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Tez ¢alismalarim sirasinda elde ettigim ve sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgelerin tarafimdan bizzat ve bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edildigini; akademik
ve bilimsel etik kurallarina uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica, akademik ve
bilimsel etik kurallar1 geregi bu tez ¢alismasi sirasinda elde edilmemis bagkalarina ait
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OZET

Urtica dioica L. TIBBi BITKiSINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARLA
3T3-L1 FARE HUCRE HATTINDA OBEZIiTE ve OBEZITE KAYNAKLI
MEME KANSERIYLE ILISKILI In vitro ve In silico ANALIZLER

Ayla EREN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damigman: Dr. Ogrt. Uyesi Filiz ALTAN
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Mehmet VAROL
Aralik 2021, 105 sayfa

Obezite, alinan enerjinin verilen enerjiden fazla olmasi durumunda viicutta asir1 yag
depolanmasi ile sonuglanan ve buna bagli olarak beraberinde tip 2 diyabet, insiilin
direnci, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser de dahil olmak iizere bir¢cok kronik
hastalik riski ile seyreden saglik sorunudur. Obezite durumunda olusan
mikrogevredeki degisimler meme kanseri riskini artirmaktadir ve obezitedeki artis
meme kanseriyle pozitif bir korelasyon ic¢inde olusum seyretmektedir. Obezite
prevelansi iilkemizde ve diinyada giderek artis gostermekte ve bu durum arastiricilar
alternatif tedavi yollar1 bulmaya yoneltmektedir. Bu alternatif tedavi yollarin1 biiyiik
oranda tibbi bitkiler olusturmaktadir. Urtica dioica L. eski ¢aglardan beri tibbi olarak
degerli kabul edilen bir bitkidir. Bitkinin i¢erisinde bulunan etken bilesenler sayesinde
anti-inflamatuar ve anti-kanser 6zelliginden dolayi literatiirde bir¢ok c¢alismada yer
almaktadir. Bu calismada Urtica dioica’mn 3T3-L1 adiposit hiicrelerine etkisini
gozlemlemek amaciyla farkli dozlarda ve farkli saat araliklarinda bitki ekstrakti
uygulanan 3T3-L1 adipositlerive LPS ile indiikklenen kontrol gruplari kullanilmistir.
LPS inflamasyonun artisini tetikleyen bir etken olarak kullanilmistir. Transkripsiyonel
diizeyde regiilasyonu incelemek iizere tiim gruplardan RNA elde edilmis daha sonra
RNA’larin ¢cDNA’ya dontstiriilip meme kanseri, inflamasyon ve obeziteyle
baglantili oldugu bilinen ve NCBI iizerinden tasarladigimiz BRCA-1, BRCA-2, Her-
2, TNF-a, IL-6, IL-2, MCP-1, DGAT, Fasn, LPL primerlerinin transkripsiyonel
ekspresyonu incelenmistir. Analiz etmek icin qPCR kullanilmistir ve genlerin
ekspresyonunun normalize edilmesi housekeeping gen olan 18S ile saglanmistir.
Calisma sonucunda BRCA-1 BRCA-2, LPL, Fasn, MCP-1 ve DGAT-1 genlerinin
ekspresyonlarinda azalma gbézlemlenmis ve bu degisimler istatistiksel (giiven araligi
%95, %99) olarak anlamli bulunmustur. Ardindan literatiirden bitkinin ethanolde
¢Oziinen etken bilesenleri bulunumustur. Bu etken bilesenlerin pubchem kullanilarak
ligandlar hazirlanmigtir. Anlamli bulunan genlerin translasyonlar1 PDBQT dosya



formatinda kaydedilmistir. Ligand ve proteinlerin molekiiler yerlestirme iglemi
gergeklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Obezite, Meme kanseri, Inflamasyon, Urtica dioica L.,
Molekiiler yerlestirme, 3T3-L1 Hiicre Hatt1
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ABSTRACT
In vitro and In silico ANALYZES RELATED TO OBESITY AND OBESITY-
ASSISTED BREAST CANCER IN 3T3-L1 MOUSE CELL LINEWITH
EXTRACTS FROM Urtica dioica L. MEDICINAL PLANT

