarinda etkinlik gosteren iki dozda 25 ve 50 uM’da
uygulanmigtir. Bu maddelerin saflastirildign E6 fraksiyonuda kontrol amagli 50 ve 100
png/mL dozlarda hiicrelere uygulanmistir. Western blot isleminden sonra elde edilen
protein bantlar1 Image Studio Digits software programi ile densitometrik olarak analiz
edilmistir. Sekil 4.11.b’de goriildiigii gibi yapilan analizler sonucunda E6 fraksiyonu 50 ve
100 pg/mL dozlarda iNOS protein seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla % 80 ve % 99
oranlarinda baskilamistir. Apigenin 25 uM dozda iNOS seviyesini LPS kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir derecede baskilamazken, 50 uM dozu istatistiksel

olarak anlamli bir derecede % 94 oraninda baskilamistir (p<0,05). Luteolin ise iINOS
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protein seviyesini her iki dozda da LPS kontrol seviyesine kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir seviyede 25 uM’da % 30, 50 uM i¢in ise % 99 seviyesinde baskilamistir
(p<0,05).

Maddeler E6 (ug/ml) Apigenin (uM) Luteolin (nM)
Konsantrasyonlar Kirl Kirl 50 100 25 50 25 50
iNOS (132 kDa) 4 — — —
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Sekil 4.11. Farkli dozlarda uygulanan E6 fraksiyonu ile apigenin ve luteolin maddelerinin
a) LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda iNOS enziminin protein ekspresyonu
tizerine etkileri, b) iNOS seviyesinin densitometrik analizlerinin karsilagtirilmasi. Ktrl:
Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+), E6 fraksiyonu ile apigenin ve luteolin maddelerinin
strastyla 50 pg/mL, 100 ng/mL, 25 pM, 50 uM ve 25 pM, 50 uM dozlar1. E6 fraksiyonu
ile Apigenin ve Luteolin maddeleri ile LPS es zamanli uygulanmistir. Ktrl-LPS (+) grubu
% 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli
(3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir. *Ktrl-LPS (+) grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

4.1.45. Apigenin ve Luteolinin iINOS Enziminin mRNA Seviyesinde

Ekspresyonu
E6 fraksiyonundan saflagtirilan ve NO tarama testlerinde aktif oldugu bulunan
apigenin ve luteolinin iNOS enziminin mRNA seviyesi iizerine etkilerini ortaya koymak

tizere Real-time PCR analizi yapilmistir. Sekil 4.12’de goriildiigii lizere apigenin ve
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luteolin NO taramalarinda etkinlik gdsteren iki dozda 25 ve 50 uM’da uygulanmistir. Bu
maddelerin saflagtirildigit E6 fraksiyonuda kontrol amachi 25 ve 50 pg/mL dozlarda
hiicrelere uygulanmustir. Sekil 4.12°de gorildigi gibi yapilan analizler sonucunda E6
fraksiyonu 25 ve 50 ug/mL dozlarda iNOS mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla
% 72 ve % 95 oranlarinda baskilamistir. Apigenin 25 ve 50 uM dozlarda iNOS mRNA
seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla % 21 ve % 80 oranlarinda baskilamistir. Luteolin
ise INOS mRNA seviyesini her iki dozda da LPS kontrol seviyesine kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir seviyede 25 uM icin % 45, 50 uM icin ise % 92 seviyesinde
baskilamistir (p<0,05).
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Sekil 4.12. Farkli dozlarda uygulanan E6 fraksiyonu ile apigenin ve luteolin maddelerinin
LPS ile indiikklenen RAW 264.7 makrofajlarinda iNOS enziminin mRNA ekspresyonu
tizerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+), E6 fraksiyonu ile apigenin ve
luteolin maddelerinin sirasiyla 25 ug/mL, 50 ug/mL, 25 uM, 50 uM ve 25 uM, 50 uM
dozlar1. E6 fraksiyonu, apigenin ve luteolin maddeleri ile LPS es zamanli uygulanmustir.
Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak
verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir. ¥*Ktrl-LPS (+)
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

