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ONSOz

1990’ yillarin baglarinda sadece Amerika Birlesik Devletlerinde tedavi veya
koruyucu amagl kullanilan bitkisel Grinlere harcanan paranin 19 Milyar Dolar oldugu
bildiriimekte ve bu rakamin kullanici sayisinin arttigi géz onune alindiginda
gunumuzde ¢ok daha yuksek rakamlara ulastigi tahmin edilmektedir. GUnumuzde
alternatif tedavi Urunlerine gosterilen ilgi her gegcen gun artmakla hem halk saghgi
acgisindan 6nem olusturmakta ve hem de ¢ok buyuk bir ekonomik deger olarak ortaya
cikmaktadir. Ozellikle Ulkemizde bitkilerden cesitli yollarla elde edilen ekstreler genel
olarak iyilesmeyi saglamak veya koruyucu amaglar icin gittikge artan bir popularite ile
kullaniimaktadir. Ancak halk arasindaki bu preparatlarin dogal oldugu ve zararsiz
oldugu inancinin aksine bu preparatlarin es zamanh olarak gidalar, cevreden alinan
kimyasallar veya diger tibbi ilaglar ile etkileserek hayati tehlike arz eden zararlar
olusturmalaridir. Bu nedenle, alternatif tedaviler icin halk arasinda kullanilan bitkisel
preparatlarin detayh bir sekilde calisilarak yararli ve zararli etkilerinin tanimlanmasi

onem arz etmektedir.

Onerilen arastirma konusu, fitokimyasal bilesenleri bilinen ve Ulkemizde
geleneksel tedavi amagli tibbi bitki olarak kullanilan tlyli yakiotu (Epilobium hirsutum
L.) bitkisinin tedavi edici (antikarsinojenik, antioksidan, antiéstrojenik, tumor
baskilayici vb.), koruyucu (antioksidan vb.) veya zararl etkilerinin (karsinojen,
oksidan, tumoér promotér vb.) etki mekanizmalari ile birlikte molekuiler dizeyde
saptanmasini kapsamaktadir. Bu kapsamda tlylu yakiotu ekstresinin karsinojen ve
mutajen maddeler, c¢evresel kirleticler ve ilaglar gibi ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda yer alan ve 6nem arz eden enzimlerin gen, protein ve aktivite
duzeylerine olan etkileri ¢caligilmis ve olasi etkilesim mekanizmalari tanimlanmistir.
Bu anlamda bitki seciminde 6ncelikle halk arasinda kullanilan, 6zellikle polifenolik
bilesik icerikleri bilinen ve literatirde Uzerinde ksenobiyotik metabolizmasi ile ilgili veri
olmayan veya ¢ok az olan turler kriter olarak alinmistir. Cankt bu galisma, bir aktif
bilesen izolasyonu ve karakterizasyonu calismasi degil aksine -halkin kullandigi
sekilde, ekstre halinde [tim preparatin (drog)]- etki mekanizmalarinin tanimlanmasini
kapsayan bir arastirmadir. Bu nedenle Anadolu'da gesitli semptomlarin giderilmesi
amaci ile kullanilan ve Uzerinde 6nerilen proje konusu ile ilgili hemen hemen hi¢

c¢alisma bulunmayan taylu yakiotu secilmistir.



Calismanin sonuglari tuylu yakiotunun uygun dozlarda kullanildiginda kanser
dahil gesitli hastaliklar icin kullanilabilecek ¢ok 6nemli bir alternatif bitkisel tedavi

etmeni ve alternatif koruyucu ve/veya destek etmeni oldugunu géstermektedir.

TUBITAK 109R012 no’lu kodu ile bu galismayi desteklemistir. TUBITAK'a

destekleri igin tesekkurlerimizi sunuyoruz.

Prof. Dr. Orhan ADALI
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OZET

Yakiotunun Ksenobiyotik Metabolizmasi Uzerine Etkilerinin ve ilag-Diyet

Etkilesim Potansiyelinin Proteomik ve Molekiiler Yaklagimlar ile Aydinlatilmasi

Son dénemlerde, alternatif tedavilere artan ilgi ile birlikte, bitkisel preparatlar
ya da normal diyetlerin bilegenleri olarak tuketilen fitokimyasallarin ksenobiyotik
metabolizmasina etkileri ve ayrica antioksidatif, antimutajenik ve antikanserojenik
etkileri lizerine ¢ok sayida yogunlasmis ¢alismalar gergeklestiriimektedir. Onerilen bu
calismada fitokimyasal bilesenleri bilinen ve Ulkemizde geleneksel tedavide kullanilan
ve etki mekanizmasi Uzerine yeteri kadar bilgi bulunmayan tuyli yakiotunun
(Epilobium hirsutum, hairy willow) ksenobiyotik metabolizmasi Uzerine etkilerinin ve
ilagc-diyet etkilesim potansiyelinin proteomik ve molekuler yaklasimlar ile
aydinlatiimasi amaclanmistir. Bu amacgla, elde edilen bitki ekstresi sigan gruplarina
enjekte edildi ve sigan karaciger, Faz | [Sitokrom P450 izoformlari (CYPs)] ve Faz Il
(GST, NQOL1 gibi) enzim aktiviteleri tayin edildi.

Calisilan  tayli  yakiotu ekstresinin  etkilerinin  molekiler dizeyde
tanimlanmasi icin bu enzimlerin gen ve protein ifade dizeyleri saptandi. Tuylu
yakiotu ekstresi verilen siganlarin karaciger homojenatlarinda proteomik teknolojisi-
iki Boyutlu Jel Elektroforezi ve Kiitle Spektroskopisi (2D-GE ve nLC-MS/MS)-ile

indUklenen ve baskilanan proteinler kantitatif olarak tanimlandi.

Elde edilen tuyli yakiotu ekstresinin kanser hucreleri Uzerindeki sitotoksik
etkisini saptamak ve var ise normal ve kanser hucre dizileri Uzerindeki sitotoksisite
farklarini belirlemek amaciyla hem kanser olmayan hucre dizileri hem de kanser
hacreleri Uzerine sitotoksik etki arastirildi ve hucreler Uzerinde sitotoksik Ozelligi
saptanan tuyli yakiotunun bu sitotoksik etkisini hangi mekanizmay! kullanarak
gerceklestirdigi sorusuna cevap aramak igin PTEN, p53, p21 gibi tumor baskilayici

gen ekspresyonlarina etkisi Western blot analizi ile arastirildi.

Ayrica GPx, SOD gibi antioksidan enzimler, serum aspartat ve alanin
aminotransferaz ve laktat dehidrogenaz aktiviteleri olgimleri ile tlyli yakiotunun

antioksidatif, oksidatif ve olasi toksik etkileri saptandi.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada tuylu yakiotunun etkili bir kanser koruyucu

kapasitesinin oldugu, kanser riskine karsi koruyucu oldugu ve kanserli hastalar icin
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alternatif tedavi etmeni olabilecegi gosterilmistir. Bunun yanisira, Ozellikle ylksek
dozlarda noromaskuler hastaliklari tetikleme potansiyelinden dolayr bireysel doz

saptamasinin mutlak gerekli oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Sitokrom P450, Ksenobiyotik Metabolizmasi, Tuyli Yakiotu,

Proteom, mRNA ve Protein Ekspresyonu

13



ABSTRACT

Comprehensive Identification of the Effects of Hairy Willow on Xenobiotic
Metabolism and its Drug-Diet Interaction Potentials using Proteomics and

Molecular Approaches

Recently, with increasing popularity towards traditional medicine such as herbal
remedies or dietary supplements there has been numerous studies concentrating on
the actions of phytochemicals, either dietary or nondietary herbals preparations, on
xenobiotic metabolism and their antioxidant, antitumour, anticarcinogenic and
antimutagenic effects. The purpose of this proposed project is to elucidate the
underlying mechanism defining the effects of hairy willow herb (Epilobium hirsutum)
whose phytochemical contents are known and used as alternative medicine on
xenobiotic metabolism and its drug-diet interaction potentials using proteomics and
molecular approaches. For this purpose, extracts were injected to rats divided into
various groups and then their hepatic Phase | (Cytochrome P450 isoforms) and

Phase Il (such as GST, NQO1) activities were determined.

In order to determine the molecular mechanism of actions of hairy willow herb
extract, gene and protein expression levels of xenobiotic metabolizing enzymes given
above were determined. Proteomics technology, namely 2D-Gel Electrophoresis and
Mass Spectrometry (2DE and nLC-MS/MS), was used to identifiy quantitative
changes in specific proteins induced or suppressed in treated rat livers following

injections of hairy willow herb extract.

Cytotoxic effects of hairy willow herb extract on non cancer cell lines and cancer cells
lines were compared and tumor suppressor genes such as PTEN, p53 and p21 were
studied in those cell lines with western blotting to clarify the underlying mechanism of

cytotoxic actions observed with hairy willow herb extract.

In addition, effects of hairy willow herb extract on antioxidant enzymes (such as GPx,
SOD) and aspartate and alanine aminotransferases and lactate dehydrogenase were

determined to study the oxidant, antioxidant and possible toxic properties..

In conclusion, the results obtained in this study have shown that hairy willow might be
used as an alternative medicinal plant as a protective and supportive agent against

various diseases including cancer. However, since its certain doses may cause
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neuromuscular diseases; therefore, personalized appropriate amount must be

determined.

Keywords: Cytochrome P450, Xenobiotic Metabolism, Hairy Willow, Proteomics,

MRNA and Protein Expression
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1. GIRIS
Son yillarda dogal olarak olusan bitkisel kokenli kimyasallara (fitokimyasallar)
gOsterilen artan ilgi, bu kimyasallarin kanser, yaslanma ve kardiovaskuler hastaliklar
gibi patofizyolojik olugsumlarda 6nemli koruyucu rollere sahip olmalarinin yapilan
bilimsel calismalar ile gosterilmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Bitkilerin insan
sagligi Uzerine olan etkileri siiphesiz asirlardir bilinmektedir (Hipokrat i.0. 5. yy'da
‘Diyet Uzerine’ tezinde hastaligin tedavisinde diyetin énemini tanimlamistir) ve son
birka¢ yuz yilda alternatif tedavi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda teknoloji
bakimindan ileri seviyedeki toplumlarin gifali bitkilere olan ilgisi de, kuskusuz diyetsel
gidalar veya tibbi bitkilerle alinan fitokimyasallar hakkinda yapilan bilimsel ¢alismalar
sayesinde artmistir. Avrupa ve Amerika’da birgok yerde bu fitokimyasallar ana
kaynaklarindan saflastiriimis preparatlar halinde veya diyetsel katki olarak
pazarlanmaktadir. Bu hazir bitkisel preparatlarin tuketimi Amerika Birlesik
Devletlerinde ve Avrupa’'da (6rnegin ingiltere’de yaklasik her dért erigkinden biri) cok
hizli bir artis gostermekte ve satislar milyarlarca Euro’yu bulmaktadir (Blumenthal

1999; Gruenwald 2000; Thomas ve ark. 2001).

Son on yil stresince, bitkisel preparatlar ya da normal diyetlerin bilesenleri olarak
tiketilen fitokimyasallar ylksek dozlarda ve surekli alindiklarinda; ksenobiyotik
metabolizmasinda ¢ok o6nemli bir role sahip olan sitokrom P450 enzimlerinin
ekspresyonlarinda degisimlere neden olarak ksenobiyotik metabolizmasini
degistirdigi, antioksidatif, antimutajenik ve antikanserojenik etkiler gosterdigini bildiren
kanitlar sunulmustur (Bkz. derlemeler, Zhou ve ark. 2003, 2004). Ginkgo, Echinacea,
sarimsak, zencefil, meyankdkl ve binbirdelik otu gibi bitkilerden elde edilen ekstre
veya droglar depresyondan yuksek tansiyona kadar degisen bir¢cok durumda tedavi
etmek igcin ya da genel olarak iyilesmeyi saglamak icin gittikce artarak
kullaniimaktadir (Wills ve ark. 2000). Benzer olarak kardiovaskuler hastaliklara ve
kansere karsi koruyucu, bagigiklik sistemini guglendirici etkiye sahip olduguna
inanilan bitki preparatlarinin kullanimi da artmaktadir. Ancak, bitkisel preparatlar es
zamanli olarak bir veya birden fazla tibbi ila¢ alan hastalar tarafindan da alinmakta ve
aralarinda hayati tehlike arz eden beklenmedik etkilesimler olusabilmektedir (Crone
ve Wise 1997; Liu ve ark. 2000; Fugh-Berman ve Ernst 2001). Bu nedenle, bu ve

16



benzeri preparatlarin ilaglar dahil ksenobiyotik metabolizmasi ile olan etkilesimlerinin

bilimsel galismalar ile arastirilip ortaya konmasi son derece dnem arz etmektedir.

1.1. Sitokrom P450 (CYP450) ve Fitokimyasal Etkilesimleri

Hem endojen (yagd asitleri, steroidler, Vitamin D vb) hem de ekzojen (ilaglar,
cevresel Kkirleticiler vb) bilesiklerin metabolizmasinda rol alan sitokrom P450
(CYP450) enzimleri, sitokrom P450-bagimli monooksijenazlarin [E.C.1.14.14.1]
terminal enzimleridir ve Faz | enzimlerinin dnemli bir ailesini tegkil ederler (Cooper ve
ark. 1965; Adali ve ark. 1996; Arin¢g ve ark. 1991, 2000, 2007; Sen ve Aring 2000;
Sen ve ark. 2001; Orellana ve ark. 2001; Yamaori ve ark. 2004; James ve ark. 2005;
Semiz ve Sen, 2007, Sen ve Semiz 2007; Ozkarsli ve ark. 2008). Enzime P450 adi
indirgenmis formunun karbon monoksit ile olusturdugu kompleksin 450 nm’de
maksimum absorpsiyon gostermesi nedeniyle verilmigtir. Gunumuzde klinik olarak
kullanilan ilaglarin yaklasik %75’inin ve ¢ok blyuk miktarda diyetsel kaynakli

bilesiklerin Faz | bagimli metabolizmalarini Sitokrom P450 enzimleri gergeklestirir.

Bu enzimler bdbrek, akciger, deri, bagirsak, adrenal korteks, plasenta gibi farkli
dokularda bulunur, ancak ozellikle karacigerde cok etkindir. Prokaryotik enzim
¢ozunur bir hemoprotein iken, yuksek organizmalarda i¢ mitokondriyal membranda
ve endoplazmik retikulumda vyerlesmistir. Memeli sitokrom P450’leri; ilaglar,
karsinojenler, boyalar, organik ¢ozuculer, pestisitler, alkoller, ¢cevresel kirleticiler gibi
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda; steroid hormonlarin biyosentezinde; doymamig
yag asitlerinin hlcresel mesajcilara oksidasyonunda ve yagda ¢ozunen vitaminlerin
metabolizmasinda énemli rol oynarlar (Lu ve Levin 1974; Aring ve Philpot 1976;
Nebert ve Gonzales 1987; Okita ve Masters 1997; Hasler ve ark. 1999; Orellana ve
ark. 2001; Oleksiak ve ark. 2002; Nebbia ve ark. 2003). 29 Subat 2008 itibari ile
toplam 8218 sitokrom P450 izozimi (2872 hayvan, 2867 bitki, 912 bakteri, 1238
fungus ve 239 diger Okaryotlar) tanimlanmigtir (http://drnelson.
utmem.edu/CytochromeP450.html). Bilhassa endoplazmik retikulumda bulunan P450
isozimlerinin substrat 6zgulligunan ¢ok genis oldugu, binlerce bilesigi metabolize
ettigi gosterilmistir (Nebert ve Gonzales 1987; Buhler ve Wang-Buhler 1998).
Sitokrom P450’lerin ¢ok fazla izoziminin bulunmasi ve birgok reaksiyonu

katalizlemelerinden dolay! enzimlerin isimlendiriimesinde siradan metot yetersiz
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kalmig ve yapisal homolojiye dayanan sistematik bir adlandirma geligtirilmigtir
(Nebert ve ark. 1987). Bu sistemde her bir sitokrom P450 igin belirli aileyi tanimlamak
icin rakamlar verilir. Bunu, alt aileyi belirlemek icin blyuk harflerin kullaniimasi izler
ve bir diger rakam 6zgin P450 formunu gostermek icin kullanihr. Ornek olarak 1A2
ve 2E1 verilebilir. CYP terimi ise sitokromun “cytochrome” ilk iki harfini ve P450’nin ilk
harfini temsil eder (Nebert ve ark. 1991; Nelson ve ark. 1996; Nelson 2003).

insanda bulunan 59 CYP450 izozimleri iic genel gruba ayristirilabilir. 1) Daha ¢ok
ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri (CYP1-3), 2) Endojen
metabolizmasinda rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve 3) Yag asitleri
metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP4 ailesi.
Bunlardan ilk grup (bu proje Onerisinin ¢alisma alanina giren gruptur) ginimuzde
kullanilan ilaglarin  Faz | bagmli metabolizmalarinin yaklasik %70-80’nini
gerceklestiren sitokrom P450 enzimlerini icerir (Evans ve Relling 1999). Diyet, tur,
genetik, yas, fizyopatolojik sartlar ve gesitli ajanlar sitokrom P450 enzimlerin aktivite
ve ekspresyon duzeylerini etkilerler. Dokulardaki bazi sitokrom P450’lerin seviyeleri
ve aktiviteleri organizmanin gesitli kimyasallara maruz kalmasi neticesinde artma
veya azalma gosterebilir. Dolayisi ile bu enzimlerin gesitli bitkisel bilesiklerce
dizenlenmesi, farmakolojik ve toksikolojik etkiye sahip bircok ksenobiyotigin

metabolizmasini etkileyerek ¢ok 6nemli sonuglar olusturabilir.

Bircok dogal fitokimyasalin (6zellikle flavonoidlerin) 6zgin sitokrom P450
izozimlerini indUkledikleri, aktivitelerini artirdiklari veya ketledikleri ve bdylelikle ikincil
uyartilara olan cevaplarini degistirdigi bilinmektedir. Birgok karsinojenin DNA gibi
makromolekullere kovalent olarak baglanabilen reaktif elektrofilik metabolitlere veya
inaktif metabolitlere dontsumleri CYP450 (6zellikle CYP1A, CYP1B, CYP2E ve
CYP3A) enzimlerince katalizlenmektedir (McLemore ve ark. 1990; Smith ve ark.
1996; Conney 2003). Olusan reaktif metabolitler diger Faz | veya Faz Il enzimlerince
inaktif Grdnlere dondsturilmektedir. Sonug¢ olarak, karsinojenlerin bu sekilde
detoksifikasyonunda rol alan sitokrom P450 enzimlerinin ve/veya diger Faz | ve Faz Il
enzimlerinin induksiyonu, karsinojenlerin etkilerine karsi bir koruma ve savunma
sistemi olusturabilir (Sekil 1). Ancak, olduk¢a ¢ok sayida karsinojenik kimyasal yine
cok sayida CYP enzimlerince hem aktif hem de inaktif metabolitlere metabolize

edildigi icin istenilen antikarsinojenik etkinin olugumu, indukleyici ajanin hangi
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CYP450 izozimini ve hangi metabolik yolagi etkiledigine ve dolayisi ile indukleyici
ajanin tanimlanmasina baglidir. Sonugta, fitokimyasallar karsinojenlerin ve ilaglarin
etkinligini, farmakolojik etkilerini ya azaltarak ya da abartarak etkileme potansiyeline
sahiptir ancak istenilen etkinin saglanmasi fitokimyasalin yapisal ve fonksiyonel

Ozelliklerinin tanimlanmasina baglidir.

Baslangig ilerleme

Progresyon
. e | E N — it — g
DNA Hasari RE I '
Normal Hiicre A Mutant Hiicre Benign Tumér

Malignant tumar

| Fitokimyasallar

CYP450 '
Inhibisyonu . Faz Il Enzim
' Inddiksiyonu
¥
Prokarsinojenlerin Faz Il Enzimlerince .
CYP450 ile — ™ inaktivasyon — Detoksifikasyon

Aktivasyonu

Sekil 1. Cok evreli bir stire¢ olan karsinojenezin fitokimyasallarca bloke edilmesi veya
baskilanmasi (Chen ve Kong, 2004’ten adapte edilmigtir).

Sitokrom P4501 ailesi 1A1, 1A2 ve 1B1 izoformlarinini kapsar ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin
aktivasyonunda ve biyotransformasyonunda onemli rol oynar. Akciger kanseri
(McLemore ve ark. 1990), kolorektal kanser (Sivaraman ve ark. 1994) ve meme
kanseri (Jefcoate ve ark. 2000) gibi karsinojenik olusumlarda CYP1 izoformlarinin
onemli rol oynadigi gosterilmistir. Ozellikle son yillarda yapilan birgok calismada
diyetsel veya diyetsel olmayan baz bitkilerden izole edilen bilesiklerin [(diyetsel:
galangin, theaflavin, quercetin, genistein vb) (diyetsel olmayan: dimetoksiflavon,
ksantohumol, diosmetin, hidroksichalchone, biochanin, dracaena cinnabari flavon
vb)] CYPL1 izoformlarinin ekspresyonlarini veya aktivitelerini inhibe etmeleri ile gesitli
kanser turlerinde 6nemli baskilayici etkiler gosterdikleri bildirilmigtir (Ciolino ve ark.
1998; Ciolino ve Yeh 1999; Henderson ve ark. 2000; Machala ve ark. 2001; Chan ve
ark. 2002; Wang ve ark. 2005; Wen ve ark. 2005). CYP2E1 etanol ile induklenebilen,
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kigcuk molekuler agirlikli bilegiklerin ve asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan
ilaglarin biyotransformasyonunda rol alan ve Kkarsinojen (0zellikle arilamin ve
nitrozaminlerin) metabolizmasinda hayli 6neme sahip olan bir diger CYP izoformudur.
CYP1 izoformlarin aksine CYP2E1 transkripsiyonel kontroliin yani sira post-
transkripsiyonel olarak ta kontrol edilen ve bu anlamda CYP izoformlari arasinda
farklihk gosteren bir izoformdur. CYP1 ailesinde oldugu gibi cesitli fitokimyasallarin
CYP2E1 aktivitesini inhibe ederek veya protein dizeyini azaltarak nitrozoaminlerin
karsinojenik ve mutajenik etkilerini antagonize ettigi gosterilmistir (Apostolides ve ark.
1997; Shukla ve Taneja 2002; Catteral ve ark. 2003). CYP sUper ailesinin insanda en
fazla ifade edilen izoformu olan CYP3A4 bilinen terapdtik ajanlarin %50’sinden
fazlasinin metabolizmasinda yer almasi nedeni ile de hayli Gnem arz eden bir diger
CYP izoformudur. Cesitli bitkilerin metanolik veya etanolik ekstresinin CYP3A4
aktivitesini module ettikleri ve bu bitki bilesenlerinin enzimle etkilestigi gosterilmistir
(Obach 2000; Bray ve ark. 2002; Zhou ve ark. 2003). Dolayisi ile fitokimyasallarin
CYP3A4 tarafindan metabolize edilen terapétik ajanlarin etkinligini azaltarak ya da
artirarak etkileme potansiyeline sahip olmasi ve ¢ok sayida bilegigin
metabolizmasinda yer almasindan dolayi bu etkilesimlerin tanimlanmasi son derece
onemlidir. Genelde aromataz olarak bilinen ve 06strojen biyosentezinde ve
metabolizmasinda hayati role sahip olan bir diger CYP izoformu da CYP19'dur. Bu
oneminin yani sira, artan CYP19 ifadesinin meme kanseri ile iligkilendirilmis olmasi
nedeni ile de dikkat c¢ekmis ve Uzerinde fazla arastirilma yapiimis CYP
izoformlarindan birisidir (Miller ve ark. 1990; Zhou ve ark. 1996). Fitokimyasallar
arasinda ozellikle flavonoidlerin ve isoflavonlarin dstrojen yapisina benzemeleri
nedeni ile aromatazin kompetitif inhibitorleri olarak etki gostermeleri meme kanseri

icin kimyasal koruyucu 6zellik kazanmalarini saglamistir (Kumar ve ark. 2004).

1.2. Faz Il enzimleri [Glutatyon S-Transferazlar (GST) ve Kinon Reduktazlar
(NQOL1)] ve Fitokimyasal Etkilesimleri

Fitokimyasallar, Faz | enzimleri yani sira ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda
yer alan diger bir grup olan Faz Il enzimlerini (genelde transferazlar) aktive ederek te
antikarsinojenik etki gostermektedirler. Bu proje Onerisinin kapsaminda olan

Glutatyon S-transferazlar (GST’ler) [E.C.2.5.1.18] Faz Il biyotransformasyon
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enzimlerinden ¢ok fonksiyonlu ve dimerik olan bir ailedir, protein dizilerine, izoelektrik
noktalarina, substrat spesifikligine, inhibitdrlere olan hassasliklarina ve immunolojik
Ozelliklerine dayanarak 5 sinifta (alpha, mu, pi, theta ve zeta) toplanmiglardir. (Hayes
ve Mantle 1986, Hayes ve Pulford 1995). Cesitli ekzojen veya endojen kaynakli
elektrofilik, hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu katalize ederler.
Boylece GST'ler, disaridan alinan toksik yabanci maddelerin veya oksidatif
basamakta olusan Urdnlerin, vicutta bulunan diger makromolekdiller ile birlesmesini
Onleyip, hicre bileskenlerine zarar vermeden atilmasini saglarlar (Mosialou ve ark.
1993; Bulavin ve ark. 1996). Bu anlamda GST’ler, viucut igin hayati koruyuculuk
fonksiyonu Ustlenmis olan enzim gruplarindan biridir. Ornegin, insan gastrointestinal
mukoza hucrelerinde timor olusumunun GST ekspresyon duzeyleri ile negatif bir
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Peters ve ark. 1993). Bu nedenle, GST’lerin
fitokimyasallarca modulasyonu kanser icin bir kimyasal koruyucu mekanizma olarak

onerilmektedir (Kang ve ark. 2003).