Ayla EREN
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Filiz ALTAN

Co- Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet VAROL
December 2021, 105 pages

Obesity, It is a health problem that results in excessive fat storage in the body if the
energy taken is more than the energy given, and accordingly, it is a health problem that
progresses with the risk of many chronic diseases, including type 2 diabetes, insulin
resistance, cardiovascular diseases and cancer. Changes in the microenvironment in
obesity increase the risk of breast cancer, and the increase in obesity is in a positive
correlation with breast cancer. The prevalence of obesity is increasing in our country
and in the world, and in this case, it leads researchers to find alternative treatment
methods. These alternative treatment methods are largely composed of medicinal
plants. Urtica dioica L. is a plant that has been considered medicinally valuable since
ancient times. Thanks to the active components in the plant, it is included in many
studies in the literature due to its anti-inflammatory and anti-cancer properties. In this
study, 3T3-L1 adipocytes and LPS-induced control groups were used to observe the
effect of Urtica dioica on 3T3-L1 adipocyte cells. LPS has been used as a factor that
triggers increased inflammation. In order to examine the regulation at the
transcriptional level, RNA was obtained from all groups, and then the RNAs were
converted to cDNA and BRCA-1, BRCA-2, Her-2, TNF-a, IL- 6, Transcriptional
expression of IL-2, MCP-1, DGAT-1, Fasn, LPL primers was examined. gPCR was
used for analysis and normalization of the expression of the genes provided 18S, the
housekeeping gene. As a result of the study, a decrease in the expressions of BRCA-1
BRCA-2, LPL and Fasn, MCP-1, DGAT-1 genes was observed and these changes
were found to be statistically significant. Then, the active components of the plant
dissolved in ethanol were found from the literature. Ligands were prepared using these
active ingredients from Pubchem. The proteins of the genes we found significant were
found in PDBQT format. Molecular docking of ligands and proteins was performed.

Keywords: Obesity, Breast cancer, Inflamation, Moleculer Docking, Urtica dioical L.,
3T3-L1 Cell Line
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1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Tibbi bitkiler, tamamlayici ve alternatif tipta 6nemli bir rol oynamustir (Fattahi vd.,
2013). Urtica dioica L. (1sirgan otu) eski ¢aglardan beri birgok hastaligin tedavisinde
kullanilan tibbi bir bitkidir. U. dioica kozmetikte, endiistiiride ve tip alaninda yaygin
kullanima sahip olup uzun yillardir halk tarafindan da bazi hastaliklar i¢in tedavi
yontemi olarak kullanilmaktadir (Colak vd., 2020). Bu hastaliklar ise kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, ateroskleroz, diyabet, romatizma, prostat kanseri, meme kanseri gibi
hastaliklardir (Fattahi vd., 2013).

Diinyada giderek artmakta olan obezite, insan sagligini olumsuz etkilemekte ve
beraberinde insanlarin yagam kalitesini de diisiirmektedir. Obeziteye bagli hastaliklar,
insiilin direnci, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserde dahil olmak iizere birgok
hastalig1 tetiklemekte ve bu hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikan tibbi maliyetler
diinyada 6nemli bir sorun haline gelmektedir (Fujita vd., 2019).

Obezite, subkutan (dermis ve kas tabakasi arasindaki bolge) ve viseral yag dokuda bir
inflamasyona yol agar ve bu inflamasyon, adipositlerle karakterize olup meme kanseri
riskini arttirabilir (Khan vd., 2013). Viicutta fazla olan yag birikimi hipoksi ve nekroza
yol agar, bu da kronik belirti géstermeyen inflamasyonu ve metabolik bozukluklari,
ayrica karsinogenez, tiimor progresyonu ve metastaz olusumundaki degisikliklerde
artiga neden olmaktadir (Alim, 2016). Diinya Saglik Orgiitii’niin tanimlanmasina gére
obeziteyi lgmede genellikle beden kitle indeksi (BKI) kullanilmaktadir. BKI, kisinin
viicut agirh@inin (kg) kisinin boyunun (m) karesine boliinmesiyle elde edilmektedir.
DSO’ye gore BKI > 25 sisman, BKi > 30 1.derece obez, BKI > 35 2.derece obez ve
BKIi > 40 3.derece obez olarak sayilmaktadir. Buna bagl olarak obez kadinlarda meme
kanseri riski, normal beden kitle indeksine gore %20 oraninda artig gosterdigi tespit
edilmistir (Simsir vd., 2018).