4.1.4.6. Siklooksijenaz-2 (COX-2) ve Interlokin-1peta (IL-1p)’mn  Gen
Seviyesindeki Degisimleri
E6 fraksiyonundan saflastirilan ve NO tarama testlerinde aktif oldugu bulunan

apigenin ve luteolinin COX-2 ve IL-1B’nin mRNA seviyesi iizerine etkilerini ortaya

50



koymak tizere Real-time PCR analizi yapilmistir. Sekil 4.13’de goriildiigii iizere apigenin
ve luteolin NO taramalarinda etkinlik gosteren iki dozda 25 ve 50 pM’da uygulanmistir.
Bu maddelerin saflastirildign E6 fraksiyonuda kontrol amagh 25 ve 50 pg/mL dozlarda
hiicrelere uygulanmustir. Sekil 4.13’de gorildigi gibi yapilan analizler sonucunda E6
fraksiyonu 25 ve 50 pg/mL dozlarda COX-2 mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna
kiyasla % 73 ve % 87 oranlarinda baskilamistir. Apigeninin 25 uM dozunda COX-2
mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken, 50 uM seviyede % 31 oraninda baskilama bulunmustur. Luteolin ise COX-2
MRNA seviyesini her iki dozda da LPS kontrol seviyesine kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir seviyede 25 uM’da % 31, 50 uM i¢in ise % 65 seviyesinde baskilamistir
(p<0,05).
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Sekil 4.13. Farkli dozlarda uygulanan E6 fraksiyonu ile apigenin ve luteolin maddelerinin
LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda COX-2 enziminin gen ekspresyonu
tizerine etkileri. Ktrl: Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+), E6 fraksiyonu ile apigenin ve
luteolin maddelerinin sirasiyla 25 ug/mL, 50 ug/mL, 25 uM, 50 uM ve 25 uM, 50 uM
dozlar1. E6 fraksiyonu, apigenin ve luteolin maddeleri ile LPS es zamanli uygulanmustir.
Ktrl-LPS (+) grubu % 100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak
verilen degerler, 9 tekrarli (3 kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir. *Ktrl-LPS (+)
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

Sekil 4.14’de goriildiigii gibi yapilan analizler sonucunda E6 fraksiyonu 25 ve 50
ug/mL dozlarda IL-1p mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla % 64 ve % 85
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oranlarinda baskilamistir. Apigenin 25 ve 50 pM dozlarda IL-1 mRNA seviyesini LPS
kontrol grubuna kiyasla % 14 ve % 50 oranlarinda baskilamistir. Luteolin ise IL-1f mRNA
seviyesini her iki dozda da LPS kontrol seviyesine kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir

seviyede 25 uM i¢in % 48, 50 uM igin ise % 72 seviyesinde baskilamistir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Farkli dozlarda uygulanan E6 fraksiyonu ile apigenin ve luteolin maddelerinin
LPS ile RAW 264.7 makrofajlarinda IL-1B’ nin gen ekspresyonu iizerine etkileri. Ktrl:
Ktrl-LPS (-), Ktrl: Ktrl-LPS (+), E6 fraksiyonu ile apigenin ve luteolin maddelerinin
strastyla 25 pg/mL, 50 pg/mL, 25 uM, 50 uM ve 25 uM, 50 uM dozlari. E6 fraksiyonu,
apigenin ve luteolin maddeleri ile LPS es zamanli uygulanmigtir. Ktrl-LPS (+) grubu %
100 olarak kabul edilmistir. Ortalama + standart sapma olarak verilen degerler, 9 tekrarli (3
kuyucuk X 3 biyolojik) olarak elde edilmistir. *Ktrl-LPS (+) grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05)