Kinon rediktaz (QR) veya NAD(P)H kinon oksidorediktaz-1 (NQO1) [E.C.
1.6.99.2] kinon ve benzeri bilesiklerden kaynaklanan reaktif oksijen tirlerinin zararh
etkilerine kargi koruyan detoksifikasyon enzimlerindendir (Ernster ve ark.1980). Kinon
bilesikleri oldukgca reaktif bilesikler olup cesitli enzimler tarafindan bir elektron
kopararak semikinon bilesiklerin olusmasina neden olurlar. Olusan bu bilesikler
oksidatif stres, DNA hasari, membran hasari gibi sitotoksisiteye neden olan reaktif
oksijen turevlerini olustururlar (Estabrook 1996). Kinonlardan iki elektronun
kopariimasi NQOZ2'lar tarafindan gergeklestiriir ve bu reaksiyon neticesinde
semikinon bilesikler ve bagil reaktif oksijen turevleri olusturmadigindan hicre, kinon
ve kinon tdrevlerinin olasi zararlarindan korunmus olur. Bu nedenle kanser

¢alismalarinda gogunlukla galigilan enzimlerdendir (Ernster 1967).

1.3. Fitokimyasallar

Fitokimyasallar genel anlamda bitkisel kaynaklardan elde edilmis herhangi bir
diyetsel kimyasal olarak tanimlanmalarina ragmen daha spesifik anlamda normal
olarak vucut fonksiyonlari igin gerekli olmayan ancak saglikli ve hastaliklari iyi edici
etkiye sahip bitkisel kimyasallar olarak tanimlanmaktadirlar. Esansiyel besinlerden

degildirler ve insan hayatinin idame ettiriimesi i¢in gerekli degildirler. Bu bolumde
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Ozellikle Onerilen projede ksenobiyotik metabolizmasi ile etkilesim gOsteren

fitokimyasallar ve etkilesimleri hakkinda 6z bilgiler veriimektedir.

1.3.1. Polifenoller

Polifenoller birden fazla fenolik grup bulunduran, taninler, ligninler ve flavonoidler
gibi alt gruplara ayrilan bitkisel kaynakl bilesiklerin bir ailesidir. In vitro deneyler ve
hayvan calismalari; polifenollerin, kimyasal koruyucu, yorgunluk giderici, sinir
koruyucu, antioksidan, antikanser ve hipolipidemik aktivitelere sahip oldugunu
goOstermistir (Acquaviva ve ark. 2002; Pianetti ve ark. 2002; Shukla ve Taneja, 2002;
Zdunczyk ve ark. 2002). Polifenoller CYP450’lerin ekspresyonunu ve/veya enzim

aktivitelerini modiile ederler.

1.3.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalarindan olusan benzo-y-piron tirevleridir ve
substitiye gruplarina goére siniflandirilirlar:  flavonlar, flavanollar, flavononlar,
isoflavonlar, isoflavanonlar antosiyanidinler, kalkonlar, ve flavanonignazlar.
Flavonoidler temel olarak antioksidan ozelliklerinden ortaya ¢ikmis genis alanda
biyolojik aktivite sergileyen ve bazi enzim ve hucre reseptorlerini degisime ugratan
bilesiklerdir. Bunlar antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar, antianjionik, analjezik,
antiallerjik, karaciger koruyucu, apoptotik, &strojenik, antidstrojenik ve
antikanserojenik ozellikler igerirler (Dwyer 1995; Gordon ve ark. 1995; Nagai ve ark;
1995, Galati ve ark. 2000; Rice-Evans 2001). Bazi flavonoidlerin kimyasal yapisi ve
aktiviteleri dogal olarak meydana gelmis Ostrojene benzerdir ve bitkisel Ostrojenler
olarak tanimlanirlar. Bununla birlikte butin flavonoidler yararli degildir. Bazi
flavonoidler mutajenik veya pro-oksidan etkilere sahiptir ve ayni zamanda temel

biyokimyasal yollara zarar verebilir (Gasper ve ark. 1993; Sahu ve Gray 1994).

Bazi flavonoidler CYP450’lerin substratlari olarak belirlenmistir ve cesitli
CYP450’lerin indUkleyicisi olarak rapor edilmistir (Canivenc-Lavier ve ark. 1996; Silva
ve ark.1997; Ciolino ve ark. 1998; Roberts-Kirchhoff ve ark. 1999; Ciolino ve Yeh
1999; Doostdar ve ark. 2000; Rice-Evans 2001; Hodek ve ark. 2002). Galangin
(3,5,7-trihidroksiflavon), kaempferol (3,5,7,4’-tetrahidroksiflavon), guercetine
(3,5,7,3'4’-pentahidroksiflavon),  genistein  (5,7,4’-trihidroksiizoflavon),  orobol
(5,7,3',4’-tetrahidroksizoflavon), hesperetin  (5,7,3’-trihidroksi-4’-metoksiflavanon)
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naringenin (5,7,4’-trinidroksiflavanon) en yaygin bilinen ornekleridir. Flavonoidler
tarafindan induklenme mekanizmasi; bir spesifik reseptor araciligiyla gen
ekspresyonunun dogrudan uyariimasini ve/veya CYP450 protein veya mRNA
stabilizasyonu icerir (Lin ve Lu 1998; Shih ve ark. 2000). Diger bazi flavonoidler ise
transkripsiyon faktora olan Ah (Arilhidrokarbon) reseptorine baglanarak CYP450Q’leri
indUklerler (Kohn ve ark. 2001). Bu mekanizma CYP1 ailesi izozimlerinin (CYP1A1,
1A2 ve 1B1) aktivitelerinin ylkselmesiyle iligkilidir. Flavonoidler tarafindan Ah
reseptorinin kapatiimasiyla CYP1 ailesinin gen ekspresyonunun inhibisyonu
flavonoidlerin kanseri onleyici 6zelliklerinde onemli bir rol oynar. Bir flavanol olan
katekinler yesil gayin temel polifenol bilesenleridir. Yesil gcay ve siyah cay; siganlarda
immunoblot analizleri ile gosterildigi gibi CYP1A2'nin ekspresyonu ve metoksi-
(CYP1A), etoksi-(CYP1A) ve pentoksi-(CYP2B) resorufinin  O-dealkilasyonunu
stimlle ederler (Bu-Abbas ve ark. 1999). Maliakal ve ark. (2001), dort hafta boyunca
sicanlara yesil cay ekstresi veriimesinin CYP1A2 ve glutatyon-S-transferaz
aktivitelerinde belirgin bir artis ile sonuglandigini rapor etmistir. Ozet olarak
flavonoidler; CYP450 izoformlarini, yapisal 6zelliklerine ve konsantrasyonlarina bagli

olarak ya inhibe ya da aktive ederler.

1.3.2. Alkaloidler

Gergekte bitkisel menseli olan ve molekulinde tuz verebilecek en az bir azot
atomu bulunan azotlu maddelere verilen grup adi olmasina ragmen fungus ve
hayvanlar tarafindan Uretilen bilesiklere de alkaloid adi verilmistir. Kafein, kodein ve
amfetamin bilinen UnlUu alkaloidlerdir. Alkaloidler, biyolojik aktif temel bilesen olarak
bitkisel ilaclarin birkaginda bulunurlar. Vinca alkaloidleri, birka¢ timorin tedavisi igin
kullanilan énemli kemoterapétik ajanlardir. Alkaloidler, gesitli CYP’lerin substratlari,
indiikleyicisi veya inhibitorleri olabilirler. Ornegin vinblastin gibi bazi vinca alkaloidleri
CYP3A4 tarafindan metabolize edilir ve tumor direnciyle baglantidir (Yao ve ark.
2000). Bazi kumarin tipi alkaloidler CYP2A6’nin substratlaridir (Pelkonen ve ark.
2000). Evodia rutaecarpa’dan izole edilen bazi alkoloidlerin (rutaekarpin, evodiamin
ve dehidroevodiamin) fare karaciger mikrozomlarinda 7-metoksiresorufin O-demetilaz
ve 7-etoksiresorufin O-deetilaz (CYP1A ve CYP2A) aktivitelerini inhibe ederken
benzfetamin (CYP2B), N-nitrosodimetilamin (CYP2E1), nifedipin (CYP3A) ve
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eritromisine (CYP3A) kargl hepatik oksidasyon aktivitelerini degistirmemistir (Ueng ve
ark. 2002).

1.3.3. Terpenoidler

Ayni zamanda isoprenoidler olarak ta adlandirilan terpenoidler bes karbonlu bir
bilesik olan izoprenin ¢ok degisik sekilde bir araya gelmesi ve modifiye edilmesiyle
olusmus cok genis ve yaygin bir fitokimyasal grubudur. Birgogu c¢ok halkalidir,
birbirlerinden ¢ogunlukla sadece fonksiyonel yan gruplari ile farklihk goésteririler ve
icerdikleri  izopren sayisina gore siniflandinlirlar:  Monoterpenoidler  (2),
Sesquiterpenoidler (3) (Sekil 3), Diterpenoidler (4), Sesterterpenoidler (5),
Triterpenoidler (6), Tetraterpenoidler (8) ve Politerpenoidler (cok sayida).

Terpenoidler bircok bitkisel preparatta bulunur. In vitro ve in vivo hayvan
calismalari terpenoidlerin antikanser, iltihap tedavi edici, antiallerjik, bagisiklik
sistemini guglendirici, hipolipidemik, antihipertansiyon, antihepatotoksik, antiviral,
hipoglisemik, antifungal ve antiparazitik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir
(Lacailledubois ve Wagner 1996; Connolly ve Hill 1997). a-Hederin farelerde doz ve
zaman bagimh olarak total hepatik CYP icerigini ve mikrozomal etoksirezorufin O-
deetilaz (CYP1A1), metoksirezorufin-O-demetilaz (CYP1A), pentoksiresorufin O-
dealkilaz (CYP2B) ve anilin hidroksilaz (CYP2E1)In aktivitelerini anlamh olarak
azalttigi bildirilmigtir (Jeong 1998).

Bu etki, enzimlerin protein konsantrasyonlarinda reduklenmeyle gozlenmistir. Bu
etki immunoblot analizi ile ve ayni zamanda northern blot analizi ile de gdsterildigi
gibi CYP1A1/2 ve CYP2B1/2'nin mRNA seviyeleri ile belirlenmigtir. a-Hederin fare
hepatoma hucre hatlarinda (Hepa-1clc7) CYP1Al geninin tepki elementi olan
dioksinin indUkleyici etkisini CYP1A’'nin enzimatik aktivitesinde (EROD), protein ve

MRNA seviyesinde baskilamistir (Jeong ve Lee 1999).

1.3.4. Antrakinonlar

Antrasen turevi olan ve aromatik bir bilesik olan antrakinon (9,10-dioksoantrasen)
cesitli bitkilerde, likenlerde ve boceklerde pigment olarak bulunur. Antrakinonlar (AQ)
CYPA450’ler ile substratlari, indukleyicileri ve inhibitorleri olarak t¢ sekilde etkilesirler.

Ornegin, codu laksatif ilagta bulunan bir antrakinon olan emodin (3-metil-1,6,8-
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bihidroksiantraquinon) CYP1A2 tarafindan 2-hidroksiemodine metabolize edilir
(Mueller ve ark. 1998). Hem in vitro hem in vivo ¢alismalar cesitli CYP’lerin (6zellikle
CYP1A) guglu indukleyicisi olan bazi antrakinonlari gostermistir (Longo ve ark. 2000;
Wang ve ark. 2001). Bunun yani sira bazi AQ’lar, ¢odu prokarsinojenin
aktivasyonundan sorumlu olan CYP1A1/1A2’nin guclu inhibitorleridir (Hao ve ark.
1995; Sun ve ark. 2000; Lee ve ark. 2001). Ornegin; emodin, krizofanol ve rhein
iceren birkagc AQ CYP1A17’i inhibe etmistir (Sun ve ark. 2000). Dogal ve sentetik
AQ’larin bir bagka serisi, sican hepatik mikrozomlarinda 7-etoksikumarin O-deetilaz
(CYP1A2) aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Hao ve ark. 1995).

1.4. Projede Kapsaminda Caligilan Bitki

Tarkiye florasi ilging ve zengin bir yapiya sahip olusunu; Tuarkiye’nin Avrupa-
Sibirya, Akdeniz ve iran-Turan fitocografik bdlgelerinin karsilastigi bir yerde
bulunmasina, Guneybati Asya ile GUney Avrupa arasinda bir kdpru olusturmasina,
¢ok sayida cins ve turin gen merkezlerinin Anadolu olmasina, topografyanin
farkliliklar gostermesine, c¢ok farkli iklim tiplerinin bulunmasina, jeolojik ve
jeomorfolojik yapinin ¢ok degiskenlik godstermesine, tlir endemizminin ylksek
olmasina ve birgok Kkultur bitkisinin anavataninin Turkiye olmasina baglamak
mumkunduar (Davis 1965). Turkiye'deki toplam takson sayisinin ise yaklasik 12.000

civarinda oldugu tespit edilmigtir.

Bitkilerin tedavide kullanilmalari ¢gok eski tarihlerde baslar. Tum dunya ulkelerinde
oldugu gibi ulkemizde de tibbi agidan 6nemli bulunan bitkiler yuzyillardan beri halk
arasinda kullaniimaktadir. Dldnya saghk tegkilatt (WHO)nin 91 dlkenin
farmokopelerinde (kodeks) ve tibbi bitkileri Gzerinde yapilmis olan bazi yayinlara
dayanarak hazirladigi bir arastirmaya gore tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin
toplam miktar1 20.000 civarindadir. Bundan ancak 500 kadarinin tarimsal Uretiminin
yapildigi kaydedilmektedir. Ayrica degisik amacla kullanilan bitkilerin ¢ok azi
farmokopelerde kayithdir. Ornegin Tirk kodeksinde kayitlh bitki sayisi 140
civarindadir. Halbuki Turkiye de tibbi amacla tiketilen bitki sayisi ¢ok fazladir, hatta
bazi yayinlarda bunun en az 500 civarinda oldugu kaydedilmektedir (Baytop 1994).
Gunumuzde bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, regete ile satilan ilaglarin % dnemli

bir bolumdnd olusturmaktadir. Bu amagla bir¢ok bitki farmakolojik yonlerden hatta
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biyolojik savasin gundemde oldugu son vyillarda bitki savunma mekanizmasi
bakimindan da c¢ok yonlu arastiriimaktadir. Bitkilerin insan sagligi i¢cin onemli

Ozellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastiriimaktadir.

Calisma kapsaminda segilen tur ile ait oldugu familya, bitkinin genel 6zellikleri,
fitokimyasal icerigi, halk arasinda kullanilis sekilleri ve bu bitkinin tedavi edici etkileri

Uzerine yapilan ¢alismalar asagida verilmigtir.

1.4.1. Tuyla Yakiotu [Epilobium hirsutum L. (Onagraceae)]:

Onagraceae familyasinin bir Uyesi olan Epilobium hirsutum L., Turkiye’de yaygin
olarak yetigen, kalin rizomlu, ¢ok yillik bir bitkidir (Sekil 2). Gévde uzunlugu 30-210
cm arasi degisir. Lanseolat yapraklari, yogun tayludur, kenarlari serrattir ve yari-
ampleksikauldur. Cicek durumu salgi ve ortu tuyleri ile kaphdir. Cicekleri pembemsi-
mordur. 4-10 cm boyundaki kapsulli, 1-1,5 mm c¢apinda Uzeri tiberkalla tohumlari
tasir. Ozellikle su kenarlarinda yetisir, Temmuz-Eylul aylarinda gigeklenir (Davis
1972). Turkiye’de Epilobium tirleri genel olarak “yakiotu”, Epilobium hirsutum ise
“tayll yakiotu” olarak bilinir (Baytop 1994, 1999).

Sekil 2. Tuylu yakiotu (Epilobium hirsutum)

Bitki; polifenoller (ellajik asit, valoneik asit, protokateik asit, kafur, mirisitrin,
hiperozit, guayaverin, kersetin-3-O-B-D-glukuronit, kersetin-3-O-alpha-L-
arabinofuranozit), steroitler (6zellikle B-sitosteroller) ve tanenler igerir (ellajitanninler)
(lIvancheva ve ark. 1992; Barakat ve ark. 1997; Gruenwald 2000).
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Epilobium tdrlerinin yaprak ve kdkleri Anadolu’da genel olarak kabiz tedavisinde
kullanihr (Baytop 1999). Mersin, Adana illerinde yapilan bir etnobotanik ¢alismada,
Epilobium’un yakiotu adiyla, ates dusuricu olarak ve prostatta kullanildigi
kaydedilmistir (Tita ve ark. 2001; Everest ve Oztiirk 2005). Bitki Amerikan yerlileri
tarafindan rektal kanamalarda, Cinliler tarafindan da menstiral bozukluklarda
kullanilir. Sulu ekstresi ise yara iyi edici olarak haricen uygulanir (Gruenwald 2000).

Rusya’da “kaporie” gayi olarak tiketiimektedir (Grieve 1984).

Epilobium hirsutum’un toprak Ustu kisimlari antienflamatuvar ve 6dem giderici
etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Sulu ekstresinin sican ayagindaki 6édemi etkili bir
bicimde engelledigi gdzlenmistir. Antimikrobiyal etki de gdzlenmistir. Ozellikle
Pseudomanas pyocyanea, Candida albicans, Staphylacoccus aureus Uzerinde etkili
oldugu gdsterilmistir. Siganlardaki timorler Uzerinde inhibe edici etki gosterdigi de
rapor edilmistir. Bitki, kot huylu olmayan prostat hiperolazisinde ve idrar yapma
sorunlarinda etkilidir (Gruenwald 2000; Vitalone ve ark. 2001; 2003). Polonya’da
yetisen 31 bitki Uzerinde yapilan bir galismada, E. hirsutum’un ylksek oranda
antioksidan etkili oldugu ve bu etkisinin icerdigi fenolik birlesiklere bagh oldugu
gosterilmistir (Wojdylo ve ark. 2007). Epilobium’'un toksik etkiler gdsterdigi ve
epileptik benzeri sendromlar olusturdugu da ileri stralmustur (Chopra ve ark. 1986).

Epilobium hirsutum’un etkileri Gzerine yapilan fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Tuayli Yakiotunun Toplanmasi

Proje kapsamindaki ¢alismalarin ilk blimUunu olusturan, ¢calisma materyali olarak
secilen taylu yakiotunun (Epilobium hirsutum) toplanmasi, 2009 yaz déneminde
Duzce’ye yapilan arazi ¢calismasi ile gergeklestirildi. Daha 6nce, ilk proje onerisinde
Kayseri-Pinarbasi’'ndan 2008 vyilinda toplandigi belirtilen bitki materyali, proje
baslangicinin uzamasi — ayrica bu tur calismalarda yeni tarihli materyalin
kullanilmasinin avantajlari - nedeniyle kullaniimadi. Onun yerine, daha yakin tarihte
Duzce’den toplanan bitki materyalinin kullaniimasi uygun goruldd. Toplanan bitki

materyali ile ilgili ayrintilar asagida verilmektedir:

Bitki Materyalinin Toplandigi Tarih: 17 /07 /2009

Duzce, Golyaka, Kisa Mahmut
Bitki Materyalinin Toplandigi Adres: Mahallesi’nden Sacmalipinar KoéyU’'ne

giderken yol kenarlari.

0 ) LR}
Bitki  Materyalinin  Toplandign | N 40" 44 19.9

Koordinatlar: E 30° 56’ 28.2"

Bitki Materyalinin Toplandigi Rakim: | 563 m

Bitki Materyalinin Herbaryum (Ankara
Universitesi  Eczacihk  Fakiiltesi | AEF 25 812
Herbaryumu-AEF) Numarasi:

Bitki materyali toplanirken, ¢evresel kirlilikten uzak bir habitatin secilmesi gerekliligi

g6z 6nunde bulunduruldu.

Bitkiler araziden toplandiktan sonra herbaryum &rnekleri, morfolojik 6zelliklerini
¢ok fazla kaybetmeden herbaryum kurallarina goére preslendi. Turkiye Florasi (Davis,
1978, 1984, Gengler-Ozkan 2002) ve Ankara’daki Universite herbaryumlarindaki
ornekler yardimiyla teshis edildi. Preslenerek kurutulan sahit numuneleri ile

hazirlanan herbaryum ornekleri etiketlenip herbaryum numarasi verildikten sonra
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Ankara Universitesi, Eczacilik Fakultesi Herbaryumu'na (AEF) kaldirildi. Biyoetki ve
kimyasal galismalar igin, usulune uygun olarak toplanan ornekler ise genis elekler
Uzerinde, golge ve havadar bir yerde kurutuldu. Kurutulmus ornekler laboratuvar

Olcegindeki degirmende toz edildi.

2.2. Ekstrenin Hazirlanmasi ve Ana Etken Maddelerin Tanimlanmasi

2.2.1. Ekstrenin hazirlanma yontemleri

Ogutllmls ve toz haline getirilmig bitki 6rneklerinden 50 g alinarak 8 saat siireyle
oda sicakliginda, steril distile su ile hareketli maserasyona tabi tutuldu. Bu iglem igin
Heidolph marka mekanik karigtirici cihazi 300 devir/dak. hizda kullanildi. Elde edilen
ekstre suzge¢ kagidindan suzuldi ve liyofilizatorde (Christ Gamma 2-16 LSC)
kurutuldu ve tartildi. Verim hesabi (w/w) yapildi. Ekstre, aktivite ve enjeksiyon

calismalarinda kullanilmak Uzere sikica ambalajlanarak -20°C’de muhafaza edildi.

Elde edilen toz ekstre, distile suda ya da ilgili tamponlarda kolayca ¢ozllerek
kullanildi.

2.2.2. Etken Bilesiklerin Teshisleri (Kalitatif-Niteliksel)

Her ne kadar secilen tuylu yakiotunun fitokimyasal igerikleri bilinmesine ragmen,
farkli lokalitelere gore polifenol bilesiklerinin degiskenlik gostermesi nedeni ile
calismamizin diger bir kismini bu bitkinin etken bilesiklerinin kalitatif tayini
olusturmaktadir (kontrol amagl). Yukarida kullanima hazir hale getirilmis liyofilize
ekstre yada dgutulerek toz haline getirilmis tozlarina asagida ayrintisi verilen teshis

reaksiyonlari ayri ayri uygulanmistir.

2.2.2.1. Alkaloit teshisi

Tayld yakiotunun 6gutulerek toz haline getirilmis tozlarindan 0,5 g alinarak % 6
H,SO, iceren % 70’lik etanolin 10 ml'si ile 1 dakika kaynatilip, sogutularak gokmeye
birakildi. Ustteki sivi kisimdan 2 tiipe az miktarda alindi. Mayer ve Dragendorff
reaktifleri eklenerek ¢okelek meydana gelip gelmedigi kontrol edildi. Bu kontrolden
sonra etanolli ekstre kliguUk bir ayirma hunisine alinarak %25’lik Na;COs3;
cozeltisinden yeteri kadar ilave edilerek alkalilendirildi. 15 ml kloroformla ¢alkalanarak
tabakalar tamamen ayrildiktan sonra kloroformlu faz bir ayirma hunisinde 15 ml
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%10’'luk asetik asit ¢oOzeltisiyle tuketildi. Asetik asitli faz 3 ayri tipe alinarak
bunlardan biri kontrol igin saklanirken, ikincisine Mayer, Uguncusune ise Dragendorff

reaktifleri eklenerek ¢okelek meydana gelip gelmedigi gozlendi (Tanker ve ark. 1986).

2.2.2.2. Kardiyoaktif heterozit teshisi

Toz edilmis 2 g 6rnek, 10 ml % 70’lik etanolle su banyosunda 2 dakika kaynatilip
suzuldu. Suzdantu iki misli suyla seyreltilip, 1 ml derisik kursunsubasetat ¢ozeltisi
eklenerek suzuldi.Sazuntid 10 ml kloroformla ekstre edildi, kloroformlu faz 3 ayri

kapsule alinip asagidaki reaksiyonlar uygulandi (Tanker ve ark. 1986):

a. Keller Kiliani Reaksiyonu: Kapsiildeki ¢ozelti kuruluga kadar uguruldu. Uzerine
3 ml, % 3,5'luk glasiyal asetik asitli FeCl; ¢ozeltisi ilave edilip 1 dakika bekletildi.
Sonra deney tlpinde bulunan 2 ml kadar derigik slfirik asit Gzerine bir tabaka

yapacak sekilde dikkatle aktarildi, meydana gelen renk gézlendi.

b. Baljet Reaksiyonu: Kapsuldeki ¢ozelti ugurulup, artik 1 ml etanolde ¢ézuldukten
sonra uzerine Baljet Reaktifi damlatildi, renklenmenin meydana gelip gelmedigi

g6zlendi.

c. Liebermann- Burchard Reaksiyonu: Kapsuldeki ¢ozelti ugurulup artik 1 ml
glasiyal asetik asitte ¢ozuldu. Tupe alinan bu ¢ozelti 1-2 damla derisik sulfurik asit ile

tabakalandirilip meydana gelen renk gézlendi.

2.2.2.3. Saponozit teshisi

Toz edilmis 0,5 g 6rnek 10 ml sicak su ile beraber bir deney tupline konup,
soguduktan sonra yaklasik 10 saniye kadar kuvvetle galkalandi. Saponozit varsa en
az 10 dakika sabit kalan 1-10 cm ylksekliginde ve Uzerine 1-2 damla 2N HCI
damlatildiginda kaybolmayan bir kopuk tabakasinin meydana gelip gelmedigi kontrol
edildi (Cubukgu 1992).

2.2.2.4. Flavonoitlerin teshisi

Toz edilmis bitki % 2’lik dekoksiyon hazirlandi, stzuldi ve sogutuldu. Bu ekstre

uce ayrilip asagidaki reaksiyonlar uygulandi:

*Birka¢g damla % 10’luk amonyak c¢ozeltisi ilave edilerek meydana gelen renk

go6zlendi.
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*Bazik kursun asetat ilavesiyle olusan renk gozlendi.
*Sulu FeCl; ¢ozeltisinden damla damla ilave edilerek olusan renk gozlendi.

*Siyanidin Reaksiyonu: Toz edilmis bitki érnekleri 5 ml etanolle iyice ¢alkalanarak
ve hafif isitilarak ekstre edildi. Ekstre suzildikten sonra, suzuntd Uzerine 0,5 ml
derisik HCI ve bir spatul ucu ile Mg tozu ilave edildi. Hidrojen ¢ikigi ile kopukte olusan
renkler gézlendi (Tanker ve ark. 1986).

2.2.2.5. Antosiyanozit teshisi

Toz edilmis bitki ornekleri % 50’lik etanolle hafif alevde ekstre edilip suzuldd,

stzintl bese ayrildi ve asagidaki reaksiyonlar uygulandi:
*Seyreltik H,SO, ilavesiyle olusan renk gozlendi.

*Once NaOH cozeltisi ilave edilip sonra HCI ile asitlendirilir ve meydana gelen

renkler gozlend..
*% 10’luk kursun asetat ¢ozeltisi ile meydana gelen ¢okelek gézlendi.