Yag dokusu endokrin bir organ olarak islev gordiigiinii ve ana adipositlerin etrafinda
preadipositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, sinir hiicreleri ve makrofajlardan olusan

1



heterojen bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Yag dokusunun fazla olmasi ile
birlikte inflamasyon artmaktadir. Kronik inflamasyon ve kanser arasindaki iliskiyle
birlikte obezite ve kanser arasinda gelisen pozitif korelasyonda bir¢ok ortak

mekanizmay1 ortaya koymaktadir (Simsir vd., 2018).

Gliniimiizde cerrahi yaklasim, kemoterapi ve radyasyon tedavisi su anda meme
kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir, ancak bu tedavi siireglerinde hastalarda ciddi
yan etkiler goriilmektedir. Bu durum da arastirmacilari alternatif yollar aramaya
yoneltmistir. Alternatif yollar arasinda; dogal kaynak olmasi, olas1 yan etkisinin az
olmas1 ve maliyetinin diislik olmas1 ve ayn1 zamanda yaygin tedavi yontemlerine gore
kolay ulasilabilir olmasi gibi bazi avantajlari nedeniyle sifali bitkiler kanserin
tedavisinde 6nemli role sahiptir (Fattahi vd., 2013). Bu baglamda tibbi bitkilerden elde
edilen dogal iiriinler, anti-kanser ajanlarinin kaynagi olarak degerlendirilmistir
(Moreira vd., 2020). Son yillarda, U. dioica nin biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri
hakkinda ger¢eklestirilen ¢calismalar ve elde edilen veriler tibbi bir bitki olarak onemini
ortaya koymustur ve bu da arastirmacilari tilkemizde ve diinyada geleneksel tedavide
obeziteden korunmada, kanser tedavisinde tamamlayic1 ve destekleyici olarak U.

dioica tizerine yogunlagsmalarini saglamistir.

Bu ¢aligmada tibbi 6neme sahip olan U. dioica bitkisi kullanilmistir. Bitki ile ilgili
literatiirde meme kanseri, diyabet iizerine bilimsel olarak in vivo ve in vitro pek ¢ok
calisma olmasina karsin, obezite kaynakli meme kanseri {izerine bir ¢aligma mevcut
degildir. Obezite nedeniyle kronik inflamasyon meydana gelmekte ve burada olusan
mikrogevrede meme kanseri riskini tetiklemektedir. Bu  mikrogevrenin
modellenebilmesi amaciyla lipopolisakkarit (LPS) inflamasyonu tetikleyici bir etken
olarak kullanilmis ve elde edilen bitki ekstraktlarinin olusan inflamasyonu baskilayici

etkileri arastirilmistir.

Calismamizda, farklilagtirilmigs 3T3-L1 adiposit hiicrelerine LPS uygulanarak
inflamasyon tetiklenmis ve U. dioica ekstraktinin farkli konsantrasyon ve farkli saat
araliklarindaki etkileri obezite, meme kanseri ve inflamasyonla ilgili markorler
kullanilarak belirlenmistir. Transkripsiyonel diizeyde regiilasyonu incelemek i¢in tim
gruplardan RNA elde edilmis ve daha sonra RNA’larin cDNA’ya doniistiiriilerek
obezite ve obezite kaynakli meme kanseriyle baglantis1 oldugu bilinen ve NCBI

tizerinden tasarlanan LPL, Fasn, DGAT-1, MCP-1, BRCA-1, BRCA-2, IL-6, Her-2
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primerlerinin  transkripsiyonel diizeyde ekspresyonlari QPCR analizleri ile
incelenmistir. mRNA ekspresyon seviyelerindeki degisimler 18S housekeeping geni
ile normalize edilmistir. Literatiire dayali olarak quercetin, p-kumarik asit, ferulik asit,
sinapik asit gibi literatiire dayali olarak buldugumuz 45 bilesigin ligandlar
hazirlanmistir. Calismamiz sonucunda istatistiki olarak anlamli buldugumuz 6

proteinin pdb formati alinip molekiiler yerlestirme (doking) islemi gerceklestirilmistir.