4.2. Tartisma

Inflamasyon, enfeksiyon ve doku hasarina karsi hiicresel diizeyde olusan giiclii
fizyolojik ve patolojik bir cevaptir. Obezite, insiilin direnci, metabolik sendrom ve
ilerleyen donemlerde goriilen tip 2 diyabet, kanser gibi ¢esitli hastaliklarin baglama ve
ilerleme siireglerinde kronik diisiik seviyeli inflamasyon kritik rol oynar (Fujihara ve ark.,
2003). Bahsedilen hastaliklarin birlikte gelismesi ve goriilme orani oldukga yiiksektir ve
temelde hepsi kronik inflamasyon ile neden-sonu¢ kapsaminda iligkilidir. Cok etkenli
hastaliklar olan tiim bu hastaliklarin tedavilerindeki gilincel yaklasim c¢ok hedefli tek bir

etken molekiiliin gelistirilmesidir. Su an piyasada bahsedilen hastaliklarin tedavisinde
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kullanilan ilaglarin bir¢ogu, tek bir molekiil ya da yolak iizerinde hedeflenen etkiyi
saglamaktadir. Bu bakimdan tedavi siiresince birgogunun etkisi iligkili mekanizmalarda
yetersiz kalmaktadir. Ila¢ endiistrisinde bu sorun hedeflenen birden fazla mekanizma ya da
molekiil iizerinde etki saglayan birden fazla ilacin ayni anda kullanilmasiyla ¢6ziilmiis gibi
goriinse de, bu durum pek ¢ok olumsuz durumla iligkilidir. Bu nedenle, ilag endiistrisinde
diisiik yan etkili, coklu-hedef terapdtik bilesiklerin arastirilmasiyla ilgili ¢alismalar oldukga
yogun sekilde devam etmektedir. Yapilan bir¢ok arastirma sonucunda, bitkilerden
saflagtirilan dogal kokenli bilesiklerin viicutta dogal olarak birden fazla mekanizma
tizerine etki gostererek cok yonlii (coklu-hedef) biyoaktiviteye sahip olduklarini ortaya
konmustur. Bu nedenle, 1950°li yillardan itibaren sentetik etken madde gelistirmeye
yonelik caligmalar yapan ila¢ endiistrisi, 2000’li yillarda tekrar dogal kaynakli bilesiklere
yonelmistir. Yapilan arastirmalarla bitkisel kokenli dogal bilesiklerin tanimlanmasi ve
coklu-hedefli etken molekiillerin ortaya konmasi, yeni nesil terapotiklerin ve diyetsel

takviye tirinlerinin gelistirilebilmesi i¢in 6nemlidir.

Bu tez calismasinda RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda inflamasyon modeli
olusturmak amaciyla lipopolisakkarit (LPS) kullanilmistir. LPS, gram negatif bakterilerin
dis hiicre zarinda bulunan bir gesit polisakkarit ve makrofajlar1 aktive edebildiginden,
inflamasyon modeli olusturulmas: amaciyla siklikla kullanilmaktadir. LPS ile indiiklenen
makrofaj hiicrelerinden salinan sitokin, kemokin, prostaglandin, lizozim, proteaz, NO ve
eikazonoidlerin inflamatuvar yanitta merkezi rol oynadig1 bilinmektedir (Rhee ve Hwang,
2000; Qi ve Shelhamer, 2005). LPS, dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin yiizeyindeki
CD14 Toll-benzeri reseptor 4 (TL-4) kompleksine baglanarak inflamatuar siireci
tetiklemektedir. Yapilan in vivo bir ¢alismalarda, yiiksek yagh diyet ile beslenme sonucu
meydana gelen metabolik bozukluklarin, LPS’nin subkutandz infuzyonu sonucunda da
gorildiigli rapor edilmistir (Musso ve ark., 2010). Bu bakimdan, LPS ile yapilan son
calismalarda, hem akut hem de diisiik seviyeli kronik inflamatuar yaniti indiiklemesi
nedeniyle sahip oldugu bu ¢ift yonlii etkisinden dolayr genellikle tercih edilmekte ve
basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Musso ve ark., 2010, Grace ve ark., 2014).

Inflamasyon siirecinde hasarli dokularda iiretilen asir1 NO iiretiminden makrofaj
kokenli iNOS enzimi sorumludur. RAW 264.7 makrafojlar1 LPS ile indiiklendiginde,
INOS ekspresyonunda ve NO sentezinde artisa neden olur (Stuehr ve Marletta, 1987)

(Sekil 4.15). iNOS tarafindan asir1 miktarda tretilen NO, karsinogenez, ateroskleroz,
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otoimmiin hastaliklar, astim, artirit, multiple skleroz, kolit, nérodejeneratif hastaliklar,

timor gelisimi ve septik sok gibi pek ¢ok patolojik siirecte merkezi rol oynar.