*Bir miktar amil alkol konup c¢alkalanir ve tabakalarda meydana gelen renklenme

goOzlendi.

*Seyreltik H,SO, ile hafifge isitildi, sogutulduktan sonra amil alkolle galkalandi,

amil alkol tabakasinda meydana gelen renklenme gézlendi (Tanker ve ark. 1986).

2.2.2.6. Siyanogenetik heterozit teshisi

Toz edilmis bitkinin 1g’t 100 ml'lik bir erlene konularak, ancak islatacak kadar su
ilave edildi. Sodyum karbonat ¢oOzeltisi ile 1slatilan pikrik asit emdirilmis bir slizge¢
kagidi, su ile islatiimis drogun yakinina kadar erlenin i¢ine sarkitilarak bir mantar tipa
yardimiyla hafifce sikistirildi. Erlen hafif bek alevinde isitilip kagitta meydana gelen
renk gozlendi (Tanker ve ark. 1986).

2.2.2.7. Tanen tesghisi

Bitki orneklerinin toz edilmis halinden %5’lik infizyon hazirlanir. Bu inflizyon

Uzerinde asagidaki incelemeler yapildi:
*Agir metal tuzlari ile verdigi ¢cokelek gozlendi.

*%5’lik FeCl; ¢gozeltisi ile verdigi renk gozlendi.
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*%1’lik tuzlu jelatin ¢gozeltisi ile verdigi ¢cOkelek gozlendi.
*Bromlu su ilave edilerek olugan ¢Okelek gozlendi.

«Stiasny reaktifi (formol+derisik HCI) ile meydana gelen c¢okelek gdézlendi
(Cubukgu 1992).

2.2.2.8. Antrasen teshisi

Toz edilmig 0,1 g Ornek alinarak, 5 ml seyreltik H,SO, ile 2 dakika kaynatildi.
Hidroliz Grand sicakken suzildu. Suzuntd sogutuldu ve az miktar benzenle ekstre
edildi. Ustte bulunan benzen tabakasi alindi ve % 10’luk amonyak ile galkalandi.

Alttaki amonyak tabakasinin rengi gézlendi (Tanker ve ark. 1986).

2.2.2.9. Kumarin teshisi

Toz edilmis 1 g 6rnek alindi, bunun Gzerine 10 ml 1N H,SO, ilave edildi. Geri
geviren sogutucu altinda 10 dakika kaynatildi ve sicakken suzuldd. Stzintld ayirma
hunisinde 15 ml kloroformla galkalandi. Kloroformlu faz ayrilip bunun 5 ml’si Gzerine
5 ml %10’luk NH3 ¢ozeltisi ilave edilerek galkalandi. Cozelti 5 dakika bekletildikten
sonra amonyakl fazin UV366 nm’de floresans verip vermedigi kontrol edildi (Tanker
ve ark. 1983).

2.2.2.10. Ugucu yag teshisi

Bitki drnekleri parmaklar arasinda ovusturulmasi ile bir koku olusup olusmadigi
g6zlendi. Yine ayni oOrneklerin tozundan hazirlanan preparatlar Sartur reaktifi ile
incelendi: Preparata hafif 1s1 uygulandi. Ayrica seyreltik etanol lamelin kenarindan
sizdirilarak preparatin yikanmasi ile yag damlaciklarinin yok olup olmadigi incelendi
(Tanker ve ark. 1983).

2.2.3. Tuylu Yakiotunun Standardize Edilmesi

Epilobium hirsutum sulu ekstresi Agilent teknolojileri 6210 TOF LC/MS
kullanilarak rutin icerigi agisindan standardize edilmigtir. Bu amacla, baglangi¢ olarak
rutinin LC-MS analizi gergeklestirildi ve 611,5 kitle biriminde pik tespit edildi. 20-200
ppm arahdinda degisen rutin konsantrasyonlari kullanilarak ve pik alanlar ile
iligkilendirilerek bir kalibrasyon grafigi olusturuldu. Bu grafik elde edilen ekstraktlarin

igindeki rutin miktarini saptamak ve standardize etmek icin kullanildi.

32



2.2.3.1 Tuylu Yakiotu Ekstresinin FTIR Analizi

Epilobium hirsutum sulu ekstresinin Kizilotesi spektrumu Perkin Elmer 100
Spektrometresi kullanilarak gerceklestirilmistir. ince toz haline getirilmis yaklasik 1
mg Epilobium 06zuta yaklasik 100 mg KBr ile karistinldi. Karigim, daha sonra
preslenerek seffaf bir disk elde edildi. Disk sonra spektroskopik inceleme igin cihaz

ISInina maruz birakildi ve elde edilen IR spektrumu kaydedildi.

2.4. Ekstrenin Deneklere Uygulanmasi

2.4.1. Enjeksiyon Asamasi- in vivo Hayvan Galismalari

Elde edilen tuyll yakiotu ekstresi her biri en az on sigandan (rat) olusan gruplara

intraperitonal olarak enjekte edildi.

Grup | (Kontrol ): Bu grupta 15 adet sigana hi¢ bir uygulama yapilmadi ancak
deney suresinde diger gruplarla ayni kosullarda tutuldu ve 10. gin giyotin kullanilarak
dekapite edilerek Otenazi yapildi (diger o6tenazi ydntemleri calismayi O6zellikle
enzimleri etkileyecegi nedeni ile fiziksel yontem secilerek kimyasal vb ile kirletiimemis

ya da etkilenmemis dokular elde edilmesi amaglanmistir).

Grup Il (Tuyla yakiotu EHT): Bu grupta 30 adet sigan kullaniimistir. Fakat 2 adet
sican enjeksiyona bagli nedenlerden dolayr olmustur. Tuyli yakiotundan elde
edilecek ekstre steril distile su ile ¢dzilerek bes gin boyunca 37,5 mg/kg vicut
agirhgr (va) olacak sekilde intraperitonel olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyon suresi
ve dozu literatirde benzer galigmalar igin uygulanan doz ve sureler g6z 6nlne
alinarak saptanmistir. Son enjeksiyondan 24 saat sonra siganlar dekapitazyon ile

Otenazi edilmistir. Bu islemler tg¢ ayri ddbnemde gercgeklestirilmistir. (Tablo 1).

Tablo 1. Deney Hayvanlarina Uygulama ProtokolU

Grup Denek (Sigan) Sayisi

I.Donem | Ill. Donem|lll. DOnem

Grup-I (Kontrol)

Grup-Il (EHT) 10 10 10
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Enjeksiyon iglemlerinin bolinerek gerceklestirimesi Oncelikle on verilerin
alinmasi ve boylelikle hayvanlarin muamele islemlerinde karsilasilabilecek
olumsuzluklar ve tespit edilen dozlarin akut toksisite olusturup olusturmadigi gibi
parametrelerin tespit edilmesi ve olasi bir durumda az sayida sigcanin telef edilmesi
saglanmis oldu. Ayrica Ozellikle |. donem calismalarindan elde edilen pozitif
verilerden sonra Il. donem c¢alismalar ikiye bolunerek ardigik iki hafta igerisinde
gerceklestirildi. Bu da bir defada ¢ok sayida hayvanin muamale edilmesi gibi ve
bunun olusturacagi sorunlari ortadan kaldirdi. Ill. Donem uygulamalar olasi tekrarlar
igin ornek olusturmak, deneklerin ve bagl olarak analizlerin n sayisini artirmak ve

olasi 6n muamele olusturmalari i¢in gergeklestirildi.

Tim bu islemler Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda
Veteriner kontrolinde ve gozleminde gerceklestirildi. Bu islemler igin gerekli olan Etik
Kurul izinleri Pamukkale Universitesi ve ODTU. Deney Hayvanlari Etik Kurullarindan

alinmigtir.

2.4.2. Dokularin Temini

Bu calismada kullanilan Wistar Albino siganlar Pamukkale Universitesi Tip
Fakultesi Deneysel Arastirma Biriminden temin edildi. Dort aylik erkek siganlar vicut
agirliklari dlgllerek yukarida tanimlanan gruplara ayrildi ve tanimlanan uygulamalar
belirlenen plan dahilinde gercgeklestirildi. Dokular (karaciger) ve kan diseksiyon
sirasinda temin edildi. Dokular ilk olarak buz Ustline alindi ve 6nce soguk distile su,
daha sonra da soguk fizyolojik serum ile yikanarak dokularin kani uzaklastirildi.
Dokular 6nce steril buzdolabi posetlerine kondu ve daha sonrada aliiminyum folyo ile
sarilip etiketlenerek sivi azotta donduruldu. Ardindan PAU Fen Edebiyat Fakiltesi
Molekuler Toksikoloji Arastirma Laboratuarina getirilen dokular -80°C’ye kaldirildi,
kanlar ise 10.000 rpm 5 dakika 4°C’de santrifuj edilerek serumlari elde edildi ve

serumlar derin dondurucuya kaldirilarak muhafaza edildi.
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2.5. Ekstrenin Ksenobiyotik Metabolizmasi Uzerine Etkilerinin Saptanmasi
2.5.1. Faz | ve Faz Il Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

2.5.1.1. Sitozolik ve Mikrozomal Fraksiyonlarin Eldesi

Oncelikle elde edilen dokulardan Schenkman ve Cinti (1978) metodunun
laboratuar sartlarimiz i¢in optimize edilmis olan $en ve Kirikbakan (2004) prosedurU
ile S1.5, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlar hazirlandi. Kisaca; laboratuarda daha
onceden agirliklar tartilan etiketli aliminyum folyolara sarili dokular -80°C Nuaire
(Nuaire Ultralow Freezer NU-6382E) derin dondurucudan cikartilarak hemen buz
Uzerine alindi. Bundan sonraki batln iglemler buz tGzerinde gergeklestirildi. Makas ile
dokular buz Gzerinde kiguk pargalara ayrildi. Kesilen dokulara, 3 mM EDTA pH 7,8;
50 mM Tris-HCI pH 7,5; 0,5 mM PMSF; 0,3 mM ¢-ACA; 0,15 mM BHT; %10 gliserol
ve %0,15 Triton X-100 igeren homojenizasyon ¢ozeltisi eklenerek buz igine
oturtulmus olan Potter-Elvehjem cam-teflon homojenizatérde homojenizasyon iglemi
uygulandi. Homojenizator tupune alinan doku agirliklarinin 3 kati homojenizasyon
cozeltisi eklendi. Homojenizasyon islemi teflon tokmak cam tlp igcinde 10 kez asagi-
yukari sekilde hareket ettirilerek ve dakikada 2600 donus yapacak sekilde gevrilerek
gerceklestirildi. Teflon gubugun doéndurtlmesi islemi matkap (Skil 6375) kullanilarak
yapilidi. Elde edilen homojenat, hlicresel kalintilari uzaklastirmak Uzere Sigma 3K
sogutmali santriflij kullanilarak 700 xg’de 10 dakika santriflij edildi ve sipernatant cift
kath steril sargl bezinden siuzllerek peletten ayristiriidiktan sonra 12,000 x g‘de 25
dakika tekrar santriflj edildi. Elde edilen fraksiyonda pelet atildi ve supernatant ise
hacminin 0,5 kati soguk 0,16 M CaCl, eklenmesi ile 32000 x g‘de 25 dakika santrifij
edildi. Sivi sitozol kismi eppendorf tlplere esit hacimlerde konularak etiketlendi ve -
80°C derin dondurucuda saklandi. Kalan mikrozomal pelet, soguk homojenizasyon
cOzeltisi ile yikanarak 32000 x g de 20 dakika tekrar santriflj edilerek yikandi. Cikan
supernatant dokulerek pelete baglangi¢c doku agirhginin 0,5 kati soguk suspansiyon
tamponu (2 mM EDTA pH 7,5; %10 gliserin) eklenerek elle homojenize edilip
eppendorf tlplere esit hacimlerde konularak -80°C Nuaire derin dondurucuda

saklandi.
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2.5.1.2. Protein Tayini

Dokulardan elde edilen mikrozomal fraksiyonlarin protein miktari tayini, BSA
(s1g1r serum albumin) standart olarak kullanilarak Lowry ve ark. (1951)’'nin metoduyla
yapildi. 1:200 oraninda seyreltilmis olan mikrozomlar test tiplerine 0,1 ml’den 0,5
ml'ye degisen hacimlerde alindi ve son hacim deiyonize distile su ile 0,5 mlye
tamamlandi. Sonra %Z2’lik bakir sulfat, %2’lik sodyum potasyum tartarat ve %Z2’lik
sodyum karbonat iceren 0,1 N NaOH’in karistirimasiyla olusturulan alkali bakir
reaktifi ile karistirilir ve oda sicakhiginda 10 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oraninda seyreltiimis olan Folin reaktifinden her
bir tipe ilave edildi ve 50°C’de 10 dakika inklbe edildi. Olusan rengin yogunlugu her
bir tlp icin 660 nm’de kore karsi dlguldu. Protein miktarlari elde edilen egim degeri

kullanilarak hesaplandi.

2.5.1.3. Anilin 4-Hidroksilaz (A4H) Tayini (CYP2E1)

Doku mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark. (1966)
tarafindan 6nerilen metoda goére p-aminofenol (pAP) miktarinin dlgliimesiyle tespit
edildi (Sekil 3). Tipik reaksiyon karisimi 100 mM HEPES tamponu, pH 7,6 ve 10 mM
anilin, karaciger igin 1 mg mikrozomal protein ve 0,5 mM NADPH icerir ve son hacim
0,5 ml'’e tamamlandi. Reaksiyon 0,5 mM NADPH eklenmesiyle baslatildi ve iginde
mikrozomlarin yer aldigi sifirnci zaman koru denilen tuplere reaksiyonu sifirlamak
icin NADPH eklemeden énce %20 TCA eklendi. inkiibasyon 37°C’'de, 25 dakikada
calkalamali su banyosunda gerceklestirildi. Reaksiyon Inkiibasyon siiresi sonunda
reaksiyon tuplerine %20 TCA eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra karigim
eppendorf tuplerine transfer edilerek 12100 xg’de 20 dakika santrifij edildi. Sonugta,
stupernatant yeni tlplere transfer edilip %20 Na,COs3 eklenerek nétralize edildikten
sonra 0,4 N NaOH iceren %20 fenol eklenerek renk olusumu saglandi. Renk
olusumu icin 30 dakika 37°C sicaklikta inkibasyonun ardindan 630 nm’de

spektrofotometrik olarak kore kargi olgulda.
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Sekil 3. Anilin 4-hidroksilasyonu

2.5.1.4. N-Demetilaz Aktivite Tayinleri

Sican doku mikrozomlarindaki Etilmorfin, N-Nitrosodimetilamin, Eritromisin,
Kafein ve Aminopiren N-demetilaz aktiviteleri Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan
Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna goére formaldehit miktarinin dlgiimesiyle

tespit edilmigtir (Sekil 4-8).

HC

—N=0 —N=0
H C ’ C N M
NADPH, H NADP
N-nitroso N-nitroso
metilamin

dimetilamin
0; Hh0

Sekil 4. N-nitrosodimetilamin N-demetilasyonu
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/
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O )\N >
CHa NADPH, H NADP CH3

0; H0

Sekil 5. Kafein N-demetilasyonu
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Sekil 6. Eritromisin N-demetilasyonu
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Sekil 7. Aminopiren N-demetilasyonu
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Sekil 8. Etilmorfin N-demetilasyonu
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Tablo 2’de her bir substrat igcin reaksiyon karisiminda olmasi gereken son

konsantrasyonlar verilmigtir. Buna gore tipik reaksiyon karigimi HEPES tamponu,

uygun substrat, belirtilen miktarlarda mikrozomal protein ve 0,5 mM NADPH ve ultra

saf su kullanilarak son hacim 0,5 ml olacak sekilde hazirlandi.

38

NADPH’In ortama



eklenmesiyle reaksiyon baslatildi. Iginde mikrozomlarin yer aldigi sifirnci zaman
korl denilen tuplere reaksiyonu sifirlamak igcin NADPH eklemeden 6nce 0.75 N’lik
perklorik asit eklendi. inkiibasyon 37 °C’de, 25 dakika calkalamali su banyosunda
gerceklestirildi. inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon tiiplerine 0,75 N’lik perklorik
asit eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra karisim eppendorf tlplerine transfer
edilerek 12100 x g’de 20 dakika santriflj edildi. Sonugta, supernatant yeni tlplere
transfer edilip Nash reaktifinden eklenerek renk olusumu icin 10 dakika 50 °C
sicaklikta inkibasyonun ardindan 412 nm’de spektrofotometrik olarak kére kargi
Olguldl. Standart olarak kullanilan formaldehitin farkl konsantrasyonlari yardimi ile
olusturulan kalibrasyon grafiginin egiminden yararlanilarak aktiviteler hesaplandi.
Enzim aktiviteleri sirasiyla, Etilmorfin N-Demetilaz (EmND; CYP2B) Eritromisin N-
demetilaz (ErND), N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz (NDMA-ND; CYP2E1,), Kafein
N-Demetilaz (CN3D; CYP1A2, CYP3Al) ve Aminopiren N-demetilaz (APND,
CYP2C9, CYP3A, CYP2B) olarak isimlendiriimektedir. Bu enzimlerin katalizledigi

reaksiyonlar yukaridaki sekillerde verilmigtir.

Tablo 2. N-demetilaz aktivite tayinleri i¢in inkiibasyon karisiminin bilesenleri.

Stok Sollisyonlar Son Konsantrasyon
HEPES tamponu
pH 8.0 (EmND igin) 100 mM
pH 7.5 (APND igin) 100 mM
pH 7.7 (NDMA-ND igin) 50 mM
pH 7.8 (END ve CN3D igin) 50 mM
Substrat
Etilmorfin 15 mM
4-dimetilaminoantipiren 0,1 mM
N-nitrosodimetilamin 2,5 mM
Eritromisin 5mM
Kafein 0,1 mM
Mikrozomal protein (karaciger)
APND ve CN3D igin 2 mg/ml
EmND igin 1,5 mg/ml
NDMA-ND, ErND icin 1 mg/mi
NADPH 0,5 mM
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2.5.1.5. Etoksirezorufin O-Dealkilaz (EROD) Aktiviteleri Tayini

Sigan doku mikrozomlarinin EROD aktiviteleri Burke ve Mayer (1974) metodu ile
Sekil 9'da verildigi gibi tespit edilmistir ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize
edilen sartlar kullanilmistir. Bu aktivite tayinlerinde substrat olarak 7-etoksirezorufin
(CYP1A1) kullaniimigtir. Tablo 3'te substrat igin reaksiyon karigsiminda olmasi
gereken son konsantrasyonlar verilmigtir. Buna gore tipik reaksiyon ortami 100 mM
potasyum fosfat tamponu pH 7,80, 100 mM NacCl, 1,2 mg BSA, 100 ug mikrozomal

protein verilen konsantrasyonlarda substrat ve 0,1 M NADPH icermektedir.

UI’IWUU

Alkoksmrezorufin Rezomfm

Sekil 9. Alkoksirezorufin dealkilasyonu

Her bir substrat (7-etoksirezorufin, 7-metoksirezorufin, 7-pentiloksirezorufin ve 7-
benziloksirezorufin) igin enzim aktiviteleri sirasiyla; etoksirezorufin O-deetilaz
(EROD), pentiloksirezorufin O-depentilaz (PROD), metoksirezorufin O-demetilaz
(MROD) ve benziloksirezorufin O-debenzilaz (BROD) olarak isimlendirilmektedir.

Reaksiyon ¢dzeltisinin hazirlanmasinda Tablo 3'te belirtilen hacimlerde stok
cozeltilerden alinarak, florometre klvetinde reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon
en son substrat ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian)
Florometre’de 2 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon karisimina i¢
standart olarak resorufinin bilinen miktari eklendi ve florosans’taki artis kaydedildi.
Enzim aktiviteleri, resorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis kullanilarak

hesaplandi.

Tablo 3. EROD aktivite olglim karigiminin igerigi.

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
KPi tamponu pH7,8 100 mM

NaCl 100 mM

BSA 1,2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/ml 100-200 pg
Substrat

NADPH 0,50 mM
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2.5.1.6. Sitozolik Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
substrati kullanilarak Habig ve ark. (1974) tarafindan 6nerilen spektrofotometrik
metotla ve Sen ve Kirikbakan'in (2004) optimize ettigi sartlar kullanilarak tayin
edilmistir. Habig metodu, GST tarafindan CDNB ile GSH konjugasyonu sonucu
olusan 2,4-dinitrofenil glutatyon kompleksinin 15191 340 nm’de absorplamasina
dayanmaktadir (Sekil 10).

Cl

SG
N
GSH + ©2 GST NG,
—_— >
Redilte NOz NOQ
glutatyon CDINB 2 4-dinitrofenil

glutatyon

Sekil 10. GST-CDNB enzimatik reaksiyonu

Tablo 4’deki gibi tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat (KPi) tamponu
pH 7,50, 1 mM redlkte glutatyon (GSH), 25-50 ug sitozolik protein ve 1 mM CDNB
icermektedir. Reaksiyon ¢ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 4’de belirtilen stok
¢Ozeltilerden alinarak, spektrofotometre kivetinde 1 ml reaksiyon karisimi hazirlnadi.
Reaksiyon en son CDNB ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon 10 sn’lik bir bekleme
suresinden sonra absorbans degisimi Jenway Specord 200 spektrofotometrede 340
nm'de 1 dakika boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada
absorbans degisimleri ve 9,6 mM™.cm™ olan molar absorblama katsayisi kullanilarak

hesaplandi.

Tablo 4. Tipik GST-CDNB aktivite dlgim karigiminin icerigi

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
KPi tamponu pH 7,5 100 mM
Glutatyon (GSH) 1 mM
CDNB 1 mM
Sitozolik protein 50-100 ug
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2.5.1.7. Sitozolik Kinon Rediiktaz (NQO1) Aktivite Tayini

Hazirlanan doku sitozollerinde NQO1 aktivitesi 2,6 diklorofenolindofenol (DCPIP)
substrati kullanilarak Ernster ve ark. (1960) tarafindan &énerilen spektrofotometrik
metotla tayin edilmistir. Bu metot 600 nm’de 1s1§1 absorplayan DCPIP ‘nin NQO1
tarafindan  indirgenmesi  sonucu olusan indirgenmis formunun  azalan

absorpsiyonunun olgulmesine dayanmaktadir (Sekil 11).

- H
/@/Nﬂ“ Cl NQO! /@/w Cl
-
HO 0 / \ HO \@(m
Cl Cl

NADPHH" +NADP"

2. 6-diklorofenolindofeno] inirpenmis form

Sekil 11. NQO1 enzimatik reaksiyonu

Tablo 5’teki gibi tipik reaksiyon ortami 25 mM potasyum fosfat (KPi) tamponu pH
7.8, 0,7 mg/ml Sigir Serum Albdmini, 0,2 mM NADPH, 40 mM 2,6
diklorofenolindofenol (DCPIP) ve 50-100 ug sitozolik protein icermektedir. Reaksiyon
¢Ozeltisinin hazirlanmasinda Tablo 5'te belirtilen stok ¢ozeltilerden alinarak,
spektrofotometre kivetinde 1 ml reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon en son
NADPH ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon 10 sn’lik bir bekleme slresinden sonra
absorbans degisimi spektrofotometrede 600 nm’de 2 dakika boyunca takip edildi.
Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimleri ve 21 mM™.cm™ olan

molar absorblama katsayisi kullanilarak hesaplandi.

Tablo 5. Tipik NQO1-DCPIP aktivite dlgim karigiminin igerigi

Stok Cozeltiler Son
KPi tamponu pH 7,8 25 mM
Sigir Serum Albumini 0,7 mg/ml
Nikotinamid adenin dinUkleotit fosfat 0,2 mM
2,6 diklorofenolindofenol (DCPIP) 40 mM
Sitozolik protein 50-100 ug
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2.6. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

2.6.1. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz enziminin aktivite Olcimu Abei (1974) tarafindan tarif edilen
spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edilmistir. Bu metot katalaz tarafindan

hidrojen peroksitin oksidasyonunun 240 nm’de takibine dayanmaktadir.

Tablo 6’da verildigi Uzere reaksiyon ortami hazirlandi ve ¢ozeltiler verilen sirada
3 mllik kuartz kivetlere konularak Jenway Specord 200 spektrofotometrede 240
nm'de 5 dakika takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans

degisimleri kullanilarak hesaplandi.

Tablo 6. Tipik bir katalaz aktivite 6lciim reaksiyonunun icerigi

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
KPI tamponu (pH: 7,0) 140 mM
Hidrojen peroksit % 3

Enzim (1000 x g post fraksiyonel protein) 0,2 mg

2.6.2. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD enziminin aktivite 6lcimu Marklund ve Marklund (1974) spektrofotometrik
metodu kullanilarak tayin edilmistir. Bu metot SOD tarafindan pirogallolun

oksidasyonunun 440 nm’de takibine dayanmaktadir.

Cozeltiler Tablo 7°’de verilen siraya gore 3 ml’lik kuartz kuvetlere konuldu ve
Jenway Specord 200 spektrofotometrede 440 nm’de 7 dakika boyunca takip edildi.
Daha sonra buradan elde edilen absorbanslara gore SOD aktivitesi hesaplandi. Her
bir doku fraksiyonu icin 50, 100, 200, 300, 400 ug protein ile bu islem tekrarlandi.

Protein miktarina gore aktivite degisimi dikkate alinarak hesaplamalar yapildi.

Tablo 7. Tipik bir SOD aktivite dlcimunun igerigi

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon (mM)
Tris-HCl icinde 10 mM EDTA (pH 8,2) 140

Enzim (1000xg post fraksiyonel protein) 0,3 mg

15 mM pirogallol 15
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2.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX) Aktivite Tayini

GPx enziminin aktivite Oolgimu Paglia ve Valentine (1967) spektrofotometrik
metodu kullanilarak tayin edilmistir. Bu metot NADPH'In NADP"’ye oksidasyonunun

340 nm’de dl¢limesi esasina dayanmaktadir (Sekil 12).

H,0, H,O

2GSH - > G55G

RS T

NADPH H" NADP*

Sekil 12. GPX enzimatik reaksiyonu

Cozeltiler Tablo 8'da verilen siraya gore 3 ml'lik kuartz kuvetlere konuldu. En son
enzim koyulduktan sonra oda sicakliginda 5 dakika beklendi. Daha sonrada 30 ul
hidrojen  peroksit reaksiyon ortamina eklenerek Jenway Specord 200
spektrofotometrede 340 nm’de 3 dakika boyunca takip edildi. Enzim aktiviteleri, elde
edilen dakikada absorbans degisimleri ve molar absorblama katsayisi kullanilarak
hesaplandi (Tablo 8).