1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. U. dioica L. bitkisi, obezite ve insiilin direnci hakkinda genel bilgiler

1.2.1.1. U. dioica L. (Isirgan otu)

Bitkiler insanligin varolusundan bugiine kadar hayatin temel kaynaklarindan biridir.
Bitkilerin iirettigi dogal iirlinler endiistrinin en temel {iriinleri olan primer ve sekonder
metabolitleri icermektedir. Bitkiler topraktan aldiklar1 su, mineral ve baz1 bilesenleri
kendi metabolizmalarinda insan viicudunun &ziimseyebilecegi bilesiklere
dondstiriirler. Bu bilesikler, bitki metabolizmasinda bulunan etken maddelerdir. Bitki
Oziitlerinin zengin etken madde igeriginin olmas1 nedeniyle arastirmacilar1 bu alanda
calismaya yonlendirmistir (Giil, 2019). Bu baglamda tibbi bitkiler, flavonoidler,
fenolik asitler ve fitosteroller gibi biyoaktif bilesiklerin yiiksek cesitliligi ve
tiketicilerin dogal gidalara olan talebi nedeniyle yogun olarak ilgi gormektedir

(Moreira vd., 2020).

T1bbi 6neme sahip bir bitki olan U. dioica, Urticaceae ailesinden uzun émiirlii yabani
bir bitkidir. Govdesi ve yapraklart yakici tiiylerle kaplanmis, ¢ogunda siitsii 6z
bulunmayan, tohumlu, basit yaprakli ve yabanci tozlasma gosteren, kiiclik ¢igeklere
sahip, 1liman bdlgelerde yetisen bir bitkidir. Ayni bitki iizerinde yaprak koltuklarinda
meydana gelen c¢icekler ya erkek ya da disidir. Kok ve tohumdan ¢ogalarak, yavas
yayilim gosterir ve yil boyunca siirekli olarak bulunur. Bitkinin yakici tiiylerine
dokunuldugunda asetilkolin, histamin ve 5-hidroksitriptamin (serotonin) salmasindan
dolay1 yakici etki gosterir ve adi da buradan gelmektedir (Korkmaz ,2010; Giil, 2019).
U.dioca nin igerisinde yer alan 6nemli bilesenler ise formik asit, yiiksek oranlarda
klorofil, flavonoidler, bitki sterolleri, potasyum tuzlari, bitki enzimleri, vitamin C,
fenilpropanlar, kumarinler, terpenoidler, polisakkaritler, bitki lignanlar1 ve koklerinde
kiiciik molekiil agirlikli lektin igermektedir (Tello vd., 2008). U. dioica, genellikle
Kuzey Avrupa, Asya ve Tiirkiye’de yogun olarak bulunmaktadir. Kuzey Amerika'da
yaygin olarak Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Meksika'da
bulunmaktadir. Ozellikle yillik yagislarin yiiksek oldugu Kuzeybati Pasifik'te bol
miktarda bulunmaktadir (Giil, 2019).



1.2.1.1.1. U. dioca L 'nin taksinomik suniflandirilmast

Cizelge 1.1 U. dioica’nin taksonomik simiflandirilmasi

Alem Bitkiler

Sube Kapal1 tohumlular
Siif Iki ¢enekliler

Dizi Giilgiller

Aile Urticaceae

Tiir U. dioica

Binom adi U. dioica L.