LPS

o

—> (ekirdek
Sitokin

iNOS mRNAT

mRNA

l Sitotoksik Etki
iNOS inflamasyon
,L Karsinogenez
L-arg _? NOT Ateroskleroz
Sitrulin Otoimmiin Hastaliklar

Néro Dejeneratif Hastaliklar

Sekil 4.15. iNOS aracili NO sentezi ve etkileri (Tiirkoz, 2001° den uyarlanmaistir)

iNOS inhibitdrlerinin, osteoartirit (Pelletier ve ark., 1998), periodontitis (Lohinai,
1998), deneysel otoimmiin miyokardit (Shin, 1998), multiple skleroz (Hua ve ark.,, 1998)
ve septik sok (Levy ve ark., 1999) gibi hastaliklarin patolojisinde olumlu rol oynadigi
gosterilmistir. Bu bakimdan, iNOS protein sentezinin baskilanmasi veya enzim
aktivitesinin inhibisyonu pek cok hastaligin tedavisinde 6nemli yer tutmaktadir (Xie ve
Nathan, 1994; Titheradge, 1999; Ahn ve ark., 2005). Gegtigimiz bir ka¢ yil igerisinde
yapilan caligmalar INOS, enziminin inflamasyonun yaninda kanserin Onlenmesinde ve
tedavisinde de Onemli molekiiler hedefler olduklarin1 ve segici iNOS inhibitdrlerinin
ikincil antikarsinojenik etkilere sahip olduklarii gostermistir. iNOS enzimi normal
sartlarda, saglikli dokularda ifade edilmezken meme (Thomsen ve ark., 1995), beyin
(Cobbs ve ark., 1995), akciger (Masri ve ark., 2005), prostat (Klotz ve ark., 1998), kolon
(Lagares-Garcia ve ark., 2001) ve pankreas (Hajri ve ark., 1998) kanserlerinde yiiksek
seviyede ifade edilmekte ve bu hastalarin 5 yillik yasama orani enzim ifadesi daha diigiik
olan bireylere kiyasla 6nemli 6lciide azalmaktadir (Aaltoma ve ark., 2001; Granados-
Principal ve ark., 2015). 2015 yilinda spesifik iNOS inhibitorlerinin meme kanserinde
timor gelisimini ve akciger metaztazini ve tiimdriin kendini yenileme kapasitesini 6nemli
Olgiide baskiladigi gosterilmistir (Aaltoma ve ark., 2001; Granados-Principal ve ark.,
2015).
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Halk arasinda Karabag otu olarak bilinen Lavandula stoechas bitkisinin iilkemizde ve
diinyada geleneksel tedavi amagli tibbi bitki olarak, farkli alanlarda ve farkli sekillerde
kullanilmaktadir. Ulkemizdeki kullanimi1 suda kaynatma ve demleme yontemine
dayanmaktadir. Ozellikle sulu 6ziitiiniin inflamasyon gelisiminde ana faktorleri;
hafifletmeye veya ortadan kaldirmaya aday “etkin  molekiiller” igerdigini
diistindiirmektedir. Bu calismada iilkemizde diyabet, obezite, yliksek tansiyon ve yiiksek
kolesterole kars1 geleneksel tedavi amacgli yaygin bir sekilde kullanilan Karabag otu
(Lavandula stoechas) bitkisinin sulu oziitinde yer alan anti-inflamatuar Ozellikte aktif
fitokimyasal bilesenlerin tanimlanmasi, potansiyel iyilestirici etkilerinin ve molekiiler
mekanizmalarmin ~ belirli  bir diizeyde aydinlatilmast amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda ilk olarak Karabas otunun sulu demlemesiyle elde etti§imiz &ziitten
biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yontemiyle 11 tane fraksiyon ayristirllmistir (Sekil
4.16). Bu fraksiyonlardan en aktif fraksiyonu belirlemek i¢in bir dizi tarama c¢aligmalart
yapilmistir. Ilk olarak bu fraksiyonlar, LPS ile indiiklenerek inflamasyon modeli
olusturulan RAW 264.7 makrofajlarina uyguland: ve sitotoksik olmayan uygulama dozlari
belirlenmistir. Sonrasinda bu fraksiyonlarin toksik olmayan dozlarinin, inflamatuar bir
marker olan NO {iretimi tizerine etkileri belirlenmistir. NO {iretimini onemli derecede
inhibe eden en etkin fraksiyon belirlendikten sonra saflastirma islemleri ile p-kumarik asit,
apigenin ve luteolin maddeleri elde edilmistir. Bu maddeler, fenolik bilesikler grubundan
flavonoidler sinifinin alt {initesi olan flavon yapisindadirlar. Elde edilen bu saf maddelerin
kiitle spektrometresi ve NMR analizi ile yapilart aydinlatilmistir. Sonrasinda bu