Tablo 8. Tipik bir glutatyon peroksidaz aktivite élgimuanan igerigi

Stok ¢ozelti Son Konsantrasyon
Tris-HCI; pH 7,2 0,075 mM
GSH 1 mM

EDTA 0,1 mM
NADPH 0,05 mM
Glutatyon reduktaz 0,24 U

Enzim (sitozolik protein) 1 mg
Hidrojen peroksit 0,0075 mM

2.7. Diagnostik (Sitotoksik) Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

2.7.1. Serum Aminotransferazlarin (Aspartat ve Alanin)Tayini: (AST ve ALT)

Aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri Reitman ve Frankel (1957) metodu
ile tanimlandigi Uzere aktivite sonucunda keto asitin alkali ortamda 2,4-

dinitrofenilhidrazin  ile  kenetlenmesi sonucu olusan renk kompleksinin
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spektrofotometrik olarak olcimda ile tayin edildi. 0,2 ml serum 1 ml AST substrati
(alkali ortamda a-ketoglutarat ve D-L-aspartik asit veya alanin) ile 37 °C’de bir saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda ortama renk reaktifi (alkali dinitrofenilhidrazin)
eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika beklendi. Son olarak reaksiyon ttplerine 0,4 N
NaOH eklenerek oda sicakliginda 5 dakika inktbe edilip olusan renk 505 nm'de kore
karsi okundu. Standard egriden elde edilen egimin kullaniimasi ile enzim aktiviteleri

hesaplandi.

2.7.2. Serum Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivite Tayini

LDH olcimi Kubowitz ve Ott (1943) tarafindan tanimlanmis metodunun
Wroblewski ve LaDue (1955) tarafindan optimize edilmis olan spektrofotometrik
metot ile yapiir. LDH aktivite tayini piruvatin laktata indirgenmesinin
spektrofotometrik olarak 340 nm de kinetik takibi ile 6lcimune dayanir. 0,1 M fosfat
tamponu pH 7.5 ve 0,05 ml serum igceren olgiim tlpune 0,5 mM NADH eklendi ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 0,1 M Na-piruvat eklenip
kanstinldi ve spektofotometre kivetine transfer edildi Absorbans degisimi Jenway
Specord 200 spektrofotometrede 340 nm'de 3 dakika boyunca takip edildi. Enzim
aktiviteleri, elde edilen dakikada absorbans degisimleri kullanilarak asagidaki formal

ile hesaplandi.

Serum LDH aktivitesi (Unite/ml) = [OD340/dak x TCF**]/ [0,001 x 0,05 x | (cm)]

2.8. Tiiylii Yakiotu Ekstresinin Enzim Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkilerinin

Saptanmasi

2.8.1. Protein Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi

Mikrozomal proteinler Laemmli (1970)‘de belirtildigi gibi dikey elektroforez teknigi
uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) yontemi ile ayristiriimis
ve protein profilleri elde edilmistir. Her bir CYP450 izozimi igin spesifik antikorlar
kullanilarak Western Blot teknigi ile her bir enzimin protein duzeyleri immunolojik

olarak tayin edilmistir.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil stlfat (SDS),
varhginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde % 8,5 ayirma ve % 4 sikistirma jellerinde yapilmistir. Ayristirici ve
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sikistirici jel solusyonlari Tablo 9'da belirtildigi gibi verilen miktarlarin karistiriimasi ile

verilen sirayla kullanimdan hemen 6nce hazirlanmistir.

Tablo 9. SDS-PAJE ayristirici ve sikistirici jellerin formulasyonlari

Stok Cozeltiler Ayristirici Jel (%8,5) Sikistirici Jel (%4)
Jel Cozeltisi(ml) 8.5 15
Distile Su (ml) 13,55 5.88
Avristirici Jel Tamponu (ml) 7.5 -
Sikistirici Jel Tamponu (ml) - 25
%10 SDS (ml) 0.4 0.16
%10 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,012

Poliakrilamit slab jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile Emperor Penquin Water
Cooled Dual Gel Electrophoresis System Model P9DS (Owl Separation Systems)
elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektroforetik ayristirma sistemi
Thermo EC1000-90 gu¢ kaynagina baglanmig ve elektroforetik ayristirma suresince
Isinmay! engellemek icin sisteme 5°C’ye ayarlanmigs Nuve BS302 Sogutmali Su
Banyosu baglanmistir. Yol gosterici boya tabana ulastiginda (ayristirici jelin
baslangicindan yaklasik 6-7 cm) guc kaynagi kapatildi. Elektroforez tamamlandiktan
sonra, jel blogu aparattan alindi ve jel sandvicten c¢ikarilarak oda sicakliginda 45
dakika. sureyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi R 250, %50 metanol ve %12 glasial
asetik asit iceren boya ¢ozeltisiyle bir karistirici kullanarak hem boyandi ve hem de
sabitlendi. Uygun bir sire baglanmayan c¢6zinmuis boyanin uzaklastiriimasi igin
%T7’lik asetik asit igeren %30’luk metanol ¢dzeltisi ile inkUbe edildi (bu stre zarfinda
solusyon birkag kez degistirildi). Sonug olarak, jel fotograflandi ve %7’lik asetik asit

¢Ozeltisi icinde saklandi.

Ayni kosullar altinda yurutulen diger bir jel ise boyama islemine tabi tutulmadan
western blot analizi [Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987) tarafindan
tanimlandigi gibi] i¢in elektroforezi takiben transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM
glisin ve %10 metanol) icersinde 10 dakika slreyle sabit hizli bir g¢alkalayicida
inkibasyona birakildi. Elektroforetik transfer Panther Semidry Electroblotter Model
HEP-3 kullanilarak Yari-kuru transfer yontemi uygulanarak yapildi. Panther Semidry

Electroblotter'in platinyum tabanina 6nceden nemlendiriimis Whatman # 1 filtre
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kagidi yerlestirildi ve olasi kalabilecek hava kabarciklarini gidermek amaciyla bir
deney tupu Uzerinde yuvarlandi. Whatman # 1 Uzerine dikkatlice yerlestirilen jelin
uzerine nitrosellloz membran da dikkatlice yerlestirildi. Daha sonra membran Uzerine
onceden islatiimis baska bir Whatman # 1 konarak sandvic tamamlandi. Hava
kabarciklarinin  tamamen uzaklastirlmasini  saglamak igin membrani kendi
pozisyonunda sabit tutarken bir deney tupu nazikge Uzerinde yuvarlandi ve sandvi¢
etrafina tasan fazla transfer tamponlari temizlenerek alan kurulandi. Sandvig
hazirlandiktan sonra Ust aparat dikkatlice yerlestirildi ve sistemin vidalari sikildi.
Elektroforetik transfer sistemi Thermo EC1000-90 model gu¢ kaynagina baglandi ve
voltaj ve maksimum akim limiti 10 V ve 400 mA’e ayarlandi ve 1 saat suresince
proteinler elektroforetik olarak transfer edildi. Stire sonunda glc¢ kaynagi kapatildi ve
sistemin vidalari agildi. Sonug olarak Uzerinde transfer edilmis proteinleri barindiran
membran, ‘Blot’, elde edildi. Transfer tamamlandiktan sonra transferin ne derecede
gerceklestigini tespit etmek icin jel yukarida tanimlandigi gibi boyandi. Blot, protein
iceren yuzeyi Uste gelecek sekilde kuguk plastik bir tepsinin igine yerlestirildi 1 saat
sureyle bloke ¢ozeltisi (TBST iginde yagsiz %5’lik st tozu) ile galkalayicida inkube
edildi. Stre sonunda blot dnce bloke ¢ozeltisi iginde hazirlanan primer antikorlar ve
daha sonra isaretleyici enzim-alkali fosfataz (anti-rabbit IgG-ALP konjugati) ile bagh
olan ikincil antikorlarla inkiibe edildi. Daha sonra blot TBST solisyonunda her biri 5
dakika olmak Uzere 3 defa yikandi. Son olarak membran, antikor baglanan
proteinlerin tespiti icin Ey ve Ashman (1986) tarafindan tanimlanan substrat ¢ézeltisi
(Tris-HCI, pH 8, NaCl, MgCl,, ZnCl,, Dietanolamin, Nitroblue tetrazolyum, fenazin
metasulfat ve bromokloroindoylfosfat) ile inkuibe edildi. Gortntu elde edildikten sonra

blot havada kurutulup, strech film ile kaplanarak karanlkta saklandi.

2.8.2. mRNA Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi

Calisilan tlylG yakiotu bilesenlerinin enzimlerin gen ifadeleri diuzeylerine
etkilerini saptamak icin mRNA duzeyleri QRT-PCR (Gergek zamanli PCR) yontemi ile
kantite edilmistir. Bu amagla, GenBank/EMBL veri bankalari taranarak segilen genler
igin uygun primer dizileri saptandi ve bu primerler sentezlettirildi (Tablo 10’da bazi
genler icin kullanilan primer dizileri verilmektedir). Bu primerler kullanilarak ve qRT-
PCR metodu uygulanarak once birincil zincir cDNA Revers Transkripsiyon ile

sentezlendi ve sonrada ikinci zincir cONA olusturuldu. Olusturulan cDNA molekulleri
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%1,5’'lik agaroz jel elektroforezinde yuratulup ayrigtirildi ve imaj analiz (DNR Probis
Image Analysis System) sistemi ile kantite edildi. Ancak c¢alisilan ortamlarda ¢ok
miktarda RNaz olmasi, RNA'nin ¢ok kolay degrade olmasi, yapilacak inceleme igin iyi
bir RNA izolasyonun énemini ve zorunlugunu ortaya koymaktadir. Bu amagcla sivi
azotta dondurularak -80°C’de saklanan dokulardan “PureLink Macro-to-Midi RNA
Isolation Kit"i (Invitrogen) kullanilarak iyi kalitede, degrade olmamis RNA izole
edilmigtir. Bu sitem laboratuarimizda kullaniimaktadir ve iyi sonuglar vermektedir. Bu
islemler igin dretici firmanin talimatlarina gore gercgeklestiriimis ancak kendi
laboratuar kogullarimiz igin optimize ettigimiz prosediur uygulanmistir. Elde edilen
RNA’larin 260/280 nm oOlguimu ile miktari belirlenmigtir. cDNA sentezi sirasinda 4 g

RNA kullaniimasi saglandi.

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi 18 nukleotid uzunlugunda oligo d(T)
primeri ve Moloney-Murine Leukemia Virus Revers Transkriptazi kullanilarak Uretici
firmanin talimatlarina gore sentezlendi. cDNA sentezi igin 4 pg toplam RNA ve 0,5 ug
oligo (dT) primeri karstirildi ve son hacmi 11 ul RNAaz icermeyen su ile tamamlandi.
Karisim 70°C’de 5 dak inklibe edildikten sonra, tzerine 4 pl 5X reaksiyon tamponu
(250 mM Tris-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl, ve 50 mM DDT) ve 2 pyl dNTP
karisimi eklendi. 5 dak, 37°C’de inkubasyondan sonra 50 Unite Moloney-Murine
Leukemia Virus Revers Transkriptazi eklenerek son hacim 20 uyl tamamlandi. Enzim
eklendikten sonra, son karisim cDNA sentezi igin ilk 6nce 42°C’de 1 saat inkibe
edildi. Bu slire sonunda, enzim inhibe ediimek Uzere 70°C’de 10 dak bekletildi.
Sentezlenen cDNA'lar, yari-kantatif RT-PCR yapmak lzere -20°C’de muhafaza edildi.
Kantitatif Real Time PCR Corbett Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, PO Box
435, Concorde, NSW 2137) kullanilarak gerceklestirildi. Reaksiyon 1X Maxima®
SYBR Green gPCR Master karisimi ile gergeklestirildi. Reaksiyon tlptine 2 pl cDNA,
9,5 ul su, 0,5 yl gen spesifik primer, 12,5 pl SYBR green qRT-PCR karisimi eklendi.
ic standart gen olarak GAPDH kullanildi. Daha sonra reaksiyon karigimi (tlipi) PCR
islemi igin dnce 95°C’de 10 dakika denatlrasyona tabi tutulur. Amplikasyon islemi 95
°C’de 20 saniye, 54-60 °C’de 30 saniye, ve 72 °C’de 30 saniye olmak Uzere toplam
45 donguden sonra, 49°C’de 30 saniye son uzatma ile gergeklestirilir. Bantlarin

densitometrik analizi LightCycler (Version 3.5) yazilimi ile belirlecektir. Her band’in
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densitometrik analizi house-keeping gen olan GAPDH ile karsilastirilarak nasil

degistigi belirlenmigtir.

Tablo 10. Segilen Genler i¢in tanimlanan primer dizileri

Primer Adr* Primer Dizisi(5'=23")

CYP19A1F GCTTCTCATCGCAGAGTATCCGG
CYP19A1R CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGG
CYP1AlF ATGCCAATGTCCAGCTCTC
CYP1A1R GGAACTCGTTTGGATCACC
CYP1A2F CATCCCTCAGGAGAAGATTG
CYP1A2R TGAACTCCAGCTGATGCA
CYP2A3F CGGGCTTTTCAAAGGCTA
CYP2A3R CGTGGACCTTAGCCTCAATAT
CYP2B1F TGGACAGAAGAGGTCTCCTCA
CYP2B1R GAGCAGGTGCAGAAACTGGT
CYP2D2F GGTGGACTTTGAGAACATGC
CYP2D2R TTGCATCTCTGCTAGGAAGG
CYP2C6F CGGGAAGTCATACGACATTAGC
CYP2C6R GCAGAGAGGCAAATCCATTG
CYP2ELF GTCTGAGGCTCATGAGTTTG
CYP2EI1R TCTGGAAACTCATGGCTG
CYP2J4F CTCGTGGAAGCCATAAGAGAG
CYP2J4R TGGGTAGAGGGCCATGTAGA
CYP3AlF AATTCGATGTGGAGTGCCAT
CYP3A1R CGGATAGGGCTGTATGAGATTC
CYP4Al1R AGCTCCACTAATTCGTTGTG
CYP4A1F GAGCTTTTGTGCAGGACACT
GSTMuF GAACGTTCGCGGACTTACTCA
GSTMuR ACGTATCTCTTCTCCTCATAGTTTGAATC
GSTT1F ATGGTCCTGGAACTGTAC
GSTT1R AGCTACCACGTCAGCCAGG
NQO1F TCCGCCCCCAACTTCTG

NQO1R TCTGCGTGGGCCAATACA
GAPDHF** TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG
GAPDHR** TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT
* Primer adi CYP izoformunu tanimlamakta F(forward) R(reverse)
**Kontrol amagh kullanilan GAPDH primerleri.
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2.9. Ekstrenin Genotoksik Etkilerinin Saptanmasi

Elde edilen tuylu yakiotu ekstresinin kanser ve kanser olmayan hucre dizileri
uzerindeki olasi sitotoksik etkisini saptamak ve var ise bu hucreler Uzerindeki
sitotoksisite farklarini saptamak amaciyla teklif edilen c¢alismada hem kanser
olmayan hucre dizileri (ebriyonik bobrek hucre dizisi 293 ve fibroblastik hicre dizisi
3T3) hem de kanser hucreleri (eritroblastik hiicre hatti K562 ve/veya akciger kanseri
hicre hatlari A549, H1299, PC10, PC13) sitotoksik etki arastirimasinda

kullaniimistir. Hucrelerin kultirasyonu asagida anlatildigi gibi yapiimigtir.

2.9.1. Hiicre Kilturu ve Tiyli Yakiotu Ekstresinin Uygulanmasi

TUm hcre dizileri %10 FCS iceren RPMI1640 besi ortami icersinde 37°C, %5
CO; ve %95 nem igeren ortamda inklbe edilmisdir. Arastirma grubumuz tarafindan
izole edilen tlyll yakiotu ekstresi suda ¢ozulir formda olacagi igin 0,2 mikronluk
filtrelerden gegcirilerek steril edildikten sonra degisik konsantrasyonlarda hem kanser
hlcre dizileri Gzerine hem de kanser olmayan hicre dizileri Gzerine 48 saat suresince
maruz birakilmislardir. Tylii yakiotu ekstresi uygulanmadan tiim hiicreler 1x10° /well
konsantrasyonunda 96 well plakalara ekilmis ve %10 FCS iceren RPMI1640 besi
ortaminda 37°C, %5 CO, ve %95 nem igeren ortamda 24 saat inklUbasyona
birakilmislardir. Bu sure sonunda tlylu yakiotu ekstresi degisik konsantrasyonlarda
hdcreler Uzerine her konsantrasyondan 3 kontrolli olmak Uzere uygulanamig ve 72

saat 37°C de, %5 CO, ve %95 nem igceren ortamda inkiibasyona birakiimiglardir.

72 saatin sonunda 96 kuyu plakadaki htcrelerden besiyeri uzaklastirilir ve
uzerine %10 etanol icinde hazirlanmis kristal viyole boyasi eklenir. Sire sonunda
boya hucrelerde yikanarak uzaklastirilir. Hucrelerin Gzerine %50 etanol iginde 0,1 M
pH 4,2 sodyum sitrat ¢ozeltisi her kuyuda 100 pl olacak sekilde eklenir. 15 dakika
calkalayicida karnistirildiktan sonra 660 nm’de spektrofotometrede (Thermo

Microplate Reader) okunur.
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2.9.2. Tuylii Yakiotu ekstresinin Tiimor Baskilayici Genler Uzerine Etkisi:

Hucreler Uzerinde sitotoksik 0zelligi saptanan tuyli yakiotu ekstresinin bu
sitotoksik etkisini hangi mekanizmayi kullanarak gerceklestirdigi sorusuna cevap
aramak icin PTEN, p53, p21 gibi timdr baskilayici gen ekspresyonlari western blot
analizi ile arastinimistir. Buna gore sitotoksik etkisi saptanan tuyli yakiotu ekstresi
hlcreler Uzerine doku kultira ortaminda steril olarak eklenmis ve degdisik zaman
araliklarinda (0., 2., 4., 8., 16. ve 24. saatlerde) hucrelerin besi ortami
uzaklastirilmigtir. Hucre protein ekstresi Ripa tamponu igerisinde toplanmistir,
ornekler 12000 xg'de 4 °C’de 1 dakika santrifuj edilerek istenmeyen hucre artiklarinin
ortamdan uzaklastirimasi saglanmistir. Toplanan o6rneklerden farkli eppendorf
tiplere alinmis ve Biorad protein miktari tayin kiti (Biorad Inc.) kullanilarak bu
orneklerin protein miktarlari saptanmistir. Daha sonra oOrneklerden, belirlenen
miktarlarda protein olacak sekilde alinacak bunlarin Uzerlerine protein yukleme
boyasindan da (1/1 oranda) eklenerek 3,5 dakika su banyosunda kaynatiimigtir.
Kaynatma isleminin hemen ardindan eppendorf tlp igindeki érnekler otomatik pipet
kullanilarak %10’luk SDS PAJE jele uygulanacak ve elektroforeze tabii tutulmustur.
Elektroforez igleminin ardindan proteinler transfer tamponu icinde 4°C‘de 75 mA
akim siddetinde bir gece boyunca membran Uzerine transfer edilmigtir. Bu islemden
sonra membran, %5'lik yagsiz sut iceren PBS ¢ozeltisi icinde oda sicakliginda 2 saat
bloklanmistir. Ardindan ayni membran %5 yagsiz sut i¢cinde 1:10000 (P53, p21 ve
PTEN icin) ve 1:50.000 (GAPDH igin) oranlarinda bulunan primer antikorlarla oda
sicakliginda 1 saat isaretlenmistir. Membran Uzerindeki spesifik proteinlerin fare
kaynakli primer antikorlarla isaretlemesinin ardindan, membran 1 saat PBST ile oda
sicakhginda yikanmistir. Yikama isleminin bitmesiyle membran fare antikorlarina
karsi spesifik olarak kegi Uzerinde gelistiriimis, 1:10000 oraninda HRP (Horseradish
Peroksidaz) bagl sekonder antikor (goat anti-mouse sekonder antikoru) bulunduran
%5 kurusitli PBS ¢ozeltisi icerisinde tekrar isaretlenmistir. isaretleme oda
sicakliginda 1 saat yapildiktan sonra, ECL ¢odzeltisi kullanilarak kemiliminesans
reaksiyonu baslatilmis ve spesifik protein bantlari kemiliminesansa duyarh film

kullanilarak belirlenmisgtir.
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2.10. Ekstrenin Karaciger Tim Doku PROTein Profillerine (PROTEOM)

Etkilerinin Saptanmasi

Tuyli yakiotu ekstresinin sigan karacigerlerinde biyolojik etki sureglerini
tanimlamak ve bu etkileri dizenleyen mekanizmalari veya duzenleyici gen Urunlerini
(ve genlerini) kiyaslamali olarak tanimlamak igin proteomik teknigi, 2DE-nLC-MS/MS,

uygulanmistir.

2.10.1. Tiim Doku (Karaciger) Protein Ekstraksiyonu-Ornek Hazirlanmasi

Tuyli yakiotu ekstresinin sigan karacigerlerinde biyolojik etki sureglerini
tanimlamak ve bu etkileri duzenleyen mekanizmalari veya dizenleyici gen urunlerini
(ve genlerini) kiyaslamali olarak tanimlamak igin proje dnerisinde proteomik teknigi,
2DE-nLC-MS/MS, uygulanmasi 6ngorulmuastir. Bu amagla ¢alismalar yapilmis ve iyi
bir protein eldesi saglanmasi igin degisik prosedurler cahsiimistir. Clnkl, dogru
sonu¢ elde edilmesi igin en onemli basamaklardan birincisi, orneklerden tam bir

protein ekstraksiyonun saglanmasidir.

2.10.2. Karaciger Total Protein Ekstraksiyonu-Ornek Hazirlanmasi

Disekte edilen ve -80°C‘de muhafza edilen karaciger dokularindan literatirdeki
cesitli yayinlardan elde edilen verilerin irdelenmesi sonucunda degisik metotlar
denendi. Bu surecgte, kullanilan pargalama yontemi (sonikasyon, vorteksleme,
ogutme, rotator ile pargalama, asit c¢Okturme gibi), ekstraksiyon tampon ve
bileskenleri (Ure, deterjan, DNase, poliampolit vb) gibi parametreler optimize
edilmeye calisildi. Bu optimizasyon c¢alismalari sonucunda, asagidaki yontem
geligtirildi. Bu islemlerde kullanilacak tum aletler (pens, ependorf vb) sivi azotta
sogutuldu. Bu amagla, doku derin dondurucudan ¢ikarildi ve dnceden sogultulmus (-
80°C) havan ve tokmaklar kullanilarak dokular sivi azot iginde iyice o6gutulda.
Ependorf tiplere aseton igerisinde %10 TCA ve 20 mM DTT igeren ¢odktirme
cozeltisi eklendi ve daralari alindi. Ogutiilmiis doku sogutulmus ve steril spatulalar
yardimi ile yaklasik 100 mg olacak sekilde tuplere eklendi ve karigtirildi. Tupler buz

Uzerinde 1 saat inkibe edildikten sonra 12.500 rpm’de 20 dak. santriftj edildi.
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Santrifugat atilarak elde edilen ¢okelek 7 M Ure, 2 M tiyoure, %2 CHAPS, %0,5
poliamfolit, 1 tablet proteaz inhibitori, ve 2 mM DDT igeren solubilizasyon
tamponunda ¢6zlldl. Protein ¢ézinuUrlestirildikten sonra Bradford yontemi ile protein

miktar tayin edildi.

2.10.3. ilk Boyut-izoelektrik Odaklama (IEF)

izoelektrik odaklama igin Serva firmasinca Uretilen Serva IPG BlueStrips
(immobilize pH Gradient) seritler (pH araligi 3-10, nonlineer, 18 cm) kullanildi. IPG
seritleri 350 ug protein iceren solubilize edilmis 6rmek ¢ozeltisi ile rehidrasyon tepsisi
Uzerinde pasif rehidrasyon yéntemi ile 12-16 saat slresince islatildilar. Rehidrasyon
suresince evaporasyon ile tampon kaybini 6nlemek amaci ile seritlerin Gzeri mineral

yaqi ile kaplandi.

Seritler 1slatma tepsisinden alindi, Gzerindeki mineral yagindan iyice uzaklagsmalari
saglanarak yeni kosma tepsisine konuldu. Striplerin + ve — uglarinin tepside ayni
yonde olup olmadigina dikkat edilir. IPG seritlerinin her iki ucuna fitiller yerlestirilerek
Hoefer IEF100 cihazinin odaklama tepsisine yerlestirildi ve odaklama suresince
evaporasyon ile tampon kaybini dnlemek amaci ile seritlerin Uzeri mineral yagi ile

kaplandi ve agsagidaki kogma programi uygulanarak odaklandi.

Program Basamagi | Voltaj (V) | Zaman (Saat) | Uygulanan (Volt.saat)
1 250 1 250
2 500 1 500
3 1500 1 1500
4 4500 9 40500
5 500 1 500
Total 13 43250
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2.10.4. ikinci Boyut: SDS-PAJE

Odaklanan proteinlerin ikinci boyutta ayristirilabilmeleri igin SDS’e baglanmalari ve
solubilize edilmeleri gerekir ve bu nedenle IPG seritleri ikinci boyut icin 6n
dengelenme yapildi. Bu islem igin seritler 6 M Ure, %30 gliserol, %2 SDS iceren 75
mM Tris/HCI, pH 8,8 jel tamponunda 10 dakika dengelendi. Dengelenen IPG seritleri
Hoefer SE600X-15-1.5 Deluxe Dual Cooled Vertical Unitesi i¢in hazirlanan SDS-
Jellerinin Uzerine yerlestirildi (burada kullanilan jeller Bélum 2.8.1 de tanimlanan
sistem ile benzerdir). Yerlestirme isleminde serit konduktan sonra eritiimis % 1 lik
agaroz eklenerek seritin sabitlenmesi saglandi. islem siresince serit ile jel arasinda

hava kabarciklarinin kalmamasina 6zen gosterildi.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil sulfat (SDS),
varliginda yine bélim 2.8.1 de tanimlandigi gibi kesintili bir tampon sisteminde 16x18
cm boyutlarinda olan % 12 ayirma jelinde yapildi. Ayristirma suresi yaklagik 10

saattir.