1.2.1.1.2. U. dioica L. ’nin t1bbi o6nemi

U. dioica L. viicudu giiclendirmek i¢in ayrica insan tiikketiminde yapraklarin {irettigi
bliyilk besleyici degerler, corba ve c¢esitli yemeklerin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Bitkinin ¢igek, yaprak ve tohum gibi kisimlart (Joshi vd., 2014)
sebze, cay, meyve suyu ve bir¢cok yemekte bilesen olarak kullanilmistir (Kregiel vd.,
2018). Halk sagliginda da kronik hepatit, kolesist, kolanjit ve kabizlik tedavisinde
kullanilmaktadir (Joshi vd., 2014). U. dioica ilag, gida, boya veya kozmetikde yer
almakta, egzama, romatizma, artrit, gut ve anemi gibi rahatsizliklarda ise halk ilaci
olarak ylizyillardir kullanilmaktadir. Litratiirde bu bitkiden romatizmal eklem
deformasyonlari, bobrek ve idrar yollar iltihabi, (Kregiel vd., 2018) prostat biiylimesi,
mide ve bagirsak iilseri, bobrek ve safrakesesi tasi, alerjik rahatsizliklar, egzama,
ergenlik sivilceleri gibi hastaliklarin tedavisinde yararlanildigina dair bilgiler yer
almaktadir. Bitki 0zlerinin, natriiiretik ve hipotansif etkileri oldugu kanitlanmigtir

(Or¢i¢ vd., 2014). Ayrica, kok veya yaprakla birlikte hazirlanan kaynama suyuyla bag
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yikandiginda, sa¢ dokiilmesini durdurdugunu, saglara parlaklik ve yogunluk
kazandirdigini, kepeklenmeyi engelledigi gozlenmistir (Giil, 2019).

U. dioica’'min antioksidan, antiinflamatuvar, antiproliferatif, antiallerjenik,
antiromatizmal, antikanser, antihiperglisemik, antidiyabet, immiinomodiilator,
hepatoprotektif, anti-kolit etkileri gibi g¢esitli farmakolojik aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir (Joshi vd., 2014). U.dioica nin kansere karst koruyucu etkisi olup,
antiproleferatif etkisiyle timor biiylimesini yavaslatip kanseri tedavi ettigi
belirtilmistir (Rabia vd., 2019). Literatiirdeki bir ¢alismada U. dioica ekstraktinin
oksidatif stres ile indiiklenen niikleer faktor-kappa B'nin (NF- k B) aktivasyonunu
inhibe ederek bir anti-inflamatuar etki gosterdigini belirtmistir (Erzurum, 2016). U.
dioica nin in vitro olarak yapilan bir ¢alismasinda ekstraktin diklorometan oziitii ile
meme kanseri hiicre hattinda mRNA seviyesinde transkripsiyonel diizeyde azaltici
etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Mohammadi vd. 2016). U. dioica sebze olarak
tiketildiginde obeziteye karsi korudugu fareler lizerinde yapilan in vivo galismalarla

desteklenmistir (Fan vd. 2020).

U. dioica 6zleri genik asit, rutin ve izokersitrin gibi bilesiklere sahip olmasi nedeniyle
bitkinin antioksidan, DNA koruyucu, antiinflamatuar, antihipertansif ve analjezik
ozellikler i¢in potansiyelini dogrulamaktadir (Akalin vd., 2013; Or¢i¢ vd., 2014). U.
dioica'nin tibbi bitki olarak kan glukozunu azaltan etkileri gosterilmistir ve insanlarda
ve bazi hayvan ¢alismalarinda, U. dioica'nin kan sekerini ve asir1 pankreas olusumunu
onemli Ol¢iide azalttigi kanitlanmistir (Obanda vd., 2016). U. dioica nin kokleri ve
taze yapraklar1 farkh hastaliklar i¢inde kullanilmaktadir. Ornegin iyi huylu prostat
hiperplazisi i¢in kokler, {iriner sistem bozukluklar1 ve romatizmal hastaliklar igin
yapraklar kullanilmakta, alerji tedavisinde bitkinin taze dondurularak kurutulmus
yapraklar kullanilmis, 6zellikle mide, kolon, akciger, prostat ve meme kanserlerine

kars1 sitotoksik ve anti-kanser 6zellikler gosterdigi kanitlanmistir (Esposito vd., 2019).

Yapilan baz1 ¢alismalarda U.dioica nin meme kanseri gibi hormon bagimli bir kanser
olan prostat kanserinin gelisimini gerilettiginin tespit edilmesi arastirmacilari bitkinin

meme kanseri iizerindeki etkilerini arastirmaya yoneltmistir (Tello vd., 2008).