maddelerin biyoaktivitelerinin ortaya ¢ikarilmasiyla ilgili calismalar gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.16. Lavandula stoechas bitkisinin biyoaktivite rehberli fraksiyonlamasi

Belirlenen bu saf maddelerden ilk olarak p-kumarik asitin toksik olmayan uygulama
dozlarim1 belirmek amaciyla RAW 264.7 makrofajlarinda, 25 pM, 50 uM ve 100 uM
olmak {tizere 3 farkli dozu ile LPS (1 pg/mL) uygulamasi yapilmistir. Her {i¢ dozda da p-
kumarik asitin hiicre canliligina etkisi % 80’nin {izerinde oldugu tespit edilmistir. Daha
sonra, bu maddenin NO iiretimi {lizerine etkisini belirlemek i¢in LPS ile indiiklenen RAW
264.7 makrofajlarinda toksik olmayan 10, 25 ve 50 uM dozlar1 uygulanmistir. p-Kumarik
asit, NO seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir inhibisyon gdstermemistir. Saflagtirma ve
biyoaktivite rehberli ¢alismalarla elde ettigimiz sonuglar literatiirde var olan hem ticari
hem de bitkilerden elde edilmis sonuglari desteklemektedir. Ornegin; Coix lachryma-jobi
L. var. ma-yuen Stapf bitkisinden elde edilen p-kumarik asit maddesi LPS ile indiiklenerek
inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7 makrofajlarinda NO {iretimi tizerine herhangi

bir inhibisyon gostermemistir (Huang ve ark., 2009).

Elde ettigimiz diger bir saf madde olan apigeninin toksik olmayan uygulama
dozlarin1 belirlemek i¢in LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda MTT testi ile
hiicre canlilig1 6l¢limii yapilmistir. Bu 6l¢tim i¢in hiicrelere, 25 uM, 50 uM ve 100 uM
olmak tizere 3 farkli dozu ile LPS (1 pg/mL) uygulamasi yapilmistir. Caligmalar sonunda
RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda apigenin’nin tiim dozlarinda hiicre canliliginin % 80
ve lzerinde oldugu tespit edilmistir. Toksik olmayan uygulama dozlarini belirledikten
sonra apigenin’nin inflamatuar bir marker olan NO iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in

LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda 10, 25, 50 ve 100 uM dozlarinda ortama
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saliman NO seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla sirasiyla, % 7, % 22, % 66 ve % 124
oranlarinda doza bagimli bir sekilde azaltmistir (p<0,05). Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi
apigeninin uygulanan dozlarindan NO iiretimi tizerine LPS kontrol grubuna kiyasla
maksimum inhibisyonu % 124 oraninda 100 pM dozda gostermistir. Aynm1 dozda LPS
kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligiin % 92 oraninda oldugu saptanmistir. Etkinligi
belirlenen apigeninin NO seviyesi iizerine % 50 inhibisyon gosteren dozu (IC50)
belirlemek i¢in ¢alismalar yapilmistir. Buna gore apigenin 10 ila 50 uM arasinda degisen 7
farkli dozda makrofaj hiicrelerine uygulanmistir. Yapilan bu ¢alismalar sonucunda
apigeninin NO inhibisyonu i¢in IC50 degeri 56 uM olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1).
LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda meydana gelen NO iiretimindeki artis
iINOS enziminin ekspresyonunun artmasiyla miimkiin olmaktadir (Chan, 1995). iNOS
enziminin  ekspresyonu, transkripsiyonel, posttranskripsiyonel, translasyonel ve
posttranslasyonel seviyelerde regiile edilebilmektedir (Galea ve Feinstein, 1999). Bu
calismada iNOS enzimi transkripsiyonel seviyede regiile edilmektedir. NO tarama
testlerinde aktif oldugu bulunan apigeninin 25 ve 50 uM dozlarmin iNOS enziminin
protein seviyesi tizerine etkileri degerlendirildiginde, 25 pM dozu iNOS protein
seviyesinde LPS kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir degisim
yaratmazken, 50 pM dozunun % 94 oraninda istatistiksel olarak anlamli derecede
baskiladig1 goriilmistiir (p<0,05). NO tarama testlerinde aktif oldugu bulunan apigeninin
INOS enzimi, COX-2 ve IL-18’nin mRNA seviyeleri {izerine etkilerini ortaya koymak
tizere Real-time PCR analizleri yapilmisgtir. Yapilan analizler sonucunda apigenin 25 ve 50
uM dozlarda iNOS mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla % 21 ve % 80