2.10.5. Jellerin Boyanmasi-Proteinlerin Dedeksiyonu

Ayristirilan proteinlerin tespiti, hassasiyeti normal pirlanta mavisinden “Coomassie
brillant blue” daha ylksek ancak gumus boyamasindan daha az olan, fakat daha
kolay ve daha tekrarlanabilir sonuglar Ureten “Colloidal Coomassie Blue G-250"
boyasi kullanilarak yapildi. Kisaca, jeller distilesu igerisinde 10 dakika yikandi ve jelin
ustiini kapsayacak kadar “Colloidal Coomassie Blue G-250” ile kaplanarak 12-16
saat inklbe edildi. Daha sonra kontrast olusuncaya kadar distile su ile yikandi (TUm

boyama ve yikama iglemleri galkalayici i¢cerinde yapildi).

2.10.6. Jellerin Analizi

Boyanan jellerin géruntileri DNR LumiBis Biolmaging System ile alindi.
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2.10.7. Proteinlerin Tanimlanmasi

Tespit edilen spotlar (proteinler) dikkatlice jelden manuel olarak kesilerek ve
dogrudan veya triptik ile muamele edilerek Proteome Factory AG sirketinden
(Dorotheenstr. 94, D-10117 Berlin-ALMANYA) hizmet alimi ile nLC-MS/MS

uygulamasi ile tanimlanmalari yaptiriimistir.

2.11. istatiksel Analizler
Elde edilen sonuglar her biri veri igin Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Farkh gruplar icinde ve arasinda kayda deger bir fark olup olmadigini

analiz etmek icin “Tek Yonli Anova”, “Tukey ve “Dunnet ve parametrik olamayan

“Mann-Whitney U” testleri uygulanmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Yaki Otunun (Epilobium hirsutum) Etken Bilesiklerinin Teshisi

3.1.1. Yakiotunun Etken Bilesiklerinin Niceliksel Teshisleri

Yakiotunun etken bilesiklerinin kalitatif tayin sonuglari Tablo 11’de verilmektedir.

Tablo 11. Yakiotunun (Epilobium hirsutum) etken bilesiklerinin kalitatif tayini

Epilobium
Etken Madde Uygulanan hirsutum
Gruplari Reaksiyonu (Herba)
AEF 25812

Kardiyoaktif Keller-Kiliani Reaksiyonu -
Heterozitler Baljet Reaksiyonu -

Liebermann-Burchard

Reaksiyonu *
Saponozitler Kalici kopuk -
Flavonoitler % 10'luk NH3 ++

Bazik Pb Subasetat ++

Sulu FeCl3 ++

Siyanidin Reaksiyonu +
Antosiyanozitler Dilie H,SO, -

NaOH-HCI +

Pb-Asetat ++

Amil Alkol +

D. H,SO4 - Amil alkol +
Siyanogenetik Sodyum pikratl  kagitta  tugla ]
Heterozitler kirmizisi renklenme
Tanenler Agir Metal Tuzlari +

% 5'lik FeCls ++

% 1'lik Tuzlu Jelatin ++

Bromlu Su -

Stiasny Reaktifi

Antrasenozitler

Amonyakli tabakada sari-kirmizi

renk
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Kumarinler

Amonyakli tabaka UVzgsnm'de
kuvvetli floresans

Ugucu Yaglar

Koku ile tanima

+ Reaksiyon verdi ++ Kuvvetli reaksiyon verdi

- Reaksiyon vermedi.

3.1.2. Yakiotunun Rutin Analizleri (LC-MS Analizi) ve FTIR Spectrumu

Taylh yakiotunun LC-MS analizinde elde edilen 611,5 kitle biriminde tespit edilen

pik rutin varhiginin dogrulamistir. Ayrica standard egriden ekstrenin ortalama 124,6 +

10.9 ppm rutin igerdigi belirlenmistir. llag metabolize eden enzim galismalari igin rutin

degeri standardizasyon igin kullaniimistir. Ayrica, Epilobium hirsutum ekstresinde iki

adet tanimlanamayan sekonder metabolit tespit edilmistir.

3.2. Enjeksiyon Asamasi —in vivo Hayvan Calismalari

Enjeksiyon igleminde kullanilan deneklerle ilgili bilgiler asagidaki Tablo 12 ve

Sekil 13’te verilmigtir.

Tablo 11. Denek Bilgileri

Sigan Sigan Doku
Grup Sayisi Gruplarn Vucut Agirhigi (gr) Agirhg (gr)

Deney Deney
Oncesi Sonrasi

Kontrol 15 C1 264 249 6,08

C2 266 264 5,20

C3 259 259 6,18

C4 257 255 6,00

C5 204 204 7,24

C6 203 204 7,15

C7 201 206 7,48

C8 198 197 6,21

C9 198 201 7,62

C10 208 206 4,82

Cl11 251 255 5,32

C12 270 275 5,16

C13 228 238 5,09

Cl4 257 272 6,10

C15 223 253 591
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Epilobium
hirsutum

ekstresi verilen
grup
(EHT)

28

EHT1 276 246 6,04
EHT2 268 242 4,75
EHTS3 215 170 3,71
EHT4 217 201 6,22
EHTS 210 194 6,24
EHT6 206 194 6,62
EHTY 232 210 7,36
EHTS 207 186 4,58
EHT9 223 202 4,04
EHT10 225 196 6,31
EHT11 216 214 5,07
EHT12 221 222 7,00
EHT13 231 194 5,39
EHT14 235 207 7,07
EHT15 220 202 6,41
EHT16 232 207 5,34
EHT17 223 189 5,60
EHT18 202 204 6,61
EHT19 203 204 5,94
EHT20 210 204 6,29
EHT21 206 185 6,68
EHT22 202 195 7,53
EHT23 200 185 6,37
EHT24 206 186 6,93
EHT25 274 225 6,69
EHT26 293 252 6,91
EHT27 287 248 6,29
EHT28 266 227 7,29

Her bir deger, her biri en az triplike olan iki set 6lgtimiin ortalamasidir.
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Doku Agirhigi

6,15 [
=
o
x 610
=
ple)]
P
6,05
C EHT
SS 0,01 0,01
mAGIrlik 6,10 6,12

Sekil 133. Denek bilgileri

3.3. Fraksiyonlarin Protein Degerleri

Post mitokondriyel, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarin protein miktarlarini
hesaplamak icin 0’dan 200 mg BSA’ya kadar olan standart BSA egrisi kullanildi.
Kontrol ve Epilobium hirsutum (EHT) enjekte edilmis sican karacigerlerinden
hazirlanan S1.5, sitozol ve mikrozom fraksiyonlarinin protein miktarlari Tablo 13’te

verilmektedir.

Tablo 12. Sigan karaciger fraksiyonlarinin protein miktarlari

Sigcan
Kodu Protein Miktari (mg/ml)
S1.5 Sitozol Mikrozom
C1 49,83 37,53 25,12
C2 50,74 38,42 25,20
C3 53,33 41,63 25,88
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C4 70,80 34,13 15,78
C5 70,87 43,86 24,80
C6 66,07 44,38 21,33
C7 70,87 43,86 24,80
C8 66,07 44,38 21,33
C9 18,14 40,36 28,62
C10 19,06 34,83 29,75
Cl1 15,11 38,79 26,38
C12 13,60 40,90 30,55
C13 17,40 39,90 28,50
Cl4 49,83 37,53 25,12
C15 50,74 38,42 25,20
EHT1 46,52 29,70 14,84
EHT2 58,78 38,61 20,77
EHT3 55,78 36,64 16,73
EHT4 42,11 33,68 17,06
EHTS 45,91 35,83 21,45
EHT6 37,39 26,30 17,13
EHT7 49,50 29,78 21,72
EHTS8 43,20 27,52 26,79
EHTO 43,46 29,81 21,27
EHT10 50,33 28,13 21,64
EHT11 41,22 26,81 20,33
EHT12 42,04 28,37 23,48
EHT13 52,44 22,08 22,58
EHT14 46,46 31,80 24,23
EHT15 45,00 27,76 19,94
EHT16 38,48 28,27 18,04
EHT17 40,94 27,41 15,59
EHT18 48,15 35,30 15,16
EHT19 40,50 34,41 22,98
EHT20 40,24 35,79 19,96
EHT21 38,19 30,36 18,77
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EHT22 38,20 32,22 20,66
EHT23 44,07 31,02 15,88
EHT24 51,86 38,63 16,76
EHT25 52,67 33,40 16,73
EHT26 55,38 40,76 19,46
EHT27 38,19 30,36 18,77
EHT28 38,20 32,22 20,66

Her bir deger, her biri en az (¢ tekrarli olan iki set 6lgciimiin ortalamasidir.

3.4. Yakiotunun (Epilobium hirsutum, EHT) Faz | ve Faz Il Enzim Aktiviteleri

Uzerine Etkilerinin Saptanmasi

Her bir enzim icin kontrol ve Epilobium hirsutum enjekte edilmis (EHT) sican

karaciger enzim aktivite sonuclari asagida tek tek verilmektedir.

3.4.1. Anilin 4-Hidroksilaz Aktivitesi (A4H)

Sitokrom P4502E1 sican doku mikrozomlarinda anilin substrati kullanilarak
calisildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, Imai ve ark. (1966) tarafindan

Onerilen metoda gore p-aminofenol (pAP) miktarinin dlgiimesiyle tespit edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sican karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 14 ve Sekil 14’te gosterilmektedir.

Tablo 13. Anilin 4-hidroksilaz aktivitesi (A4H)

Sigan Kodu Enzim aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,342 0,019
C2 0,471 0,006
C3 0,633 0,028
C4 0,400 0,000
C5 0,927 0,003
C6 0,449 0,006
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C7 0,345 0,003

C8 0,432 0,000

C9 0,311 0,000

C10 0,238 0,005

Cl1 0,436 0,006

C12 0,389 0,014

C13 0,324 0,019

Cl4 0,345 0,012

C15 0,431 0,040
EHT1 0,013 0,006
EHT2 0,167 0,003
EHT3 0,062 0,000
EHT4 0,218 0,006
EHTS 0,087 0,003
EHT6 0,160 0,038
EHT7 0,089 0,000
EHTS8 0,071 0,000
EHTO 0,116 0,006
EHT10 0,129 0,031
EHT11 0,087 0,009
EHT12 0,091 0,003
EHT13 0,087 0,003
EHT14 0,144 0,009
EHT15 0,251 0,009
EHT16 0,064 0,016
EHT17 0,182 0,006
EHT18 0,049 0,006
EHT19 0,051 0,009
EHT20 0,078 0,003
EHT21 0,096 0,003
EHT22 0,160 0,003
EHT23 0,196 0,008
EHT24 0,173 0,006
EHT25 0,169 0,000
EHT26 0,093 0,003
EHT27 0,121 0,002
EHT28 0,110 0,005

Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
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0,450 r
0,400 F
0,350 |
0,300 |
0,250 |
0,200 |
0,150

0,100 F

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,050 F

A4dH

0,000

C

EHT

SS

0,011

0,007

| Aktivite

0,432

0,118

Sekil 14. Anilin 4-hidroksilaz aktivitesi (A4H)

3.4.2. Aromataz Aktivitesi (DBFOD)

CYP19 sican doku mikrozomlarinda dibenzilfloresein O-debenzilaz substrati
kullanilarak ¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi igin optimum sartlar belirlendi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite pmol/dak/mg

protein olarak Tablo 15 ve Sekil 15’te gosteriimektedir.

Tablo 14. Aromataz aktivitesi (DBFOD)

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 9,96 5,90
C2 10,82 0,10
C3 5,95 0,63
C4 491 0,17
C5 5,84 0,18
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C6 6,06 0,59

C7 5,99 0,00

C8 5,71 0,21

C9 5,83 0,51

C10 6,70 1,05

Cl1 5,77 0,05

C12 6,24 0,64

C13 5,86 2,07

Cl4 6,24 0,64

C15 5,89 0,29
EHT1 5,75 0,90
EHT2 4,94 2,86
EHT3 5,63 1,51
EHT4 6,40 0,01
EHTS5 5,57 0,21
EHT6 6,01 0,01
EHT7 6,23 1,71
EHTS 6,00 0,86
EHT9 5,90 0,02
EHT10 5,65 1,05
EHT11 5,57 1,50
EHT12 5,98 0,81
EHT13 6,04 0,27
EHT14 6,10 1,34
EHT15 5,13 1,04
EHT16 512 0,37
EHT17 5,81 0,86
EHT18 5,96 1,03
EHT19 5,40 1,23
EHT20 4,95 0,20
EHT21 4,93 0,10
EHT22 4,95 0,08
EHT23 4,96 0,10
EHT24 5,20 1,29
EHT25 5,50 1,59
EHT26 4,98 0,14
EHT27 6,04 0,44
EHT28 6,21 0,04

Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
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Aromataz

8,00 r
7,00 F
6,00 |
5,00
4,00
3,00 f
2,00 F

1,00

Aktivite (pmol/dak/mg protein)

0,00
C EHT

SS 0,87 0,77
| Aktivite 6,52 5,60

Sekil 145. Aromataz aktivitesi (DBFOD)

3.4.3. N-Demetilaz Aktiviteleri

3.4.3.1. Aminopiren N-Demetilaz

Sitokrom P4502C sican doku mikrozomlarinda aminopiren substrati
kullanilarak g¢alisildi. Maksimum enzim aktivitesi igin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki aminopiren aktivitesi, Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan
Onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna goére formaldehit miktarinin élgiimesiyle

tespit edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigcan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 16 ve Sekil 16’da gdsterilmektedir.
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Tablo 15. Aminopiren N-demetilaz aktivitesi (APND)

Sigcan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,094 0,004
C2 0,085 0,000
C3 0,079 0,001
C4 0,194 0,000
C5 0,291 0,000
C6 0,291 0,017
C7 0,327 0,017
Ccs8 0,267 0,017
C9 0,255 0,000
C10 0,261 0,009
C11 0,297 0,009
C12 0,291 0,017
C13 0,303 0,000
Ci14 0,309 0,009
C15 0,291 0,000
EHT1 0,042 0,002
EHT2 0,055 0,001
EHT3 0,261 0,009
EHT4 0,267 0,017
EHTS 0,261 0,009
EHT6 0,255 0,017
EHT7 0,285 0,009
EHT8 0,303 0,017
EHT9 0,309 0,009
EHT10 0,285 0,026
EHT11 0,327 0,017
EHT12 0,309 0,009
EHT13 0,291 0,000
EHT14 0,158 0,017
EHT15 0,188 0,009
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EHT16 0,176 0,026
EHT17 0,170 0,000
EHT18 0,206 0,000
EHT19 0,182 0,017
EHT20 0,194 0,000
EHT21 0,230 0,017
EHT22 0,230 0,017
EHT23 0,145 0,017
EHT24 0,236 0,026
EHT25 0,261 0,009
EHT26 0,242 0,000
EHT27 0,279 0,017
EHT28 0,273 0,009

Her bir deger, her biri en az (g tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.

Aminopiren
0,350
0,300 F
0,250
0,200

0,150 F

Aktivite (nmol/dak/mg protein)
g 2
g 8

0,000
C EHT

SS 0,084 0,073
B Aktvite 0,242 0,229

Sekil 16. Aminopiren N-demetilaz aktivitesi (APND)
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3.4.3.2. Benzfetamin N-Demetilaz (BPND)

Sitokrom P4502B sigan doku mikrozomlarinda benzfetamin substrati
kullanilarak c¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki benzfetamin aktivitesi, Ueng ve ark. (2002) tarafindan onerilen

yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin Olgiimesiyle tespit

edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigcan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 17 ve Sekil 17°de gdsterilmektedir.

Tablo 16. Benzfetamin N-demetilaz aktivitesi (BPND)

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,960 0,226
C2 1,000 0,057
C3 1,360 0,113
C4 1,160 0,057
C5 2,440 0,509
C6 1,200 0,000
C7 1,120 0,113
Ccs8 1,040 0,057
C9 2,160 0,057
C10 1,880 0,028
Cl1 1,240 0,028
C12 1,340 0,032
C13 1,320 0,023
C14 1,020 0,043
C15 1,101 0,011
EHT1 0,880 0,113
EHT2 1,160 0,057
EHT3 1,360 0,226
EHT4 1,040 0,226
EHTS 0,440 0,170
EHT6 0,280 0,170
EHT7 0,600 0,283
EHT8 0,560 0,226
EHT9 0,800 0,113
EHT10 0,800 0,226
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EHT11 0,640 0,226
EHT12 1,920 0,113
EHT13 0,560 0,000
EHT14 0,480 0,113
EHT15 0,400 0,226
EHT16 0,680 0,057
EHT17 0,720 0,000
EHT18 0,520 0,057
EHT19 0,880 0,000
EHT20 0,840 0,057
EHT21 0,360 0,170
EHT22 0,227 0,019
EHT23 0,800 0,057
EHT24 0,893 0,028
EHT25 0,480 0,000
EHT26 0,280 0,085
EHT27 0,034 0,002
EHT28 0,430 0,010
Her bir deger, her biri en az (¢ tekrarli olan iki set élgiimiin ortalamasidir.
BPND
1,600
1,400 f
<
281,200 |
o
o
= 1,000 F
E
~ 0,800 }
S
S
S 0,600 F
S
£ 0,400
2
> 0,200
X
< 0,000
C EHT
SS 0,090 0,108
m Aktvite 1,356 0,681

Sekil 17. Benzfetamin N-demetilaz aktivitesi (BPND)
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3.4.3.3. Eritromisin N-Demetilaz (ERND)

Sitokrom P4503A sigan doku mikrozomlarinda eritromisin substrati
kullanilarak ¢alisildi. Maksimum enzim aktivitesi igin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki eritromisin aktivitesi, Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan dnerilen
yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin Olgiimesiyle tespit
edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigcan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 18 ve Sekil 18’de gdsterilmektedir.

Tablo 17. Eritromisin N-demetilaz (ERND)

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
Ci1-1 0,103 0,001
C1-2 0,070 0,001
C1-3 0,085 0,000
Cl-4 0,055 0,001
C1-5 0,212 0,009
C1-6 0,309 0,009
C1-7 0,303 0,000
C1-8 0,321 0,009
C1-9 0,297 0,009
C1-10 0,297 0,026
Ci1-11 0,339 0,000
C1-12 0,309 0,009
C1-13 0,291 0,000
C1-14 0,315 0,000
C1-15 0,297 0,009
EHT-1 0,070 0,003
EHT-2 0,091 0,002
EHT3 0,145 0,017
EHT4 0,139 0,009
EHT5 0,152 0,009
EHT6 0,109 0,000
EHT7 0,115 0,009
EHT8 0,121 0,000
EHT9 0,115 0,009
EHT10 0,115 0,009
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EHT11 0,097 0,017
EHT12 0,139 0,009
EHT13 0,158 0,017
EHT14 0,139 0,009
EHT15 0,115 0,009
EHT16 0,133 0,017
EHT17 0,115 0,009
EHT18 0,152 0,009
EHT19 0,158 0,017
EHT20 0,115 0,009
EHT21 0,133 0,000
EHT22 0,121 0,017
EHT23 0,127 0,009
EHT24 0,133 0,000
EHT25 0,164 0,026
EHT26 0,145 0,000
EHT27 0,133 0,017
EHT28 0,121 0,017
Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
ErND
0,300
= 0,250
s
o
0,200 F
o
S
< 0,150 F
2
[
€ 0,100 |
E
g
> 0,050
=
<
0,000
c EHT
SS 0,020 0,025
= Aktvite 0,238 0,127

Sekil 18. Eritromisin N-demetilaz (ERND)
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3.4.3.4. Etilmorfin N-Demetilaz (EmND)

Sitokrom P4502B

kullanilarak c¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi icin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki eritromisin aktivitesi, Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan dnerilen

yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin Olgiimesiyle tespit

edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

sican doku mikrozomlarinda eritromisin

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 19 ve Sekil 19'da gdsterilmektedir.

Tablo 18. Etilmorfin N-demetilaz aktivitesi (EmND)

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,954 0,144
C2 2,065 0,118
C3 3,083 0,013
C4 2,417 0,013
C5 4,056 0,026
C6 1,981 0,236
C7 1,074 0,013
Cc8 0,685 0,000
C9 3,000 0,039
C10 2,102 0,098
Cl11 1,676 0,059
C12 1,543 0,045
C13 1,342 0,030
Cl4 1,287 0,027
C15 1,098 0,021
EHT1 0,580 0,079
EHT2 0,333 0,026
EHT3 0,157 0,092
EHT4 0,620 0,065
EHTS 0,167 0,079
EHT6 0,491 0,065
EHT7 0,213 0,013
EHT8 0,111 0,052
EHT9 0,102 0,039
EHT10 0,130 0,052
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EHT11 0,269 0,039
EHT12 0,167 0,000
EHT13 0,176 0,013
EHT14 0,157 0,013
EHT15 0,213 0,013
EHT16 0,491 0,065
EHT17 0,707 0,004
EHT18 0,241 0,079
EHT19 0,283 0,065
EHT20 0,259 0,105
EHT21 0,185 0,079
EHT22 0,241 0,052
EHT23 0,315 0,013
EHT24 0,725 0,020
EHT25 0,463 0,013
EHT26 0,398 0,007
EHT27 0,325 0,034
EHT28 0,245 0,043

Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgciimiin ortalamasidir.

EmND

2,000
1,800 |

= 1,600 }

2

© 1,400

o

1,200 }

£

< 1,000 |

©

20,800 }

(@)

£ 0,600 |

£

@ 0400 |

> 0,200 }

X
< 0,000
C EHT

SS 0,059 0,044
B Aktvite 1,891 0,313

Sekil 19. Etilmorfin N-demetilaz aktivitesi (EmND)
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3.4.3.5. Kafein N-Demetilaz (C3ND)

Sitokrom P4501A2 sican doku mikrozomlarinda kafein substrati kullanilarak
calisildi. Maksimum enzim aktivitesi igin optimum sartlar belirlendi.
mikrozomlarindaki kafein aktivitesi, Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan oOnerilen

yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin Olgiimesiyle tespit

edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigcan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 20 ve Sekil 20’da gdsterilmektedir.

Tablo 20. Kafein N-demetilaz aktivitesi (C3ND)

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,100 0,004
C2 0,061 0,009
C3 0,042 0,002
C4 0,055 0,001
C5 0,800 0,051
C6 0,442 0,437
C7 0,770 0,043
Ccs8 0,794 0,009
C9 0,830 0,009
C10 0,897 0,034
Cl1 0,800 0,017
C12 0,745 0,026
C13 0,745 0,009
C14 0,794 0,009
C15 0,855 0,009
EHT1 0,030 0,008
EHT2 0,061 0,000
EHT3 0,503 0,009
EHT4 0,352 0,017
EHTS 0,436 0,000
EHT6 0,455 0,009
EHT7 0,291 0,034
EHTS8 0,467 0,043
EHT9 0,515 0,043
EHT10 0,539 0,077
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EHT11 0,655 0,069
EHT12 0,612 0,094
EHT13 0,448 0,051
EHT14 0,400 0,017
EHT15 0,461 0,034
EHT16 0,267 0,069
EHT17 0,303 0,034
EHT18 0,406 0,009
EHT19 0,491 0,043
EHT20 0,364 0,017
EHT21 0,352 0,017
EHT22 0,412 0,069
EHT23 0,364 0,017
EHT24 0,358 0,026
EHT25 0,436 0,000
EHT26 0,461 0,034
EHT27 0,448 0,017
EHT28 0,412 0,000

Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.

C3ND

0,700

0,600 F

o
a
o
o

0,400

0,300 f

0,200

Aktivite (nmol/dak/mg protein)
2
8

0,000
C EHT

SS 0,044 0,031
B Aktvite 0,582 0,403

Sekil 20. Kafein N-demetilaz aktivitesi (C3ND)
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3.4.3.6. N-Nitrosodimetilamin N-Demetilaz (NDMA)

Sitokrom P4502E sican doku mikrozomlarinda nitrosodimetilamin substrati
kullanilarak c¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki NDMA aktivitesi, Cochin ve Axelrod (1959) tarafindan Onerilen
yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin Olgiimesiyle tespit
edildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 21 ve Sekil 21’de gdsterilmektedir.

Tablo 19. NDMA aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,269 0,009
C2 0,180 0,028
C3 0,242 0,009
C4 0,127 0,028
C5 0,160 0,038
C6 0,180 0,028
C7 0,240 0,028
Ccs8 0,227 0,009
C9 0,253 0,009
C10 0,307 0,009
Cl1 0,233 0,005
C12 0,240 0,019
C13 0,340 0,028
C14 0,213 0,000
C15 0,200 0,057
EHT1 0,140 0,009
EHT2 0,200 0,019
EHT3 0,107 0,019
EHT4 0,224 0,035
EHTS 0,171 0,016
EHT6 0,160 0,000
EHT7 0,147 0,038
EHTS8 0,153 0,009
EHT9 0,167 0,009
EHT10 0,153 0,009
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EHT11 0,173 0,019
EHT12 0,173 0,038
EHT13 0,160 0,019
EHT14 0,187 0,019
EHT15 0,147 0,000
EHT16 0,140 0,009
EHT17 0,180 0,047
EHT18 0,120 0,019
EHT19 0,167 0,028
EHT20 0,113 0,009
EHT21 0,180 0,009
EHT22 0,147 0,019
EHT23 0,187 0,009
EHT24 0,304 0,005
EHT25 0,180 0,005
EHT26 0,180 0,014
EHT27 0,156 0,006
EHT28 0,183 0,013
Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
NDMA
0,250
Eo,zoo i
o)
°
o
©0,150 }
£
X
S
ke
= 0,100 f
o
S
=
20,050
=
X
<
0,000
c EHT
SS 0,020 0,016
m Aktvite 0,227 0,168

Sekil 21. NDMA aktivitesi
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3.4.4. Alkoksirezorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktiviteleri

3.4.4.1. Benziloksirezorufin O-Dealkilaz (BROD) Aktivitesi

Sitokrom P4502B sigan doku mikrozomlarinda 7-benziloksirezorufin substrati
kullanilarak c¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki BROD aktivitesi, Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi

ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 22 ve Sekil 22’de gdsterilmektedir.