U. dioica ekstrakti kullanilarak yapilan tedavi ile obezitenin neden oldugu insiilin
direncini azalttig1 tespit edilmistir (Obanda vd. 2016). U. dioica ile ilgili literatiirde

yapilan in vivo ve in vitro tiim caligmalar toplu olarak degerlendirildiginde U.
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dioica’nin yiiksek kapasiteli antioksidan etkisiyle, karsinojenlere karsi koruyucu
oldugu, kanser metastazin1 6nlemede, bazi apopitotik yolaklar1 indiikleyerek, timorii
kiigtiltiicii etkileri nedeniyle kanser tedavisinde, kemoterapi ve radyoterapi de
destekleyici ve yan etkileri azaltici etkileri nedeniyle tamamlayici tedavide 6nemli bir

yeri olabilecegi disiiniilmektedir (Korkmaz, 2010).

2.1.1.2. U. dioica L. 'nin biyoaktif bilesenleri

U. dioica énemli sayida biyolojik olarak aktif bilesenler icermektedir. Ornegin,
vitaminler, terpenoidler, karotenoidler ve yag asitlerinin yani sira gesitli esansiyel
amino asitler, klorofil, karbonhidratlar, steroller, tanenler, polisakkaritler, izolektinler
ve mineralleri icermektedir (Tello vd., 2008). U. dioica nin toprak istii kisimlarindan
elde edilen o6zler, zengin polifenol kaynaklaridir, bitkinin kokleri ise oleanol asit,
steroller ve steril glikozitler yer almaktadir (Kregiel vd., 2018). U. dioica 6ziitiiniin
giiclii  sitotoksisite aktivitesi, antibakteriyel, antimutajenik, antioksidan ve
antiproliferatif o6zellikler gibi genis bir etkiye sahip olan polifenollerinden
kaynaklandigin1 yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Fattahi vd., 2013). Bitkinin
yapraklarinin ugucu yaglar gibi ugucu bilesikler ve mumlar, pigmentler, bitkisel yaglar
ve diger soliitler gibi ugucu olmayan bilesikler igerdigi iyi bilinmektedir (Hojnik vd.,
2007; Pinelli vd., 2008). U. dioica 'nin kok kisminda naringin, ellagik asit, mirisetin ve
rutin gibi ferulik asit ve polifenoller gibi fenol bilesikleri i¢erdigi bildirilmistir
(Esposito vd., 2019). Kokler ayrica lignanlar (sekoizolarisinol, 9,90-bisasetil-neo-
olivil ve bunlarin glukozidleri), fitosteroller (6rn. Sitosterol), polisakkaritler,
izolektinler, kumarinler (6rn. Skopoletin), basit fenoller (6rnegin, p-hidroksi-

benzaldehit), triterpenoik asitler ve monoterpendioller igermektedir (Yalgin, 2011).

U. dioica yaprak ve saplarinin metanolik o6ziitlerinde kersetin-3-O-glukozit, (Fu vd.,
2006; Joshi vd., 2014) rutin, ve kaempferol-3-O-glukozit ile birlikte izorhamnetin-3-
O-rutinosid bulunmustur (Esposito vd., 2019). U. dioica besleyici degeri yiliksek
bunun nedeni igerisinde yer alan bilesenler olup, kani ve tiim tiim viicudu giiglendiren

ve bu nedenle tonik ve hafif temizleyici olarak kullanilan 1yi bir klorofil, vitamin ve
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mineral kaynagi olarak islev gormektedir (Hojnik vd., 2007). Farmakolojik agidan,
cesitli asitler ve yag asitleri, aminler, flavonoidler ve karotenoidler igerirken, alimi i¢in
saglikta yararli etkilere sahiptir. Bitki, yemek pisirme, farmasotik ve tibbi
kullanimlarin yam sira, gidalarda ve ilaglarda yesil renklendirici ajan (E140) olarak
kullanilan klorofillerin ekstraksiyonu igin ticari olarak ihra¢ edilmektedir (Guil-
Guerrero vd., 2003). Fotosentezde baslica fotoreseptorler olan klorofiller, meyve ve
sebzelerin karakteristik yesil renginden sorumlu olan pigmentlerdir (Koca vd., 2007).
Klorofil 6zleri, miirekkepler, regineler, kozmetikler, sabunlar, renklendirici ve
mumlar, parfimler, yenilebilir yaglar, losyonlar, gargaralar ve derilerde boya olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Hojnik vd., 2007).