oranlarinda baskilamistir (p<0,05).

Apigeninin 25 puM dozunda COX-2 mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Apigenin 50 pM dozda ise COX-2
mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla % 31 oraninda baskilamistir (p<0,05).
Apigenin 25 ve 50 uM dozlarda IL-1 mRNA seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla %
14 ve % 50 oranlarinda baskilamistir (p<0,05). Saflastirma ve biyoaktivite rehberli
caligmalarla elde ettigimiz sonuglar literatiirde var olan hem ticari hem de bitkilerden elde
edilmis sonuglar desteklemektedir. Ornegin, ticari olarak satin alinan apigenin maddesinin
LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarina uygulamasi sonrasinda, NO {iretimini ve
ayni zamanda 6nemli inflamatuar markerlardan iINOS ve COX-2 enzimlerinin protein ve

mRNA seviyelerini giiglii bir sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir (Liang ve ark., 1999; Choi
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ve ark., 2014). Bir baska ¢alismada, Crotaloria pallida bitkisinden izole edilen apigenin
LPS ile indiiklenerek inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7 makrofajlarinda NO
salimimin biiyiik 6l¢iide inhibe etmistir (Ko ve ark., 2004). In vivo bir ¢alismada ise, hem
apigenin hem de luteolinin tip 2 diyabet modeli olusturulan siganlarda, oksidatif stres ve
inflamasyonu azaltarak yag ve glukoz metabolizmasini iyilestirmesinin yani sira,

endotelial fonksiyon bozuklugunu da en aza indirdigi rapor edilmistir (Ren ve ark., 2015).

Cizelge 4.1. Biyoaktivite rehberli fraksiyonlama ve saflastirma yontemiyle elde edilen
apigenin ve luteolin maddelerinin LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda NO

tiretimi iizerine IC50 degerleri

NO Uretimi IC50 NO Uretimi
Doz Doz Max MTT Doz Doz MTT
(ug/mL) (uM) Inhibisyon (ug/mL) (uM)
Apigenin 27 100 % 124 % 92 13,5 56 % 94
Luteolin 28.6 100 % 120 % 91 7.4 26 % 98

Elde ettigimiz diger bir saf madde olan luteolinin toksik olmayan uygulama dozlarini
belirlemek i¢in LPS ile indiikklenen RAW 264.7 makrofajlarinda MTT testi ile hiicre
canlilig1 dl¢limii yapilmistir. Bu 6l¢iim i¢in hiicrelere, 25 pM, 50 uM ve 100 uM olmak
tizere 3 farkli dozu ile LPS (1 pg/mL) uygulamasi yapildi ve ¢aligmalar sonunda RAW
264.7 makrofaj hiicre hattinda luteolinin tiim dozlarinda hiicre canliliginin % 80 ve
tizerinde oldugu tespit edilmistir. Luteolinin inflamatuar bir marker olan NO iiretimi
lizerine etkisini belirlemek i¢in LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda 10, 25, 50
ve 100 pM dozlart ortama salinan NO seviyesini LPS kontrol grubuna kiyasla baskilama
oranlar1 10 ve 25 uM’da % 19 ve % 38 olarak bulunurken, 50 uM’da % 80’e ve 100 uM’
da ise bu oran % 120’ye yiikselmistir. Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi luteolinin uygulanan
dozlarindan NO iiretimi iizerine LPS kontrol grubuna kiyasla maksimum inhibisyonu %
120 oraninda 100 pM dozda gostermistir. Ayn1 dozda LPS kontrol grubuna kiyasla hiicre
canliligiin % 91 oraninda oldugu saptanmistir. Etkinligi belirlenen luteolinin NO seviyesi
tizerine % 50 inhibisyon gosteren dozu (IC50) belirlemek i¢in ¢aligmalar yapilmistir. Buna
gore luteolin 10 ila 50 puM arasinda degisen 8 farkli dozda makrofaj hiicrelerine