Tablo 20. BROD Aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

Ortalama SS

C1 1,50 0,00
Cc2 1,08 0,04
C3 2,51 0,00
C4 1,68 0,06
C5 2,56 0,16
C6 3,57 0,24
C7 3,57 0,22
Cc8 2,10 0,33
C9 7,98 0,27
C10 3,35 0,08
Cl11 3,61 0,21
C12 3,58 0,25
C13 5,78 0,04
Cl4 4,16 0,00
C15 3,14 0,12
EHT1 0,50 0,59
EHT2 1,21 0,16
EHT3 1,00 0,02
EHT4 1,82 0,07
EHT5 2,65 0,31
EHT6 2,82 0,38
EHT7 2,50 0,09
EHT8 2,56 0,06
EHT9 1,52 0,16
EHT10 1,17 0,04
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EHT11 2,09 0,10
EHT12 2,27 0,22
EHT13 1,17 0,18
EHT14 2,19 0,49
EHT15 2,04 0,89
EHT16 2,18 0,10
EHT17 3,07 0,38
EHT18 1,54 0,23
EHT19 1,23 0,28
EHT20 0,95 0,22
EHT21 2,57 0,29
EHT22 1,57 0,40
EHT23 2,36 0,28
EHT24 2,48 0,25
EHT25 2,14 0,45
EHT26 2,32 0,54
EHT27 1,76 0,92
EHT28 1,94 0,08
Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
BROD

3,50 r

__ 3,00 F

c

8

o 2,50 F

o

o 2,00 f

£

4

© 1,50 f

2

[

g 100

&

2 050 f

>

X 0,00

< c EHT
SS 0,07 0,04

m Aktvite 3,34 1,91

Sekil 22. BROD aktivitesi
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3.4.4.2. Etoksirezorufin O-Dealkilaz (EROD) Aktivitesi

Sitokrom P4501A1 sigan doku mikrozomlarinda 7-etoksirezorufin substrati
kullanilarak ¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki EROD aktivitesi, Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi

ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 23 ve Sekil 23’te gosterilmektedir.

Tablo 21. EROD aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

Ortalama SS

C1 5,60 0,62
Cc2 6,33 0,09
C3 12,02 1,59
C4 5,23 0,04
C5 5,80 0,78
C6 541 0,81
C7 5,24 0,46
Cc8 5,42 0,13
C9 12,45 0,97
C10 3,17 0,18
Cl11 6,57 0,17
C12 6,57 0,08
C13 8,87 0,25
Cl4 6,37 0,13
C15 8,58 0,33
EHT1 5,50 0,12
EHT2 4,10 0,57
EHT3 3,16 0,66
EHT4 2,67 0,10
EHTS 2,19 0,62
EHT6 3,58 0,45
EHT7 3,42 0,96
EHT8 2,23 0,09
EHT9 5,44 0,47
EHT10 5,93 0,41
EHT11 5,82 0,25
EHT12 2,53 0,03
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EHT13 5,40 0,10
EHT14 4,52 0,28
EHT15 4,81 0,50
EHT16 4,69 0,59
EHT17 7,01 0,13
EHT18 4,92 0,04
EHT19 5,71 0,53
EHT20 3,00 0,12
EHT21 5,80 0,16
EHT22 4,44 0,35
EHT23 7,79 0,22
EHT24 7,32 0,44
EHT25 4,38 0,21
EHT26 4,82 0,33
EHT27 3,36 0,74
EHT28 5,05 0,25
Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
EROD
10,00
9,00 f
;E; 8,00 |
S 700 |
g’ 6,00 |
S 500 }
s >
g 4,00 }
E 3,00
= 200 }
x
< 100 }
0,00
C EHT
SS 2,65 1,55
m Aktvite 6,91 4,47

Sekil 23. EROD aktivitesi
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3.4.4.3. Metoksirezorufin O-Dealkilaz (MROD) Aktivitesi

Sitokrom P4501A2 sigan doku mikrozomlarinda 7-metoksirezorufin substrati
kullanilarak c¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku

mikrozomlarindaki MROD aktivitesi, Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi

ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 24 ve Sekil 24’te gdsterilmektedir.

Tablo 22. MROD aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

Ortalama SS

C1 7,54 0,75
C2 9,26 0,44
C3 6,52 0,00
C4 16,34 0,96
C5 2,58 0,46
C6 4,99 0,24
C7 3,81 0,27
Cc8 19,61 0,96
C9 7,42 0,50
C10 6,99 0,78
Cl11 7,51 0,30
C12 5,47 0,42
C13 6,67 0,12
Ci14 7,52 0,01
C15 7,17 0,08
EHT1 5,47 0,94
EHT2 5,43 0,37
EHT3 9,99 0,78
EHT4 7,67 0,49
EHTS 8,48 0,77
EHT6 4,66 0,44
EHT7 4,22 0,53
EHT8 5,97 1,00
EHT9 7,79 0,14
EHT10 4,35 0,29
EHT11 6,72 0,75
EHT12 5,51 0,35
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EHT13 6,54 0,43
EHT14 4,37 0,69
EHT15 3,48 0,57
EHT16 2,37 0,11
EHT17 6,28 0,70
EHT18 7,01 0,69
EHT19 6,33 0,44
EHT20 3,48 0,38
EHT21 4,86 0,30
EHT22 2,50 0,26
EHT23 7,78 1,038
EHT24 6,11 0,74
EHT25 6,14 0,08
EHT26 5,95 0,08
EHT27 5,39 0,08
EHT28 5,65 0,13

Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.

MROD

9,00 r
8,00 F
7,00
6,00 F
500 f
4,00 f
3,00 r

2,00 r

Aktivite (pmol/dak/mg protein)

1,00 f

0,00
Cc EHT

SS 0,42 0,49
B Aktvite 7,96 5,73

Sekil 24. MROD aktivitesi
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3.4.4.4. Pentiloksirezorufin O-Dealkilaz (PROD) Aktivitesi

Sitokrom P4502B sican doku mikrozomlarinda 7-pentiloksirezorufin substrati
kullanilarak c¢aligildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢cin optimum sartlar belirlendi. Doku
mikrozomlarindaki PROD aktivitesi, Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit edildi

ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanildi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

pmol/dak/mg protein olarak Tablo 25 ve Sekil 25’te gdsterilmektedir.

Tablo 23. PROD aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

Ortalama SS

C1 7,54 0,75
C2 9,26 0,44
C3 6,52 0,00
C4 16,34 0,96
C5 2,58 0,46
C6 4,99 0,24
C7 3,81 0,27
Cc8 19,61 0,96
C9 7,42 0,50
C10 6,99 0,78
Cl11 7,51 0,30
C12 5,47 0,42
C13 6,67 0,12
Ci14 7,52 0,01
C15 7,17 0,08
EHT1 5,47 0,94
EHT2 5,43 0,37
EHT3 9,99 0,78
EHT4 7,67 0,49
EHTS 8,48 0,77
EHT6 4,66 0,44
EHT7 4,22 0,53
EHT8 5,97 1,00
EHT9 7,79 0,14
EHT10 4,35 0,29
EHT11 6,72 0,75
EHT12 5,51 0,35

84



EHT13 6,54 0,43
EHT14 4,37 0,69
EHT15 3,48 0,57
EHT16 2,37 0,11
EHT17 6,28 0,70
EHT18 7,01 0,69
EHT19 6,33 0,44
EHT20 3,48 0,38
EHT21 4,86 0,30
EHT22 2,50 0,26
EHT23 7,78 1,03
EHT24 6,11 0,74
EHT25 6,14 0,08
EHT26 5,95 0,08
EHT27 5,39 0,08
EHT28 5,65 0,13
Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
PROD
8,00 p
7,00 F
c
‘s 6,00 F
S
o
o> 200 F
E
% 400 }
B
2 300 f
&
L 200 }
=
X
< 1,00 f
0,00
c EHT
SS 1,86 1,57
m Aktivite 5,60 6,20

Sekil 25. PROD aktivitesi
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3.4.4.5. N-Nitroza Kinon OksidoRediiktaz (NQO1) Aktivitesi

Hazirlanan doku sitozollerinde NQO1 aktivitesi 2,6-diklorofenolindofenol
(DCPIP) substrati kullanilarak Ernster ve ark. (1960) tarafindan &nerilen
spektrofotometrik metotla tayin edildi. Maksimum enzim aktivitesi i¢in optimum sartlar

belirlendi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmig sican karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 26 ve Sekil 26’da gdsterilmektedir.

Tablo 24. NQOL1 aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 56,79 3,71
C2 105,37 14,62
C3 238,47 2,36
C4 227,23 3,71
C5 82,17 6,40
C6 270,01 3,81
C7 72,31 10,47
Cc8 249,82 5,29
C9 326,11 6,31
C10 107,32 18,66
Cl11 120,00 3,76
C12 222,00 3,87
C13 145,00 10,10
Cl4 104,00 15,53
C15 310,00 10,46
EHT1 796,92 12,64
EHT2 511,02 43,08
EHT3 399,45 23,02
EHT4 585,48 20,20
EHT5 397,65 0,83
EHT6 525,35 5,43
EHT7 784,56 21,91
EHT8 873,51 8,68
EHT9 610,56 1,47
EHT10 744,26 2,61
EHT11 605,41 13,88
EHT12 402,03 9,78
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EHT13 651,16 43,28
EHT14 430,12 5,13
EHT15 593,31 73,89
EHT16 563,10 12,13
EHT17 565,34 7,56
EHT18 536,78 1,25
EHT19 480,94 0,59
EHT20 709,44 13,37
EHT21 415,80 2,98
EHT22 312,52 2,13
EHT23 384,12 5,29
EHT24 329,10 1,06
EHT25 6,14 0,08
EHT26 5,95 0,08
EHT27 5,39 0,08
EHT28 5,65 0,13

Her bir deger, her biri en az (¢ tekrarli olan iki set élgiimiin ortalamasidir.

NQO1

500,00

ak/mg protein
w B B
a o a1
S 9 ©
o o o
o o o

NN W
o u o
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150,00 F

100,00

Aktivite (nmol/d

50,00 f

0,00
C EHT

SS 7,94 11,88
m Aktivite 175,77 472,54

Sekil 26. NQO1 aktivitesi
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3.4.4.6. Glutatyon S-Transferaz Aktiviteleri

Hazirlanan doku sitozollerinde GST aktivitesi
(CDNB), 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB), etakrinik asit (EA), 1,2-epoxy-3-(p-
nitrophenoxy)propane (EPNP) substrati kullanilarak Habig ve ark. (1974) tarafindan
Onerilen spektrofotometrik metotla ve Sen ve Kirikbakan’'in (2004) optimize ettigi

sartlar kullanilarak tayin edildi. Maksimum enzim aktivitesi igin optimum gsartlar

belirlendi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 27-30 ve Sekil 27-30’da gosterilmektedir.

3.4.4.6.1. GST- CDNB

Tablo 25. GST- CDNB aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 907,34 23,90
C2 754,20 47,96
C3 828,42 19,06
C4 736,70 67,65
C5 712,05 65,37
C6 598,36 40,98
Cc7 707,23 38,56
Ccs8 473,99 73,49
C9 396,83 38,47
C10 763,37 29,43
Cl1 845,39 31,67
C12 801,27 10,08
C13 722,10 11,14
C14 727,32 69,05
C15 608,14 10,13
EHT1 166,33 58,81
EHT2 440,03 7,68
EHT3 398,02 5,93
EHT4 509,87 20,68
EHTS 307,84 57,97
EHT6 339,29 47,09
EHT7 364,28 60,70
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EHTS 301,19 41,93
EHT9 320,35 5,85
EHT10 295,19 66,07
EHT11 264,20 10,38
EHT12 329,84 7,71
EHT13 303,63 9,92
EHT14 394,94 34,74
EHT15 475,20 23,85
EHT16 406,09 2,41
EHT17 400,47 27,57
EHT18 239,80 15,68
EHT19 386,89 4,27
EHT20 328,37 13,76
EHT21 455,39 22,34
EHT22 441,75 10,75
EHT23 464,90 31,14
EHT24 482,12 9,38
EHT25 455,50 1,59
EHT26 434,98 0,14
EHT27 456,04 0,44
EHT28 465,21 0,04

Her bir deger, her biri en az (g tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.

GST-CDNB

800,00
700,00 F
600,00 |
500,00 F
400,00 F
300,00 F
200,00 F

100,00 F

0,00
C EHT

SS 38,46 21,39
B Aktivite 705,51 379,56

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

Sekil 27. GST- CDNB aktivitesi
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3.4.4.6.2. GST- DCNB

Tablo 26. GST- DCNB aktivitesi

Sigcan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 1,58 0,00
C2 2,24 0,07
C3 10,24 11,88
C4 13,30 0,08
C5 15,28 0,17
C6 12,25 0,21
C7 13,36 0,18
Ccs8 14,10 0,10
C9 12,66 0,18
C10 11,90 0,02
Cl1 20,14 0,44
C12 20,02 0,27
C13 22,43 3,23
C14 20,66 1,45
C15 22,81 0,62
EHT1 14,59 0,13
EHT2 21,89 0,53
EHT3 3,89 0,15
EHT4 7,92 0,07
EHTS 5,75 0,07
EHT6 5,03 1,02
EHT7 5,97 0,05
EHTS8 8,75 0,27
EHT9 6,17 0,42
EHT10 7,90 0,13
EHT11 6,58 0,12
EHT12 7,51 0,06
EHT13 7,69 0,26
EHT14 7,47 0,65
EHT15 9,88 0,36
EHT16 4,60 0,22
EHT17 9,62 0,29
EHT18 8,53 0,13
EHT19 6,79 0,13

90



EHT20 7,33 0,10
EHT21 7,56 0,00
EHT22 6,78 0,15
EHT23 8,03 0,06
EHT24 6,44 0,11
EHT25 9,40 0,23
EHT26 9,82 1,60
EHT27 8,98 0,53
EHT28 7,97 0,43
Her bir deger, her biri en az (g tekrarli olan iki set élgiimiin ortalamasidir.
GST-DCNB
25,00
c
T 20,00
°
o
£ 15,00
~
[
2
[ L
g 10,00
=
2
= 500 |
X
<
0,00
C EHT
SS 6,46 3,37
u Aktivite 14,20 8,17

Sekil 28. GST- DCNB aktivitesi

3.4.4.6.3. GST- EA

Tablo 27. GST- EA aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 2,392 0,072
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C2 3,527 0,074
C3 2,833 0,092
C4 2,994 0,079
C5 3,453 0,362
C6 3,467 0,133
C7 5,880 0,326
C8 5,309 0,050
C9 4,241 0,193
C10 4,975 0,459
Cl1 3,273 0,119
C12 3,906 0,057
C13 3,045 0,193
C14 2,754 0,223
C15 3,705 0,119
EHT1 3,141 0,159
EHT2 4,457 0,164
EHT3 5,064 0,901
EHT4 4,310 0,578
EHTS 3,624 0,165
EHT6 4,953 0,151
EHT7 4,688 0,439
EHTS8 7,392 0,903
EHTO 6,851 0,114
EHT10 8,895 0,740
EHT11 6,253 1,019
EHT12 9,555 0,965
EHT13 5,774 0,190
EHT14 5,161 0,718
EHT15 12,990 0,077
EHT16 7,472 0,213
EHT17 6,053 0,675
EHT18 9,467 1,021
EHT19 5,925 0,331
EHT20 6,901 0,048
EHT21 5,057 1,036
EHT22 3,554 0,190
EHT23 5,337 0,168
EHT24 5,661 0,211
EHT25 7,316 0,493

92




EHT26 9,264 0,088
EHT27 12,611 0,356
EHT28 9,824 0,166
Her bir deger, her biri en az (g tekrarli olan iki set élgiimiin ortalamasidir.
GST-EA
7,00 r
—~ 6,00 F
<
8
e 500 f
o
(@]
£ 400}
X
[
3
S 3,00 F
S
£
o 200 f
>
< 100 F
0,00
c EHT
SS 0,01 0,06
m Aktivite 3,72 6,70

Sekil 29. GST-EA aktivitesi

3.4.4.6.4. GST- EPNP

Tablo 28. GST- EPNP aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)

Ortalama SS
C1 24,66 1,15
Cc2 24,66 2,96
C3 25,80 3,98
C4 25,80 0,32
C5 26,28 0,00
C6 26,28 4,14
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C7 26,13 0,44

C8 26,13 1,92

C9 37,86 1,09
C10 37,86 2,82
Cl1 40,98 2,26
C12 40,98 1,23
C13 24,45 0,85
Cl14 24,45 2,11
C15 13,23 0,55
EHT1 24,35 1,61
EHT2 27,54 0,00
EHT3 22,60 0,85
EHT4 20,86 0,70
EHTS5 22,12 0,72
EHT6 20,92 0,12
EHT7 12,11 2,68
EHTS8 15,09 3,81
EHTO 20,06 0,13
EHT10 19,29 2,69
EHT11 9,89 0,23
EHT12 12,18 0,61
EHT13 12,68 0,56
EHT14 12,68 4,10
EHT15 16,78 2,31
EHT16 17,98 3,01
EHT17 18,85 1,25
EHT18 17,86 0,49
EHT19 26,50 1,65
EHT20 25,48 2,55
EHT21 13,56 2,20
EHT22 13,39 2,02
EHT23 9,16 0,10
EHT24 12,95 0,00
EHT25 17,89 2,14
EHT26 12,51 1,13
EHT27 12,70 8,19
EHT28 12,88 0,96

Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
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=
o
o
o

500 F

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

GST-EPNP

0,00

C

EHT

SS

1,72

1,67

| Aktivite

28,37

17,17

Sekil 30. GST- EPNP aktivitesi

3.4.4.7. Antioksidan Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

3.4.4.7.1. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Katalaz enziminin aktivite 6lcimu S1.5 fraksiyonunda Abei (1974) tarafindan

tarif edilen spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edildi. Maksimum enzim

aktivitesi icin optimum sartlar belirlendi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigcan karacigerlerindeki spesifik aktivite

nmol/dak/mg protein olarak Tablo 31 ve $ekil 31'de gosterilmektedir.

Tablo 29. Katalaz aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,220 0,005
C2 0,211 0,001
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C3 0,127 0,002
C4 0,161 0,003
C5 0,166 0,002
C6 0,184 0,001
C7 0,261 0,440
C8 0,261 0,092
C9 0,379 0,086
C10 0,386 0,028
Cl1 0,410 0,023
C12 0,398 0,023
C13 0,245 0,085
C14 0,245 0,021
C15 0,132 0,055
EHT1 0,038 0,001
EHT2 0,124 0,005
EHT3 0,192 0,024
EHT4 0,129 0,001
EHTS 0,121 0,005
EHT6 0,050 0,001
EHT7 0,117 0,001
EHTS8 0,209 0,036
EHTO9 0,092 0,002
EHT10 0,106 0,004
EHT11 0,123 0,006
EHT12 0,181 0,007
EHT13 0,121 0,001
EHT14 0,237 0,024
EHT15 0,189 0,016
EHT16 0,153 0,013
EHT17 0,196 0,001
EHT18 0,222 0,000
EHT19 0,129 0,002
EHT20 0,162 0,001
EHT21 0,181 0,004
EHT22 0,115 0,003
EHT23 0,159 0,010
EHT24 0,130 0,001
EHT25 0,179 0,014
EHT26 0,125 0,011
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EHT27 0,127 0,082
EHT28 0,129 0,096
Her bir deger, her biri en az (¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.

Katalaz

0,350

0,300 |

o
N
al
o

0,200 F

0,150 F

o
=
o
o

0,050 f

Aktivite (nmol/dak/mg protein)

0,000
C EHT

SS 0,058 0,013
B Aktivite 0,252 0,144

Sekil 31. Katalaz aktivitesi

3.4.4.7.2. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD enziminin aktivite 6lcimu Marklund ve Marklund (1974) tarafindan tarif
edilen spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edildi. Maksimum enzim aktivitesi

igin optimum sartlar belirlendi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

unite/dak/mg protein olarak Tablo 32 ve Sekil 32’de gdsterilmektedir.

Tablo 30. SOD aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (Unite/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 2,84 0,14
C2 2,54 0,13
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C3 1,96 0,10
C4 2,19 0,00
C5 2,42 0,02
C6 2,64 0,13
C7 1,44 0,02
C8 2,71 0,04
C9 1,93 0,06
C10 2,11 0,10
Cl1 1,20 3,76
C12 2,22 3,87
C13 1,45 10,10
C14 1,04 15,53
C15 3,10 10,46
EHT1 0,68 0,05
EHT2 2,48 0,00
EHT3 2,34 0,03
EHT4 2,78 0,06
EHTS 1,69 0,14
EHT6 1,64 0,09
EHT7 1,14 0,01
EHTS 1,15 0,08
EHTO9 1,83 0,04
EHT10 1,39 0,12
EHT11 2,44 0,02
EHT12 1,52 0,00
EHT13 1,84 0,16
EHT14 1,96 0,03
EHT15 1,44 0,02
EHT16 1,92 0,10
EHT17 2,15 0,04
EHT18 2,47 0,24
EHT19 2,48 0,02
EHT20 1,71 13,37
EHT21 1,42 2,98
EHT22 1,31 2,13
EHT23 1,38 5,29
EHT24 1,33 1,06
EHT25 1,61 0,08
EHT26 1,52 0,08
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EHT27 1,54 0,08

EHT28 1,56 0,13
Her bir deger, her biri en az (g tekrarli olan iki set élgiimiin ortalamasidir.
35 r
— 3
£
g
© 25 ¢}
o
(@]
E 2
X
©
S
o 15 F
c
2
P 1
=
< o5}
<
0
C EHT
SS 0,17 0,09
m Aktivite 2,12 2,97

Sekil 32. SOD aktivitesi

3.4.4.7.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

GPx enziminin aktivite 6lgimU Paglia ve Valentine (1967) tarafindan tarif
edilen spektrofotometrik metot kullanilarak tayin edildi. Maksimum enzim aktivitesi

igin optimum sartlar belirlendi.

Kontrol ve EHT enjekte edilmis sigan karacigerlerindeki spesifik aktivite

unite/dak/mg protein olarak Tablo 33 ve $ekil 33'de gosterilmektedir.

Tablo 31. GPyx aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (umol/dak/mg protein)
Ortalama SS
C1 0,087 0,002
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C2 0,081 0,006
C3 0,072 0,000
C4 0,072 0,001
C5 0,051 0,002
C6 0,048 0,000
C7 0,079 0,001
C8 0,146 0,002
C9 0,087 0,003
C10 0,067 0,001
Cl1 0,070 0,002
C12 0,069 0,001
C13 0,064 0,002
C14 0,063 0,001
C15 0,060 0,003
EHT1 0,174 0,003
EHT2 0,095 0,006
EHT3 0,109 0,011
EHT4 0,094 0,006
EHTS 0,079 0,003
EHT6 0,089 0,002
EHT7 0,123 0,000
EHTS8 0,158 0,002
EHTO 0,122 0,001
EHT10 0,115 0,001
EHT11 0,093 0,004
EHT12 0,081 0,001
EHT13 0,113 0,001
EHT14 0,106 0,002
EHT15 0,115 0,000
EHT16 0,088 0,002
EHT17 0,092 0,001
EHT18 0,078 0,003
EHT19 0,082 0,001
EHT20 0,136 0,004
EHT21 0,060 0,002
EHT22 0,049 0,001
EHT23 0,061 0,003
EHT24 0,047 0,000
EHT25 0,161 0,085

100




EHT26 0,152 0,078
EHT27 0,154 0,085
EHT28 0,156 0,134

Her bir deger, her biri en az lg¢ tekrarli olan iki set 6l¢ciimiin ortalamasidir.

0,1400

20,1200

ei

©0,1000

mg p
o
0]
o
o

I/dak/

0,0600

gjmo

Aktivite
_C)
o o
N N
o o
o o

0,0000

GPy

C

EHT

SS

0,0019

0,0158

m Aktvite

0,0744

0,1065

Sekil 33. GPy aktivitesi

3.4.4.8. Diagnostik Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerin Saptanmasi

3.4.4.8.1. Kan Serum Aminotransferazlarin Aktiviteleri: (AST ve ALT)

Aspartat ve alanin aminotransferaz aktiviteleri Reitman ve Frankel (1957)
metodu ile tanimlandigi Uzere aktivite sonucunda keto asitin alkali ortamda 2,4-

dinitrofenilhidrazin  ile  kenetlenmesi sonucu olusan renk kompleksinin

spektrofotometrik olarak dlgumu ile tayin edildi (Tablo 34, Sekil 34, 35).

Tablo 32. AST-ALT aktiviteleri

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (Unite/L)
AST (Ortalama) ALT (Ortalama)
C1l 134 63
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C2 74 63
C3 113 84
C4 136 103
C5 614 551
C6 713 701
C7 1873 1658
C8 1532 2443
C9 189 128
C10 100 74
Cl1 198 57
C12 204 87
C13 167 35
Cl4 198 103
C15 138 552
EHT1 133 58
EHT2 124 232
EHT3 145 544
EHT4 256 232
EHTS 205 266
EHT6 299 129
EHT7 5 136
EHTS8 285 129
EHT9 207 45
EHT10 204 67
EHT11 330 65
EHT12 72 48
EHT13 100 101
EHT14 1114 24
EHT15 326 22
EHT16 445 515
EHT17 103 665
EHT18 130 126
EHT19 71 22
EHT20 176 43
EHT21 104 31
EHT22 106 64
EHT23 127 24
EHT24 261 77
EHT25 74 44
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EHT26

35

239

EHT27

66

139

EHT28

322

120

Her bir deger, her biri en az (g tekrarli olan iki set élgiimiin ortalamasidir.