1.2.2. Obezite, meme kanseri ve inflamasyon

1.2.2.1. Obezite

Obezite genel anlamiyla viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden
fazla olmasi durumudur ve viicut yag oraninin, yagsiz viicut oranina kiyasla
artmasi ile a¢iklanan diisiik dereceli kronik bir hastaliktir (T.C. Saglik bakanligi,
2015). Harcanamayan enerji ise viicutta yag olarak depolanmakta ve obezite
olusumuna katki saglamaktadir. Yag dokusu fazlali§i olarak da tanimlanan
obezite, pek ¢ok saglik probleminin olusmasina zemin hazirlamakta ve insan

yasam siiresini ve kalitesini de olumsuz etkilemektedir (Simsir vd., 2018).

Ulkemizde ise kadinlarin yiizde 20,9°unun obez oldugu gériilmektedir. Erkeklerde
ise bu oran yiizde 13,7’dir. Toplamda ise Tiirkiye’de obezite oran1 %17 dir (T.C.
Saglik bakanligi, 2015). Obezitenin en onemli risk faktorleri ise beslenme
aligkanliklar, fiziksel aktivitede azalma, yas, cinsiyet, evlilik, egitim diizeyi,
dogum sayis1 ve genetik olusturmaktadir. Kalitsal olarak da gecebilen obezite
ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde hizla yayilim gostermektedir (T.C.
Saglik bakanligi, 2015; Web-1). Obezite, diyabet ve ateroskleroz basta olmak
tizere bircok saglik sorununu tetiklemekte veya bu hastaliklarin tedavisini
giiclestirmektedir (Crespi vd., 2016). Viicut agirlig1 ve viicut yag oraninin artmast,
metabolik, endokrin ve immiinolojik degisikliklerle karakterize olup, ¢cok sayida
kronik hastalikla iligkilidir (Y1ldirim, 2018). Cesitli kanser tiirleri de bu hastaliklar
grubunda yer almaktadir (Yildirim, 2018). Obezitenin, diyabet ve insiilin direnci,
kardiyovaskiiler etkilerine kiyasla kanser ile olan iliskisi daha az bilinmektedir.
Fakat bilimsel veriler viicut yag orani artiginin bazi kanser tiirlerinde insidansi ya
da kansere bagl 6liim oranlarini arttirdigini desteklemektedir, ¢esitli metabolik
hastaliklar ve meme kanserinin de dahil oldugu bir¢ok kanser tiirleri ile yakindan

iliskilendirilmektedir (Alim, 2016).

Literatiirdeki verilerde beden Kitle indeksinin her 5 kg/m? artisiyla herhangi bir
nedenden kaynakli mortalitede %30 ve kanser nedeniyle 6liimde ise %10 artig oldugu

gosterilmistir (Yildirim, 2018). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) obeziteyi goriilen en
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riskli 10 hastaliktan biri olarak kabul etmektedir ve yiiriitiilen son arastirmalarda
obezitenin kanserle yakin iliskisi oldugu belirlenmistir. Bu yiizden kilo alimi ve
obezite, meme kanseri i¢in potansiyel bir risk olusturmaktadir. Obezite ile meme
kanseri arasindaki iligskiyi arastiran gesitli ¢alismalar mevcuttur(Simsir vd., 2018;
Tello vd., 2008). Obezite giiniimiizde inflamatuar bir saglik durumu olarak kabul
edilmektedir. Obezite ve meme kanseri arasindaki iligkiyi gosteren hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilmamis olmasina ragmen obezite ve meme
kanser iliskisi oldugu bilinen sinyal yolaklarina strojen, insiilin, leptin, adiponektin,
inflamatuar sitokinler ve makrofajlarin aracilik ettigi ifade edilmektedir (Alim, 2016).
Proinflamatuvar sitokinlerde artis (IL -1, IL-6, TNF-a, MCP-1 , CRP, PAI-1) ve
makrofajlarin  infiltrasyonunun tetiklenmesi, karsinojenez ile iligkili genlerin
transkripsiyonunun diizeni ve artan metastaz olusumu ile iliskilendirilmistir (Simsir
vd., 2018). Obezite ile iligskilendirilen DGAT, yag asidi sentetaz (FAS) ve LPL, yag
dokusu trigliserit birikiminde énemli olan ii¢ enzimdir. DGAT-1 obezite ve insiilin
direncinde dnemli bir role sahip oldugu sdylenebilir, ¢iinkii yag dokusunda DGAT-1'i
asirt eksprese eden fareler obez duruma gelmektedir (Chen vd., 2002). Trigliserit
sentezi i¢in esterlenmemis yag asidi substrati saglayan iki enzim de Fasn ve
LPL'dir. Fasn, malonil-CoA, asetil-CoA ve NADPH'den de novo lipogenezi
diizenlemektedir ve yag dokusu, karaciger ve akcigerde yiiksek seviyelerde eksprese
edilmektedir. Obezite durumunda, Fasn, mRNA ve protein seviyelerini arttirir. LPL,
yag dokusu ve kasta yiiksek seviyelerde eksprese edilmektedir. Hem Fasn hemde LPL,
obezite durumunda artis géstermektedir (Doolittle vd., 1990; Semenkovich, 1997).