uygulanmigtir. Yapilan bu calismalar sonucunda luteolinin NO inhibisyonu i¢in IC50
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degeri 26 uM olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1). NO tarama testlerinde aktif oldugu
bulunan luteolinin 25 ve 50 uM dozlarinin iNOS enziminin protein seviyesi iizerine
etkileri degerlendirildiginde, iNOS protein seviyesini her iki dozda da LPS kontrol
seviyesine kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir seviyede 25 uM i¢in % 30, 50 uM ig¢in ise
% 99 oraninda baskilamistir (p<0,05). NO tarama testlerinde aktif oldugu bulunan
luteolinin iINOS enzimi, COX-2 ve IL-18’nin mRNA seviyeleri iizerine etkilerini ortaya
koymak tizere Gergek Zamanli PCR analizleri yapilmistir. NO {iretimi iizerine etkinlik

gosteren iki dozda 25 ve 50 uM’da uygulanmastir.

Luteolin INOS mRNA seviyesini her iki dozda da LPS kontrol seviyesine kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir seviyede 25 pM’da % 45, 50 uM i¢in ise % 92 seviyesinde
baskilamistir (p<0,05). Luteolin COX-2 mRNA seviyesini her iki dozda da LPS kontrol
seviyesine kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir seviyede 25 uM’da % 31, 50 uM igin %
65 seviyesinde baskilamigtir (p<0,05). Luteolin IL-1 mRNA seviyesini her iki dozda da
LPS kontrol seviyesine kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir seviyede 25 pM’da % 48, 50
uM icin % 72 seviyesinde baskilamistir (p<0,05). Yaptigimiz ¢alismalar dogrultusunda
elde ettigimiz veriler literatiirde bulunan sonuglar1 desteklemektedir. Ornegin, Ixeris
dentata (ID), Ixeris dentata var. albiflora (IDA) ve Ixeris sonchifolia (I1S) bitkilerinden
elde edilen luteolin maddesi LPS ile indiiklenen RAW 264.7 makrofajlarinda NO tiretimini
onemli Ol¢lide baskilamistir. Ayrica luteolin, iNOS enziminin protein seviyesi lizerine
giiclli bir inhibisyon gostermistir (Karki ve ark., 2015). Ticari olarak satin alinmis luteolin
maddesi LPS ile indiiklenen RAW 264.7 hiicre hattinda NO {iretimini ve iNOS enziminin
protein seviyesi iizerine giiclii bir sekilde baskilama gostermistir (Choi ve ark., 2014). Bu
etkiler luteolini potansiyel anti-inflamatuar ajan oldugunu gostermektedir. Bir diger
calismada, luteolinin hem in vitro hem de in vivo’da TNF-a ile indiiklenmis vaskiiler
inflamasyon modellerinde, NF-kB aracili yolagin inhibisyonunu saglayarak koruyucu

olabilecegi rapor edilmistir (Jia ve ark, 2015).

Tez calismast kapsaminda ortaya konulan tiim veriler dikkate alindiginda, Karabas
otundan biyoaktivite rehberli fraksiyonlama yontemiyle elde edilen saf maddelerin LPS ile
indiiklenerek inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7 makrofajlar1 iizerine anti-
inflamatuar etkili oldugu sonucuna varilmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler,
Lavandula stoechas’dan elde edilen fenolik bilesiklere ait flavanoidlerin alt sinifi olan
flavonlarin (apigenin ve luteolin), erken inflamasyon siirecinde molekiiler seviyede etkili

olduklarini, bu bakimdan koruyucu ve tedavi edici olarak kullanabileceklerini gdstermistir.