500,0 r
450,0
400,0
350,0
300,0
250,0 F
200,0 r
150,0 f
100,0 f

50,0

Aktivite (Unite/L)

ALT

0,0

C

EHT

SS

20,1

12,0

m Aktivite

446,7

150,1

450,0 r
400,0 r
350,0 F
300,0 F
250,0 F
200,0 F
150,0 F
100,0 F

50,0

Aktivite (Unite/L)

0,0

Sekil 15. ALT aktivitesi

AST

C

EHT

SS

14,1

211

m Aktvite

4255

207,9

Sekil 35. AST aktivitesi
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3.4.4.8.2. Kan Serum Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitesi

LDH olcimu Kubowitz ve Ott (1943) tarafindan tanimlanmis metodunun
Wroblewski ve LaDue (1955) tarafindan optimize edilmis olan spektrofotometrik
metot ile tayin edildi. (Tablo 35, Sekil 36)

Tablo 33. LDH aktivitesi

Sigan Kodu Enzim Aktivitesi (Unite/L)
Ortalama SS
C1 387,0 9,9
C2 510,0 14,1
C3 650,0 212,1
C4 1300,0 1,2
C5 300,0 22,3
C6 570,0 12,3
C7 1130,0 11,2
C8 2010,0 12,4
C9 340,0 16,3
C10 1130,0 12,9
Cl1 320,0 11,3
C12 450,0 15,7
C13 390,0 16,3
Cl14 470,0 19,5
C15 530,0 14,5
EHT1 374,0 31,1
EHT2 1575,0 354
EHT3 345,0 6,3
EHT4 407,0 7,1
EHTS5 1010,0 5,7
EHT6 3096,0 67,9
EHT7 1526,0 11,3
EHTS 636,0 11,3
EHT9 1950,0 39,6
EHT10 370,0 14,1
EHT11 453,0 7,1
EHT12 4900,0 141.4
EHT13 5320,0 19,3
EHT14 3215,0 22,6
EHT15 433,0 18,4
EHT16 447,0 7,1
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EHT17 272,0 2,8
EHT18 534,0 3,4
EHT19 2940 8,5
EHT20 2172,0 24,5
EHT21 104,0 8,5
EHT22 1718,0 25,5
EHT23 456,0 10,2
EHT24 589,0 12,3
EHT25 782,0 1,6
EHT26 453,0 14,3
EHT27 389,0 1,9
EHT28 432,0 7,4
Her bir deger, her biri en az (i¢ tekrarli olan iki set 6lgiimiin ortalamasidir.
LDH
1400,0
~1200,0 F
S
2
51000,0 -
E 800,0 f
2 '
x
< 600,0 F
400,0 }
200,0 F
0,0
c EHT
SS 26,8 20,2
m Aktivite 699,1 1223,3

Sekil 36. LDH aktivitesi

Tayli yakiotu ekstresinin sigan karaciger Faz |, Faz Il ve antioksidan enzim

aktiviteleri Uzerine etkileri genel derleme olarak asagidaki Tablo 36’da veriimektedir.
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Tablo 34. Tuylu yakiotunun sigan karaciger Faz |, Faz 1l ve antioksidan enzim

aktivitesi Uzerine genel bir derleme.

Enzim Aktivitesi

Kontrol

(Ortalama * Standart

Sapma)

Yakiotu Ekstresi
Uygulanmis (EHT)

(Ortalama * Standart

Sapma)

Anilin 4-Hidroksilaz

_ 0,432 + 0,011 0,118 £ 0,007 *
(nmol/dak/mg protein)
Aromataz

_ 6,52 £ 0,87 5,60+ 0,77
(pmol/dak/mg protein)
Aminopiren

_ 0,242 + 0,084 0,229 + 0,077
(nmol/dak/mg protein)
Benzfetamin

. 1,356 £ 0,090 0,681 £ 0,108 *
(nmol/dak/mg protein)
Eritromisin N-Demetilaz

_ 0,238 £ 0,020 0,127 £ 0,025*
(nmol/dak/mg protein)
Etilmorfin N-Demetilaz

_ 1,891 £ 0,059 0,313 £ 0,044 *
(pmol/dak/mg protein)
Kafein

_ 0,582 + 0,044 0,403 £ 0,031 *
(pmol/dak/mg protein)
NDMA

_ 0,227 £ 0,020 0,168 £ 0,016
(pmol/dak/mg protein)
BROD

_ 3,34 £ 0,070 1,91 £ 0,040 *
(pmol/dak/mg protein)
EROD

_ 6,91 + 2,65 4,47 £ 1,55
(pmol/dak/mg protein)
MROD

_ 7,96 £ 0,42 5,73+0,49
(pmol/dak/mg protein)
PROD

_ 5,60 + 1,86 6,20 £ 1,57
(pmol/dak/mg protein)
NQO1

_ 175,77 £7,94 472,54 + 11,88 *
(pmol/dak/mg protein)
GST-EA 3,72+ 0,01 6,70 £ 0,06
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(nmol/dak/mg protein)
GST-CDNB
_ 705,51 + 38,46 379,56 £ 21,39 *
(nmol/dak/mg protein)
GST-DCNB
_ 14,20 £ 6,46 8,17 £ 3,37 *
(nmol/dak/mg protein)
GST-EPNP
_ 28,37 £1,72 17,17 £ 1,67
(umol/dak/mg protein)
SOD
_ 212 +0,17 2,97 £ 0,090
(U/dak/mg protein)
Katalaz
_ 0,252 + 0,058 0,144 £ 0,013
(mmol/dak/mg protein)
GPx
_ 0,074 £ 0,0019 0,1065 £ 0,0158 *
(nmol/dak/mg protein)
AST
. 4255+ 141 2079+21,1
(Unite/L)
ALT
. 446,7 + 20,1 150,1£12*
(Unite/L)

3.5. Tiylii Yakiotu Ekstresinin Enzim Ekspresyon Diizeyleri Uzerine Etkilerinin

Saptanmasi

3.5.1. Protein Diizeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi

Tayld yakiotunun sigan karaciger enzimleri Uzerine olan etkileri western blot
ile gerceklestirildi. Orneklerden elde edilen blot goruntiileri asagidaki Sekil 37’de
verilmektedir. TUum 6rneklerin gorinti analizleri Scion Image (Versiyon Beta, 4.0.2 )

yazilimi kullanilarak gergeklestirildi ve sonuclar asagidaki Tablo 37’de sunulmaktadir.
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Kuyu 1-7: EHT; 8-9: C1

Sekil 167. Taylu yakiotunun sigan karaciger Faz |, Faz Il ve antioksidan enzimler

uzerindeki etkilerinin western blot goéruntuleri.
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Tablo 35. Blotlarin goruntu analizleri sonucu elde edilen degerler

Izozim Kontrol* EHT* Kontrole gore %
(OrtalamaxStandart | (OrtalamatStandart Oran
Sapma) Sapma)
CYP1Al 1.507 £ 739 442 + 211 29
CYP3A1 5.823 £ 77 893 + 323 15
CYP2D 5.045 £+ 149 3.880 £ 471 77
CYP2A3 2.074 £ 249 1.844 1 249 89
CYP19 2.624 + 55 1.796 + 586 68
CYP2C6 2.622 + 207 3.108 + 202 119
CYP2E1 1.890 £ 330 1.300 + 360 69
CYP2B1 4.286 + 769 2.909 + 885 67
GST-Mu 5.981 £ 1.149 333+78 5.6
NQO1 6.653 £2.438 11.636 + 3478 174

*Sadece resmedilen degil tim kontrol ve EHT 6rneklerin ortalama degerleridir.

3.5.2. mRNA Duzeyinde Ekspresyonlarinin Tayin Edilmesi: Gergcek Zamanl PZR

Asagidaki

sekilde goruldugu gibi

oncelikle c¢aligilan her

bir gen igin

amplifikasyon analizi ile standart kalibrasyon egrisi olusturuldu ve erime egrisi

analizleri yapildi. Daha sonra bu de@erler kullanilarak her bir enzim igcin mRNA

ekspresyon duzeyleri kontrol ve EHT drneklerinde saptandi (Sekil 38-49).

Calisilan ve asagida sonugclari verilen bitliin genler icin bu edriler ayri ayri

olusturuldu fakat sadece CYP1A1 icin olusturulan edriler rnek olarak verilmektedir.

CYP1A1l gRT-PCR EGRILERI: Standart Egri

26

24 4----070

22

AR R R

LY
16 1

Concentration

Standart eg@ri analizi i¢in kullanilan kantitasyon egrisi asagida verilmektedir.
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Norm. Fluoro.

107" { Threshold]

CYP1A1 Erime Egrisi:

dF dT

55 60 65 70 75 80 a5 90 a5 100
deg.
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CYP

Rolatif CYP1A1/GAPDH)

1,0
0,8
0,6 .E
0,4
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1A1 [mRNA]

12 1

0,0

Kontrol

EHT

mSS

0,04

0,09

[ ] Rolatif
CYP1A1/GAPDH

1
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Sekil 38. CYP1A1 mRNA

CYP1A2 [mRNA]

1,2 T
1,0 .E
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0,6 .E
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Rolatif CYP1A2/GAPDH)

0,2 +

0,0

Kontrol

EHT

uSS
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0,086

| Rélatif
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1

0,54

Sekil 17. CYP1A2 mRNA
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CYP2C6 [MRNA]

1,2
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S 02 %
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o
0,0
Kontrol EHT
mSS 0,14 0,04
[ ] Rolatif
CYP2C6/GAPDH 1 0,69
Sekil 40. CYP2C6 mRNA
CYP2D2 [mRNA]
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o 08 1
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Sekil 41. CYP2D mRNA
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CYP2E1 [mRNA]
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0,0

Kontrol EHT

mSS
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Sekil 18. CYP2E1 mRNA

CYP2J4 [mRNA]

1,2
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0,2

0,0
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uSS
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Sekil 19. CYP2J4 mRNA
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CYP3A1 [mRNA]
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Sekil 20. CYP3A4 mRNA

CYP4A1 [mRNA]

12 ¥
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02 %

0,0
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EHT

uSS
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Sekil 21. CYP4A mRNA
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MmRNA ekspresyon ¢alismalarindan elde edilen sonuglar asagidaki Tablo

38’de toplu halde verilmektedir.

Tablo 36. mMRNA ekspresyon analizleri sonucu elde edilen degerler

Enzim Kontrol EHT (Ortalama * Kontrole gore
CYP1Al 1+0.04 0.82 £ 0.09 1.22X azalma
CYP1A2 1+0.05 0.54 £ 0.09 1.85X azalma
CYP2C6 1+0.14 0.69 £ 0.04 1.45X azalma
CYP2D2 1+0.07 0.12 £ 0.07 8.33X azalma
CYP2J4 1+0.04 0.61+0.04 1.64X azalma
CYP2E1l 1+£0.03 0.67 £ 0.08 1.49X azalma
CYP3Al 1+0.07 0.08 £ 0.01 12.5X azalma
CYP4A1 1+0.04 0.17 £ 0.04 5.88X azalma
GPx 1+£0.05 3.50 £ 0.06 3.50X artma
GST-Theta 1+0.04 0.28 £ 0.07 3.57X azalma
GST-Mu 1+0.05 0.10+£0.05 10.0X azalma
NQO1 1+0.17 4.97 £ 0.35 4.97X artma

3.6. Tuylu Yaki otu Ekstresinin Hiicre Kiilturlerine Uygulanmasi

Tuyli yakiotunun degisik hucre hatlarinda gosterdigi

asagidaki Sekil 50-53 ve Tablo 39-42’de verilmektedir.

sitotoksik etkiler

3.6.1. Tiiylii Yaki otunun Hiicre Hatlan Uzerinde Sitotoksik Etkileri

3.6.1.1. insan Embriyonik Bébrek 293 Hiicre Hatti Uzerindeki Etkisi

Tablo 37. insan Embriyonik Bébrek 293 hiicreleri lizerinde EHT nin sitotoksik etkisi

Yakiotu Ortalama Ortalama Standart
0,025 0,866 116,672 0,033
0,05 0,761 102,571 0,026
0,1 0,714 96,194 0,012
0,2 0,562 75,671 0,017
0,5 0,484 65,252 0,011

1 0,363 48,950 0,002
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Sekil 25. insan Embriyonik Bobrek 293 hiicreleri lizerinde EHT nin sitotoksik etkisi

3.6.2. insan Meme Kanseri MCF-7 Hiicreleri Uzerindeki Etkisi

Tablo 38. insan Meme Kanseri MCF-7 hiicreleri izerinde EHT'nin sitotoksik etkisi

Yakiotu Ortalama Ortalama Standart
0,025 0,428 95,95 1,62
0,05 0,354 79,37 3,39
0,1 0,318 71,23 0,59

0,2 0,300 67,20 0,98
0,5 0,220 49,35 2,12
1 0,194 43,53 0,85
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Sekil 26. insan Meme Kanseri MCF-7 hiicreleri Gizerinde EHT'nin sitotoksik etkisi

3.6.3. insan Akciger Kanser PC-14 Hiicreleri Uzerindeki Etkisi

Tablo 39. insan Akciger Kanser PC-14 hiicreleri (izerinde EHT'nin sitotoksik etkisi

Yakiotu Ortalama Ortalama Standart
0,025 0,726 98,87 1,19
0,05 0,700 95,33 0,34
0,1 0,619 84,22 0,69
0,2 0,494 67,20 1,39
0,5 0,476 64,80 1,38

1 0,381 51,91 1,02
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Sekil 27. insan Akciger Kanser PC-14 hiicreleri tizerinde EHT'nin sitotoksik etkisi
3.6.4. insan Embriyonik Fibroblast 3T3 Hiicre Hatti Uzerindeki Etkisi

Tablo 40. insan Embriyonik Fibroblast hiicre hatti (izerinde EHT'nin sitotoksik etkisi

Yakiotu Ortalama Ortalama Standart
0,025 0,735 100,053 0,0052
0,05 0,634 86,394 0,0076
0,1 0,549 74,824 0,0090
0,2 0,417 56,764 0,0055
0,5 0,330 44,967 0,0065
1 0,270 36,844 0,0237
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Sekil 28. Insan Embriyonik Fibroblast hiicre hatti (izerinde EHT'nin sitotoksik etkisi

3.6.2. Tiiylii Yakiotu Ekstresinin Tiimor Baskilayici Genler Uzerine Etkisi

Hucre kulturinde standardizasyon caligmalari optimize edilmis ve p53, p21 ve
PTEN geni ile ilgili tanimlamalar yapilmig, ic standart olarak da GAPDH geni
kullanilmigtir. Elde edilen western blot goruntuleri agagidaki sekilde (Sekil 54) ve tum
orneklerin Scion Image (Version Beta, 4.0.2) yazilimi kullanilarak gergeklestirilen

goruntlt analiz sonuglari Tablo 43’te sunulmaktadir.
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Tablo 41. Blotlarin gérunti analizleri sonucu elde edilen degerler

izozim Hiicre Kontrol* EHT* Kontrole gore %
Hatti (OrtalamaSS) (OrtalamatSS) oran
P-53 3T3 3264+183,8 3496+94,8 Degisim yok
MCF-7 7405,51+427,7 7293,51£229,8 Degisim yok
293 5716+115,9 5055,5+103,9 -12%
PC-14 46711717 4415+166,9 Degisim yok
PTEN 3T3 12791439,8 2864,5£132,2 114%
MCF-7 4425+258,8 41681661,9 Degisim yok
293 5804+55,2 5376,5+78,5 Degisim yok
PC-14 2750,5+14,8 1860+366,9 -27%
P-21 3T3 4469,3+263,2 5105,5+310,4 14%
MCF-7 5576+374,8 5429+286,4 Degisim yok
293 4448,5+186 4674,3£121,6 Degisim yok
PC-14 2827+76,4 2841,7+314 Degisim yok

*Sadece resmedilen degil tim orneklerin ortalama degerleridir

3.7. Ekstrenin Karaciger Tim Doku Protein Profillerine (PROTEOM) Etkilerinin

Saptanmasi

Yukarida metot kisminda belirtilen yontemlerle tespit edilen protein spotlari jelden
manuel olarak kesilerek Proteome Factory AG sirketine (Dorotheenstr. 94, D-10117
Berlin-ALMANYA) gonderilmigtir ve firmadan gelen analiz sonuglari asagida

verilmigtir.

Proteom Sonuglari:
Kontrol 2DE Jelinden alinan spotlar: 1-12 ve 13-24

Epilobium Hirsitum (Yakiotu, EHT) 2DE Jelinden alinan spotlar: 25-52

Protein identification report

1 Sample#l 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, mitochondrial

(Fragment) OS=Rattus norvegicus

GN=Bckdha PE=1 SV=1
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2 Sample#2 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 OS=Rattus norvegicus
GN=Pebpl PE=1 SV=3

3 Sample#3 Peroxiredoxin-2 OS=Mus musculus GN=Prdx2 PE=1 SV=3

4 Sample#4 Actin, gamma OS=Cephalosporium acremonium GN=ACT PE=3 SV=1
5 Sample#5 Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 SV=6
6 Sample#6 Arginase-1 OS=Rattus norvegicus GN=Argl PE=1 SV=2

7 Sample#7 78 kDa glucose-regulated protein OS=Homo sapiens GN=HSPA5 PE=1
Sv=2

8 Sample#8 Endoplasmin OS=Mus musculus GN=Hsp90b1 PE=1 SV=2
9 Sample#9 Endoplasmin OS=Canis familiaris GN=HSP90B1 PE=1 SV=1

10 Sample#10 Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1
SV=6

11 Sample#11 Protein disulfide-isomerase A6 OS=Rattus norvegicus GN=Pdia6
PE=1 SV=2

12 Sample#12 Tubulin beta chain OS=Sus scrofa PE=1 SV=1
13 Sample#25 Arginase-1 OS=Rattus norvegicus GN=Argl PE=1 SV=2
14 Sample#26 Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1

15 Sample#27 Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic OS=Microtus
ochrogaster GN=IDH1 PE=3 SV=1

16 Sample#28 Fumarylacetoacetase OS=Rattus norvegicus GN=Fah PE=1 SV=1
file:///ID|/PFA/110304A Adali_Sample 01-12+25-32.htm[08.04.2011 14:29:59]

17 Sample#29 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase OS=Rattus norvegicus
GN=Hpd PE=1 SV=3

18 Sample#30 Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1
19 Sample#31 Trypsin OS=Sus scrofa PE=1 SV=1

20 Sample#32 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial OS=Mesocricetus auratus
GN=ALDH2 PE=1 SV=1
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B1 Sample 13 isovaleryl-KoA dehydrogenase, mitochondrial precursor [Rattus

norvegicus]

B2 Sample 14 cytokeratin 8 polypeptide [Rattus norvegicus]

B3 Sample 15 serum albumin precursor [Rattus norvegicus]

B4 Sample 16 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B5 Sample 17 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B6 Sample 18 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor Peroxiredoxin-6
B7 Sample 19 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B8 Sample 20 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B9 Sample 21 No significant result

B10 Sample 22 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B11 Sample 23 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B12 Sample 24 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

C9 Sample 33 No significant result

C10 Sample 34 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

C11 Sample 35 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

C12 Sample 36 RecName: Full=Protein disulfide-isomerase; Short=PDI; AltName:

Full=Cellular thyroid hormone-binding protein; AltName: Full=Prolyl 4-hydroxylase

subunit

beta; Flags: Precursor

D1 (59) Sample 37 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D2 (60) Sample 38 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D3 (61) Sample 39 keratin 1

D4 (62) Sample 40 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor calreticulin precursor
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D5 (63) Sample 41 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor Enoil-KoA hydratase,

mitochondrial precursor

D6 (64) Sample 42 keratin 1

D7 (65) Sample 43 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D8 (66) Sample 44 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D9 (67) Sample 45 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D10 (68) Sample 46 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D11 (69) Sample 47 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D12 (70) Sample 48 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase [Rattus norvegicus]
E1l (71) Sample 49 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
E2 (72) Sample 50 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
E3 (73) Sample 51 vitellogenin-2 precursor [Gallus gallus]

E4 (74) Sample 52 RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor

B9-2 (75) Sample 33, reanalysed RecName: Full=Serum albumin; AltName:
Full=BSA;

AltName: Allergen=Bos d 6; Flags: Precursor

B10-2 (76) Sample 34, reanalysed RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
B11-2 (78) Sample 35, reanalysed RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D7-2 (77) Sample 43, reanalysed RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
D10-2 (80) Sample 46, reanalysed calreticulin precursor

D11-2 (79) Sample 47, reanalysed immunoglobulin heavy chain variable region
D12-2 (81) Sample 48, reanalysed 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase]
E1-2 (82) Sample 49, reanalysed RecName: Full=Trypsin; Flags: Precursor
E2-2 (84) Sample 50, reanalysed No significant result

E4-2 (83) Sample 52, reanalysed No significant result
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Tablo 44. Proteom sonuglarina gore ekspresyonlari degisen proteinler

NO |Protein Adi Eslesme MA
1 |2-oksoizovalerat dehidrogenaz alfa altinitesi 11 50133
2 |Fosfotidiletanolamin baglayici protein 13 20788
3 | Peroksiredoksin-2 5 21765
4 | Arjinaz-1 24 34951
5 | Glukoz-dUzenleyici protein 78 51 72288
6 |Endoplazmin (OS=Mus musculus) 11 92418
7 | Endoplazmin (OS=Canis familiaris) 9 92456
8 | Protein disulfit-izomeraz A6 24 48143
9 |izositrat dehidrogenaz [NADP] sitoplazmik 6 46665
10 |Fumarilasetoasetaz 4 45946
11 |4- hidroksifenilpiruvatdioksijenaz 11 45084
12 |Aldehit dehidrogenaz, mitokondriyal 28 54299
13 |izovaleril-KoA dehidrogenaz, mitokondriyal 6 46406
14 | Peroksiredoksin-6 2 24855
15 |Protein disulfit-izomeraz 18 56916
16 |Kalretikdlin 4 47966
17 |Enoil-KoA hidrataz, mitokondriyal 2 28269
18 |3-hydroxyanthranilate-3,4-dioxygenase 6 32561
19 |vitelojenin-2 14 204679
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4. TARTISMA

Elde edilen bulgular asagida maddeler seklinde 6zetlenebilir:

1. Tayld yakiotu (Epilobium hirsutum — EHT) muamelesi tum hayvanlarda bir miktar

kilo kaybina neden oldu.

2. Kontrol ve muamele yapilan iki grup hayvan doku agirliklari arasinda ciddi bir fark

olusmadi.

3. Kontrol ve yakiotu verilmis hayvanlarin ortalama Transaminaz (ALT ve AST)

degderleri arasinda 6nemli farkhliklar gozlendi.

4. Yakiotu muamelesi sonrasinda enzim aktiviteleri gbézlenen degisimler

dogrultusunda asagidaki gibi 3 gruba ayrilabilir.
a. Degisim gostermeyen grup: DELTA SIFIR GRUP
i. CYP2C tarafindan katalize edilen APND aktivitesi
ii. CYP2B tarafindan katalize edilen PROD aktivitesi
b. Azalma Gésteren Grup: DELTA EKSi GRUP
i. CYP2E1 tarafindan katalize edilen A4H aktivitesi — 3.63 kat azalma
ii. Yine CYP2E1 tarafindan katalize edilen NDMA aktivitesi — 1.35 kat azalma
iii. CYP2B tarafindan katalize edilen BND aktivitesi - yaklasik 2 kat azalma

iv. Yine CYP2B tarafindan katalize edilen EMND aktivitesi - yaklasik 6 kat

azalma
v. Yine CYP2B tarafindan katalize edilen BROD aktivitesi — 1.74 kat azalma
vi. CYP3A tarafindan katalize edilen ERND aktivitesi - yaklasik 2 kat azalma

vii. CYP1A izozimleri tarafindan katalize edilen C3ND aktivitesi — 1.44 kat

azalma

viii. Yine CYP1A izozimleri tarafindan katalize edilen MROD aktivitesi — 1.38

kat azalma

ix. Yine CYP1A izozimleri tarafindan katalize edilen EROD aktivitesi - yaklasik

1.54 kat azalma

128



X. Total GST aktivitesi (GST-CDNB) — 1.85 kat azalma

xi. GST- DCNB aktivitesi — 1.73 kat azalma

xii. GST-EPNP aktivitesi - 1.65 kat azalma

xiii. CAT aktivitesi — 1.75 kat azalma

xiiii. CYP19 tarafindan katalize edilen aromataz aktivitesi - 1.16 kat azalma
c. Artigs Gosteren Grup: DELTA ARTI GRUP

i. NQO1 aktivitesi - yaklasik 2,68 kat artis

ii. GST-EA aktivitesi — 1.80 kat artis

iii. GPx aktivitesi — 1.43 kat artis

iv. SOD aktivitesi- 1.40 kat artis

5. Yakiotu (EHT) muamelesi sonrasinda Sitokrom P450 izozimlerinin ve diger

enzimlerin protein ekspresyon dizeylerindeki degisimler asagidaki gibi olmustur:
a. CYP1A1 de 3.40 kat azalma

b. CYP3Al de 6.52 kat azalma

c. CYP2D de 1.30 kat azalma

d. CYP2A da 1.12 kat azalma

e. CYP19 de 1.49 kat azalma

f. CYP2EL de 1.45 kat azalma

g. CYP2C6 da 1.18 kat artig (6nemsiz)
h. CYP2B de 1.47 kat azalma

I. GST-MU de 17.96 kat azalma

i. NQO1 da 1.74 kat artig gozlendi.

6. Yakiotu (EHT) muamelesi sonrasinda Sitokrom P450 izozimlerinin ve diger

enzimlerin mRNA ekspresyon duzeylerindeki degisimler asagidaki gibi olmustur:
a. CYP1Al de 1.22 kat azalma

b. CYP3Al de 12,5 kat azalma
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c. CYP2D de 8.33 kat azalma

d. CYP2J de 1.64 kat azalma

e. CYP4A da 5.88 kat azalma

f. CYP2EL de 1.49 kat azalma

g. CYP2C6 da 1.45 kat azalma

h. CYP1A2 de 1.85 kat azalma

I. GST-MU de 10 kat azalma

i. NQO1 da 4.97 kat artis

J. GST-Tetha da 3.57 kat azalma
k. GPX de 3.50 kat artis gozlendi.

7. Calisilan iki normal ve iki kanser hicre hattinda yaklasik 1 mg/ml'lik EHT

konsantrasyonunda sitotoksik etki gozlendi.

a. Sitotoksik etki goOzlenen konsantrasyonda GAPDH geni duzey tayinleri

gerceklestirildi.

b. p53, p21 ve PTEN geni ile yapilan ¢calismalarda p53 ve p21 protein ekspresyon
dizeyinde 6nemli degisiklikler gézlenmedi. PTEN, 3T3 insan fibroblastik hiicreleri
Uzerinde protein ekspresyonunu artirken, PC-14 insan akciger hicreleri Uzerinde

protein ekspresyonunu azaltmaktadir.

8. 2D-elektroforez sistemi laboratuar kogullarimiza uygun hale getirildi. Proteinlerin
analizi i¢in yurtdigina gonderilen orneklerin sonuglari geldi. Tamamen yok olan ya

da azalan 52 spot secildi ve 19 spot tanimlandi.

9. Enzim aktiviteleri ile enzim protein ekspresyon diuzeyleri arasinda (artis ve azalma

diUzeyleri arasinda) énemli paralellik bulundu.

10. Ayni izozim tarafindan katalize edildigi bilinen (A4H ve NDMA gibi) degisik
substratlar arasinda artma ve azalma gibi genel degiskenlikte paralellik

g6zlenmesine ragmen artis yada azalma duzeyleri arasinda farkhliklar gézlendi.