59



BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligmada, Karabas otunun (Lavandula stoechas)sulu 6ziitiinden elde edilen
EA ve n-biitanol Oziitlerinin toksik olmayan uygulama dozlarinin, LPS ile indiiklenerek
inflamasyon modeli olusturulan RAW 264.7 makrofajlarina uygulanmasi sonucunda
onemli bir inflamatuar marker olan NO’nun tiretimi biiyiik 6l¢iide baskilanmistir. Bu sonug
dogrultusunda, % 50’nin {izerinde inhibisyon gosteren etkin 0Oziit olarak EAOziitli
belirlenmistir. Belirlenen bu 06ziit kolon kromotografisiyle 11 adet fraksiyona
ayristirilmistir. Ayristirilan 11 adet fraksiyonun tek dozda, LPS ile inflamasyon olusturulan
RAW 264.7 makrofajlarinda NO seviyeleri Ol¢iilmiistiir ve etkin fraksiyon olarak E6
fraksiyonu segilmistir. NO inhibisyonu tiizerine yapilan biyoaktivite rehberli tarama
sonucunda belirlenen E6 fraksiyonun saflastirma islemi yapilarak apigenin, luteolin ve p-
kumarik asit bilesikleri elde edilmistir. Belirlenen saf bilesiklerin NO iiretimi iizerine % 50
inhibisyon gosteren dozunu belirlemek igin IC50 degerleri hesaplanmigtir. Elde edilen saf
bilesiklerin NO inhibisyonunda etkin oldugu belirlenen toksik olmayan dozlari, NO
tiretiminde gorevli iNOS protein ve gen seviyesinde anlamli derecede baskilama
gostermistir. Ayrica, saf bilesiklerin inflamatuar yanitta anahtar rol oynayan COX-2 ve IL-
1B molekiillerinin gen ekspresyonlar1 lizerine anlamli sonuglar elde edilmistir. Tiim bu
protein ve gen ekpresyon calismalarina saf bilesiklerin elde edildigi fraksiyon olan E6

fraksiyonu da dahil edilmistir.

Calisma sonucunda, Lavandula stoechas-Karabas otu bitkisinin sulu oziitiinde var
olan inflamasyona karsi etkili aktif fitokimyasal bilesenler biyoaktivite rehberli
calismalarla tantmlanmistir. Bu aktif bilesenlerin potansiyel iyilestirici etki mekanizmalari
molekiiler diizeyde kismi olarak aydinlatilmistir. Tiim bu hastaliklarin birlikte gelismesi ve
gorlilme orani oldukga yiiksektir ve temelde hepsi kronik inflamasyon ile neden-sonug
kapsaminda iligkilidir. Bu nedenle tiim bu metabolik hastaliklara karsi anti-inflamatuar
potansiyeli yiiksek bitkisel kokenli maddelerin inflamatuar markerler iizerine etkilerinin
ortaya koyulmasi, ileri in vivo ve klinik ¢alismalarin gergeklestirilmesine 11k tutmaktadir.
Apigenin ve luteolin icerigine gore standardize edilmis Karabas otu 6ziitii inflamatuar
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir tamamlayic1 ve/veya

alternatif yaklagim olabilir. Ancak bu yaklasim in vivo ¢aligmalarla desteklenmelidir.
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EK 1. Yapist belirlenen saf maddelere ait NMR spektrumlari
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EK Sekil 1.1. Apigenine ait NMR spektrumlart a)Carbon, b) COSY, c¢) DEPT, d) HMBC,

e) HSQC, f) Proton-1, g) Proton-2
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9)
EK Sekil 1.2. Lutoline ait NMR spektrumlari a)Carbon, b) COSY, ¢) DEPT, d) HMBC, €)

HSQC, f) Proton-1, g) Proton-2
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EK Sekil 1.3. p-kumarik asite ait NMR spektrumlar1 a)Carbon, b) COSY, ¢) DEPT, d)
HMBC, e) HSQC, f) Proton-1, g) Proton-2
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