Bu veriler 1siginda oOncelikle tuylu yakiotu verilen hemen hemen tim

hayvanlarda (5 adedi hari¢) hafif kilo kaybi gézlenmis olmasi bu bitkiden elde
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edilebilecek caylarin dusuk dozda ve devamli tuketimi zayiflama araci olarak
kullanilabilecegini dustindurmektedir. Deneysel surecgte iki hayvanin 6lum nedeni
yapilan incelemelerde ekstrenin toksik etkisinden degil, enjeksiyon igleminden

kaynaklandigi saptandi.

Faz |, Faz Il ve Antioksidan Enzimler ile ilgili Calisma Sonuglar:

Transaminaz enzim dizeyindeki dususler genellikle nemsizdir. Bu enzimlerin
duzeylerinde bir artig gozlenmemis olmasi bu enzimlerin yaygin olarak bulunduklari
Ozellikle eritrosit, kalp kasi, karaciger ve akciger gibi dokularda herhangi bir doku
harabiyeti olmadigi anlamina gelmektedir. Ozellikle akut hepatik hasar gostergesi
olan ALT de artis meydana gelmemis olmasi nedeni ile kullanilan yakiotu dozlarinin

akut ya da kronik toksisite olusturmadidini gostermektedir.

Antioksidan enzim (CAT, SOD ve GPyx) aktivite duzeylerindeki artis ve
azaliglar iki sekilde degerlendirilebilir. ilki, CAT diizeyinde azalis gézlenmis olmasi
kullanilan dozlarda EHT nin oksidatif stres olusturmadiginin géstergesi olabilecegidir.
Digeri, SOD ve GPX dlzeyinde artis kullanilan dozlarda antioksidan etki gdstermis
olabileceginin gostergesidir. Bu godzlemler transaminazlarda bir artis gézlenmemis
oldugu dikkate alindiginda, EH ekstresinin herhangi bir oksidan etki olusturmadan
antioksidan etki yarattigini daha da guglu hale getirmektedir. Ayrica GPx'in mRNA
duzeyindeki artisida bu verileri dogrulamaktadir. Ayrica, tim bu veriler kullanilan

dozlarin dogrulugunun bir gostergesi olarak ele alinabilir.

Tayli yakiotu muamelesinin incelenen enzimlerin 6nemli bir boluminde
baskilama etkisi gdstermis olmasi bu bitkinin teraptik 6nemini vurgulamaktadir.
Azalma gortlen CYP1A grubununda yer alan C3ND, MROD ve EROD duzeylerinde
gozlenen inhibisyon bu enzimlerin karsinojen metabolizmasinda yer aldigi gercegi
goz onune alindiginda ¢ok 6nem arz etmektedir. Boylelikle, benzopiren gibi diyetsel
yada cevresel maruz kalinan karsinojenlerin etkilerinin azaltiimasinda 6nemli rol
oynayacaktir. Bu enzim ile ilgili aktivitelerde, protein ve mRNA duzeylerinde tutarli
baskilanmalar bulunmustur. Bu noktada, tuylu yakiotunun bu enzimlerin inhibitorlerini
icerdigi yada bu enzimlerin supresyonunda rol oynayan glukokortikoid reseptorleri

veya AhR reseptor ligandlar icerdigi soylenebilir. Benzer olarak, alkol gibi disuk
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molekuler agirlikli ajanlarin metabolizmasinda yer alan ve oksidatif ajanlarin
uretiimesinde rolu olan CYP2E1’e bagil aktiviteler (A4H ve NDMA) ile CYP2E1
protein ve mRNA ekspresyonlarinda gozlenen azalmada yine bu bitkinin etkisi olarak
dusundlebilir.  Batun bunlar, tayli yakiotunun antikarsinojen etkilere sahip

olabileceginin agiklamasi olabilir.

Bununla birlikte, o6zellikle CYP1A2'nin bilinen ilaglarin yaklasik %10’unu
katalize ettigi goz onune alindiginda 6zellikle bu bitkisel Grunlerin antidepresan grup
ilaclar ile birlikte alinmasinin 6nemli ilag etkilesimlerine yol acarak doz asimlarina ve
tehlikeli durumlara neden olabilecedi de asikardir. Benzer olarak, karacigerde en
fazla bulunan sitokrom P450 olan CYP3A’nin ve bagil enzim aktivitesinde, (ERND)
protein ve mRNA duzeyinde gozlenen azalma yine birgok ilag metabolizmasi ile
negatif veya pozitif olarak etkilesim gdsterecektir. Clnkd bu enzim glnimuzde
bilenen terapdtik etmenlerin yaklasik yarisinin metabolizmasinda yer almaktadir.
Bunun yani sira, 6zellikle antineoplastik ilaglarin metabolizmasinda yer alan CYB2B
enzimine bagil aktivitelerin (BND, EMND, BROD) baskilanmis olmasi, bu bitkinin
tedavi amacli olarak kanser tedavisinde destekleyici ve koruyucu etmen olarak
kullaniimasi bu ilaglarin yan etkilerinin abartili seyretmesine neden olabilir. TUm bu
sonuglar, bu bitkinin tim bitkisel tedavilerde oldugu gibi bir doktor gézetimi veya
danismanliginda kullanilmasinin  zorunlu oldugunu godstermektedir. Boylelikle
beklenen etkinin elde edilmesi hem daha olasi olacak ve hem de olasi yan etkilerin

olusmasini engellemis olacaktir.

Ozellikle ve agirlikli olarak analjezik ilaglarin metabolizmasinda yer alan
CYP2C ve bagil APND aktivitesinde bir degisiklik olmamis olmasi bu ilaglarin

metabolizmasinda veya etkilerinde bir degisiklik olmayacagi soylenebilir.

Kinonlarin detoksifikasyonunda rol oynayan NQO1 enzim aktivitesinde, protein
ve mRNA duzeyinde artis gézlenmis olmasi bu bitkinin pozitif ve iyi etkilerine bir
bagka arti deger katmaktadir. TuylU yakiotu karsinojen ajanlarin etkilerini azaltirken
bir diger yandan da elektrofilik ajanlarin yikimini artirarak koruyucu o6zellikler
gosterebilmektedir. Bununla birlikte, NQO1 enziminin timér baskilayici p53
proteininin stabilizasyonunu da artirdi§i gergegi géz o6nune alindiginda gercekten
onemli derecede antikarsinojen etkiler barindirdid1 soylenebilir. Cesitli hastaliklarda

ve kanser turlerinde artis gosteren GST-M ve GST-T aktivitelerinde azalis olmasi da
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tuyli yakiotunun bir baska iyi etkisi olarak ele alinmasi dogru olacaktir. GST-P
dizeyinde ki artis antioksidan etkisinin bir baska gostergesi olarak aciklanabilir.

Ancak total GST aktivitesinde azalma gozlenmesi pek anlasilir bir etki degildir.

Ayrica, taylu yakiotu ekstresinin 0strojen metabolizmasinda yer alan aromataz
enzim duzey ve aktivitesinde bir azalmaya neden olmasi antidstrojenik etkisini
aciklamaktadir. Aromataz aktivitesi meme kanseri gibi ¢esitli kanserlerde artmaktadir.
Yakiotunun antiostrojenik etkisinden dolayr meme kanseri gibi Ostrojen bagiml

kanserlerden korunmak igin tuylu yakiotu uygun dozlarda tuketilebiir.

Hiicre Kiiltiirii ile ilgili Calisma Sonuglart:

Elde edilen tuyli yakiotu ekstresinin kanser hucreleri Gzerindeki sitotoksik
etkisini saptamak ve var ise normal ve kanser hucre dizileri Uzerindeki sitotoksisite
farklarini belirlemek amaciyla hem kanser olmayan hucre dizileri Gzerinde sitotoksik
etki arastirimis ve hem de sitotoksik dozlar belirlenmistir. HUcreler Uzerinde
sitotoksik 6zelligi saptanan tuyli yakiotunun bu sitotoksik etkisini hangi mekanizmayi
kullanarak gerceklestirdigi anlamak PTEN, p53, p21 gibi tumor baskilayici gen
ekspresyonlarina etkisi arastirimistir. Western blot analizleri sonucunda agikca
goruldugu gibi PTEN tumor baskilayici geninin ekspresyonunu taylu yakiotu ekstresi
konsantrasyona bagli olarak kontrole oranla sadece PC14 akciger kanser
hlcrelerinde azaltirken, kanser olmayan fibrobastik hicre dizisi olan 3T3 hucrelerinde
arttirmaktadir. Fakat diger hicrelerde PTEN ekspresyonuna bir etkisi gozlenmemigtir.
PTEN, fosfataz olarak rol oynayan bir tumor baskilayici gendir. Akciger kanseri
hdcrelerinde bu genin baskilanmasi yakiotunun akciger kanserine karsi koruyucu

oldugunun gostergesi olabilir.

Taylh yakiotunun p53 timor baskilayici gen ekspresyonunu kanser ve kanser
olmayan hicre hatlarinda herhangi bir etki gostermemesi, bu hicrelerin sitotoksik

etkisini gosterirken p53 yolagini kullanmadigini géstermektedir.

Proteom Caligmalari ile ilgili Sonuglar:
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Yapilan bu enzim aktivite deneylerinin yani sira bu dénemde molekuler
mekanizmalara 1sik tutmak igin proteom deneylerine agirlik verilmistir. Azalan ya da
tamamen kaybolan veya vyeniden ortaya c¢ikan spotlar secilmigtir. Analiz
sonuglarindan elde edilen degerlendirmeye gore 19 proteinde degisim gozlenmigtir.
Bu proteinlerde 2-okzoizovalerat dehidrogenaz alfa alt Unitesi, alfa-keto asitlerin
asetil-KoA’ya donusimunu katalize eder (Meneses-Lorente ve ark. 2004). Enoil-KoA
hidrataz ise yag asit metabolizmasinda asetil-KoA ve enerji Uretmek i¢in acil-KoA’nin
iki ve uguncu karbonlari arasindaki ¢ift bagi kirar. Bu iki enzimdeki artis Epilobium
hirsutum uygulanmis deneklerde asetil-KoA miktarinin  artmis  oldugunu
gostermektedir. Asetilkolin, kolinerjik néronlarin gévdesindeki belirli néronlarda asetil-
KoA ve kolinin asetilkolintransferaz enzimi tarafindan birlestiriimesiyle olusur.
Asetilkolin, merkezi sinir sisteminde yer alan bir kimyasal iletici olmasinin yani sira
parasempatik sinir sisteminde de yer almaktadir. Cizgili kaslarin kasilmasina sebep
oldugu gibi 6grenme ve hafiza ile ilgili de derin bir iligskisi vardir. Asetilkolin bugln
Alzheimer ve Parkinson hastalarinin patogenezinde Onemli bir yere sahiptir.
Alzheimer hastaligi beyindeki norotransmitterlerin azalmasi ile karakterizedir. Bu
hastalikta en fazla azalma gosteren ndrotransmitter asetilkolindir. Ayrica Alzhemier
hastalarinda hipokampal kolinerjik noron stimule edici peptitlerinin  (HCNP)
ekspresyonun azaldigi gézukmektedir (Maki 2002) Yapilan galismalara gore asetil
Ko-A miktarinin artip, fosfotidiletanolamin baglayici protein gibi néron stimule edici
peptitlerin (HCNP) azalmasi, verilen bu dozda hastalia neden olmasina sebep
olabilir. Ayrica, bu veri EHR verilen hayvanlarda gozlenen kilo kaybinin
aciklanmasina da yardimci olmakta ve desteklemektedir. Bu enzim alfa keto asitlerin
yag asit metabolizmasinda beta oksidasyonu artirmaktadir. Boylelikle, proteinlerden
uretilen amino asitler ve bunlarin alfa asitleri, asetil KoA yolaginda yikilarak enerji

olarak tuketilmektedir. Sonug olarak, bunun neticesinde kilo kaybi gergceklesmektedir.

Alkole olan duyarhlik aldehit dehidrogenaz 2 (ALDH2) enziminin genetik
eksikligi ile ilgilidir. Daha onceki galigmalarda bu enzimin eksikligi Alzhemier hastalari
icin risk faktort oldugu gosterilmistir. Ancak néron hicrelerinde bu eksikligin biyolojik
etkisi anlasilamamigtir. Ayrica ALDH2’nin oksidatif strese karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir. Denek gruplarinda ALDH2 enzimin artmis olmasi yine asetil-KoA

miktarinin artmis oldugununda bir baska goéstergesidir (Ikuroh 2003). Mitokondriyel
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aldehit dehidrogenaz 2 (ALDH2) asetaldehit detoksifikasyonunda 6énemli rol oynar.
Sonu¢ olarak, bu enzimdeki artis EH'nin bir bagka faydali etkisi olarak

degerlendirebilir.

Diger taraftan néromaskuiler hastalik olan miyasteni gravis’de ise vlcut
asetilkolin reseptorune karsi antikor Ureterek duzgun bir asetilkolin sinyal transferini
onler. Fosfotidiletanolamin baglayici protein (PEBP) hipokampal kolinerjik néron
stimlle edici peptitlerinin (HCNP) merkezi sinir sistemindeki presinaptik kolinerjik
noronlarin fonksiyonlarini igerir. HCNP kolin asetiltransferaz tretiminin artmasinda
artar. Yapilan ¢alismada gikan sonuglara gore fosfotidiletanolamin baglayici proteinin
(PEBP) azalmig olmasi kolin asetil transferaz enziminde azalma oldugunu
gostermektedir. Asetil-KoA miktarinin artip, kolin asetil transferaz enziminin azalmis
olmasi, bu ekstrenin igindeki bir maddenin asetilkolin gibi davrandigini gosterebilir.
Miyasteni gravis diger otoimmun hastaliklarla beraber olabilmektedir. Fakat en sik
beraber oldugu hastalik tiroid hastaligidir. Protein disulfit izomeraz tiroid hormonunun
sentezi ve tasinmasinda dnemli rol oynar. Protein disllfit izomerazin denek grubunda
artmis olmasi tezimizi desteklemektedir. Ayrica denekler Uzerinde vyapilan
gozlemlerde enjeksiyondan sonra hayvanlarin 6zellikle kisa sureli bacak kaslarina
hakim olamayip suriunmeleri, agresif davranmalari gibi belirtiler belirtilen dozlarda bu
ekstrenin Miyasteni gravis gibi noéromaskuler bir hastalida neden oldugunu

destekliyor olabilir.

Fosfotidiletanolamin baglayici protein (PEBP) néronlardaki fonksiyonu disinda
birgcok yerde rol alir. PEBP ailesi ¢esitli organizmalarda birgok dokuda tanimlanmis
yuksek derecede korunmus protein ailesidir. PEBP, lipit, fosfotidiletanolamin, ATP,
opioidleri baglar. Diger adi da morfin baglayici proteindir. Bir serin proteaz
inhibitdéridir. Trombin, ndposin ve kimotripsinin inhibisyonunu saglar. Serin
proteazlar, sindirim, immun cevap, kan pihtilasmasi gibi ¢esitli fizyolojik rollere
sahiptir. PEBP, MAP kinaz ve NF-kappa B gibi bircok sinyal yolaginin regulasyonu
gibi onemli gorevleri vardir. MAP kinaz ve NF-kappa B mitoz, hicre gogalmasi, gen
ekspresyonu, apoptozisin regulasyonunu saglar. Bu nedenle, EH'nin bu etkisi daha

detayli caligilmasi gereklidir.

Protein disulfit izomeraz ise, protein disulfit baglarinin olusumu, kirilmasi ve

yeniden duzenlenmesinde rol alir. Yuksek konsantrasyonlarda katlanmig proteinlerin
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agregasyonunu inhibe ederek saperon goérevi gorur. Askorbik asitin oksidasyonuna
katkida bulunur (Wells 1990).

Hucre ici kalsiyum konsantrasyonunun degismesi; kas kasilmasi-gevsemesi,
hucre mortalitesi, protein sentezi, salgilanmasi ve katlanmasi, hucre dongusunun
duzenlenmesi, apoptozis gibi gesitli hlcresel fonksiyonlari dizenler. Bununla ilgili en
cok caligilan proteinler Glukoz duzenleyici protein 78 (GRP78), Glukoz duzenleyici
protein 94 (GRP94, endoplazmin), protein disllfit izomeraz A6 (PDI-A6) ve
kalretiktlindir (Pozzan ve ark. 1994). Bu proteinler ER limenine lokalize olmus isi
sok protein ailesindendir. Saperon olarak ta gorev almaktadirlar. Yeni sentezlenen
proteine baglanir ve onlarin ER icine translokasyonunu saglar. Katlanma ve
oligomerizasyondan sorumludur. Bunlardan GRP78 ve GRP94 cesitli stres durumlari,
glukoz acligi, intrasellller kalsiyum konsantrasyonunun degismesi durumunda artar.
Normal buylme sartlari altinda GPR-78 yoktur ama induklenmis sartlar altinda
ER’deki katlanmamis polipeptitlerin toplanmasi igin sentezlenir. $aperon benzeri
proteinlerin (GRP-78, GRP-94, PDI-A6) ve perirodoksinin azalmasi karaciger
yaglanmasina sebep olabilecegine gostermektedir. Yukarida da bahsettigimiz gibi 2-
oxoisovalerat dehidrogenaz asetil-KoA dretiminde gorevlidir, trigliserit birikiminde de
onemli rol oynar. Buda bu enzimlerin korelasyon iginde oldugunu godstermektedir.
Ayrica biyokimyasal veriler (AST-ALT) ve go6zlemlerimiz bunu desteklemektedir
(Meneses-Lorente ve ark. 2004). immiinolojik aktivitelerde, inflamasyonda, stres gibi

durumlarda protein ekspresyon duzeyi artar.

Protein disulfit izomerazin A6 (kalsiyum baglayici protein 1) trombosit
agregasyonu ve redoks tepkimlerinde sinyal goérevi yaptigi bilinmektedir. Hlcre
yuzeyinde protein disllfit izomerazin redoks durumunun kontrolinde kinol oksidaz

veya kinol reduktaz tartisiimaktadir.

Kalretikulin, digerlerinden farkli Iiminal ER proteinidr. Gen ekspresyonunun
modulasyonu (Dedhar ve ark. 1994) hicre adhezyonu (Coppolino ve ark. 1995)
intraselUler kalsiyumun kontoli gibi farkh fonksiyonlari vardir (Liu ve ark. 1994).
Normal hlcrelerde fonksiyonu N-bagli glikolizasyonda katlanmamis glikoz kalintilarini
oligosakkarit zincirlere ekler. Kalretiktlinin amino ucu, glukkortikoid reseptorlerin DNA
baglama domini ile etkilesim halindedir. Androjen ve retinoik asit reseptorlerinin

transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. Kalretikulin, bircok kanser hicresinde
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ekspresyonu vardir. CRT aktivitesi bloklaninca kanser hucrelerini yok olurken, normal
hlcreler etkilenmemektedir. Ayrica kolon ve pankreans kanserinde kalretikulin ile
iligkilidir ( Hong ve ark. 2004).

Peroksiredoksin-2 ve Peroksiredoksin 6, redoks reaksiyonunda énemli rol
oynayan antioksidan proteinlerdir, bu proteinlerin ekspresyonlari EHT grubunda
azalmistir. Bu da EHT'nin antioksidan bir madde oldugunu gostermektedir.
Peroksiredoksin-2 tiyol spesifik antioksidan proteindir. Tiyoredoksin sistemiyle
peroksitleri azaltir. H,O2'nin hlcre i¢i konsantrasyonunu dizenleyerek, blyime
faktorleri ve tumor nekroz faktor-alfanin sinyal kaskadina katilabilir. Peroksiredoksin-
6 oksidatif hasarin korunmasinin yani sira fosfolipit turnover sayisinin regtlasyonunu

azaltabilir.

Vitelojenin-2, yumurtlayarak cogalan canlilarin erken dénemlerinde protein
oncusudur. Bal arilari abdomen ve karinlarinda vitelojenin depolar. Glikoprotein olan

vitelojenin antioksidan olarak gérev yapan bir hormondur.

Arjinaz, (L-arjinin amidinohidrolaz; E.C.3.5.3.1) nitrojen metabolizmasindan
sorumlu anahtar enzim (Erbas 2007) olarak L- Argininin, Gre ve ornitine hidrolize
olmasini katalizler (Porembska 2003). Arginaz enziminin Arjinaz | ve Arjinaz Il olmak
uzere iki izoformu vardir. Al (hepatik arginaz) sitosolik bir enzimdir ve karacigerde yer
alir, esas olarak Ure sentezi ve amonyagin detoksifikasyonuyla ilgilidir. Arginaz enzim
aktivitesi varhgl, meme bezi, beyin, barsak, bobrek ve akciger gibi birgok karaciger
dis1 organda da bulunmustur. Ekstraheptik arjinazin hicre dremesi ve doku tamiri gibi
dlzenleyici mekanizmalara katilabilece@i one surulmustur (Jenkins 1995). Arjinazin
kanserle yakindan iligkili oldugunu gdsteren birgok galisma yapilmistir. Yapilan bu
calismalar; kalin barsak, kolorektal, prostat, mide ve kuguk hucreli akciger kanseri
gibi cesitli kanser vakalarinda serum ve doku arginaz duzeyinin arttigini gostermekte
ve aragtirmacilar arjinazin kanser vakalari icin belirleyici bir enzim olabilecegini ileri
surmektedirler. Meme kanserli hastalar Uzerinde yapilan galismalarda da serum
arjinaz aktivitesi, saglikli kadinlardakinden yuksek bulunmustur (Kingsnorth 1984).
Arjinaz enzimiyle ortak substrati kullanan NOS (nitrik oksit sentaz), L-arginini NO
(nitrik oksit) ve sitruline pargalayan enzimdir. Kanserde arttigi bilinen arjinaz enzimi
ve NOS, arjinini tuketmek icin birbirleriyle yarismaktadirlar. Antikarsinojenik bir ajan

olarak dusunebilecegiz Epilobium hirsutum’un doku arjinaz enzimini inhibe ettigi
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gosterilmistir, basta NOS yolagi olmak Uzere bagka yolaklara da bakilarak hangi
yolak Uzerinden etki gosterdigi galigilabilir. Kanser tedavisinde umut verici bir ajan
olan Epilobium hirsutum’un bu alandaki etkileri daha ileri c¢aligmalar ve vyeni

parametreler ile desteklenmelidir.

Izositrat dehidrogenaz (IDH), sitrik asit déngiisiinde izositrati, a-ketoglutarata
donustiren enzimdir. Losemili hastalarda izositrat dehidrogenaz enzimi glioma
hlcrelerinde mutasyona ugramistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, IDH
mutant proteinlerde izositrat bagimli NADPH Uretiminde azalma gozlenmistir. Reaktif
oksijen turlerine kargi korumak igin IDH’nin asiri ekspresyonu gerekmektedir.
Epilobium hirsutum’un ekstresi uygulanmis deneklerde IDH ekspresyonu artmistir, bu
gosteriyor ki ROS, radyasyon ve ya ¢evresel zararli etkilerden korunmak igin ginlik

diyet bu ekstre ile kullaniimahdir.

Tanimlanan proteinlerden bazilari aminoasit metabolizmasinda yer almaktadir.
Fumarilasetoasetaz ve 4- hidroksifenilpiruvatdioksijenaz tirozin metabolizmasinda yer
alan iki enzimdir. Fumarilasetoasetaz, fumaratin asetoasetata hidrolizini saglayan
tirozin katabolizma yolaginin son enzimidir. Eksikliginde Tip | trizonemia olugur. Tip |
triozemia hastaligi, fumarilasetoasetaz enziminde ki mutasyon nedeniyle
fumarilasetoasetatin birikmeye baslamasi ile olusur ve zamanla karsonejik etkiler
gozlenmeye baslar. EHT uygulanmis denek grubunda fumarilasetoasetaz
enzimindeki artis, fumarilasetoasetaz enzimi mutasyona ugramis tip | trizonemi
hastalarinda diyetle kullanimini i¢in uygundur (Cassiman 2009). Tirozin katabolizma
yolaginin 2. basamaginda gorevli 4- hidroksifenilpiruvatdioksijenaz (HPPD), 4-
hidroksifenilpurivati, homojentisata ¢eviren demir igceren diger bir enzimdir. Bu
enzimin mutasyona ugramasi durumunda da Tip lll triozemia hastaligi olusur.
Fumarilasetoasetaz enzimi artarken, 4- hidroksifenilpiruvatdioksijenaz enzimindeki
azalma gozukmektedir. Ayrica 2-okzoizovalerat dehidrogenaz (dalli zincirli alfa-keto
dehidrogenaz kompleksi) valin, |0sin, izolosin gibi negatif yukli aminoasitlerin
degredasyonuna katilir. Dalli zincirli aminoasitleri olusturan valin, I0sin ve izoldsinin
yikim basamaklari birbirine benzer. Valin transaminaz ile I0sin ve izoldsin
transaminaz farkli enzimler olmakla birlikte bu U¢ esansiyel aminoasidin ketoasit
turevlerinin dekarboksilasyonunda tek bir enzim sistemi rol oynar. Batin organik

asitler ara metabolitlerdir ve transaminazlar diginda, yikimda rol oynayan en-
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zimlerden her birinin eksikligi asidoza yol acar. izovaleril-KoA dehidrogenaz (IVD)
diyette elde edilen proteinlerin islenmesinde onemli rol oynar. Vucut gidalardan
alinan proteinleri aminoasitlere parcalar. Aminoasitler vicutta buyume ve gelisme igin
gerekli enerjiyi saglamak icin kullanilabilir. VD, 16sini enerjiye donustlirmeye yardimci
olur. IVD’deki mutasyon isovalerik asidemiye sebep olur (Rhead ve Tanaka 1980).
Sonu¢ olarak, bu proteinlerde gozlenen degisikliklerde EHT'nin amino asit

katabolizmasini artirdigi tezimizi desteklemektedir.

Gergeklestirilen deneyler ve elde edilen tim bulgular, uygun dozlarda
kullanildiginda tuylu yakiotunun kanser dahil gesitli hastaliklar icin kullanilabilecek
¢ok onemli bir alternatif bitkisel tedavi etmeni veya alternatif koruyucu ve/veya destek
etmeni oldugunu gostermektedir. Fakat belirli dozlarda oOzellikle néromaskuler
hastaliklari tetikleme potansiyeline sahiptir. Bu kadar pozitif ve iyi etkiyi bliinyesinde
barindiran 6nemli bir bitki oldugu muhakkaktir. Ancak, bireysel doz ayarlamasi

yapilmasi da mutlak gereklidir.
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