Obezite, menopoz sonrasi Ostrojen reseptor pozitif (ER +) meme kanseri igin bir risk
faktoriidiir. Bununla ilgili olarak literatiirde yapilmis calismalarda, proliferatif tedavi
olarak da adlandirilan tedavi yontemi kronik kas-iskelet sistemi rahatsizliklarinda
yipranmig ya da hasarli bolgenin yenilenmesini saglamak amaciyla kullanilan
enjeksiyon bazli tamamlayict bir tedavi tiiri olarak tanimlanabilmektedir. Bu
baglamda ostrojenlerin pro-proliferatif etkileri iyi karakterize edilmistir ve timor
olusumunda 6nemli bir rol oynadigina dair giderek artan sayida calisma yapilmaktadir.
Daha da onemlisi, obezite yalnizca meme kanseri riskini artirmakla kalmaz, ayni
zamanda niiks ve kansere bagl 6liim riskininde artigsina sebep olmaktadir (Bhardwaj

vd., 2019).
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Adipokinler beyaz adipoz dokudan adipositler tarafindan salgilanan kiigiik peptit
hormonal biiylime faktorleridir. Yag dokusundan agiga ¢ikan bu faktdrler, niikleer
faktor kappa B (NF-KB) ile sinyal iletici ve transkripyon-3 aktivatorii gibi anahtar
inflamatuvar molekiilleri (STAT-3) aktive etmektedir (Sekil 1.1.). Obezite ile
iliskili meme kanseri igin baslica etken faktorleridir (Alim, 2016). Adipositlerde
olusan hipertrofi, hiperplazi ve inflamasyon adipoz dokunun yapisinda ve
adipokinlerin sekresyonunda bir¢ok degisiklige yol agmaktadir (Tiirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi ,2018). Obez ortamda, adipoz doku, say1,
fenotip ve salgi profilindeki degisiklikler gibi hiicresel bilesimin modifikasyonu
ile yeniden modellenebilir. Bu degisiklikler obezite ile iliskili meme kanserinin
insidansin1 ve ilerlemesini etkileyebilir (Howe vd., 2013). Adipoz dokudaki
fonksiyonel bozukluklar sistemik metabolizmay1 etkileyerek hiperglisemi ve
insiilin direncine neden olabilir ve ayrica uzaktaki tiimor hiicrelerini de

etkilemektedir (Howe vd., 2013).

Obezite, dogustan gelen bagisiklik sisteminin aktivasyonunu tetikler. Yag depolari

cok fazla bagisiklik hiicresi igerir. Yag dokularindaki makrofajlar, obezlerde
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artarak M1-polalize makrofajlara kaymaktadir (S. Khan vd., 2013). Bu
makrofajlar proinflamatuar bir fenotip gosterirler ve TNF-a gibi inflamatuvar
sitokinler salgilamaktadir (Saltiel ve Olefsky, 2017). Bu mekanizmalarin disinda,
obezite kaynakli meme karsinogenezindeki bir diger 6nemli etken, tiimor hiicreleri
ve mikroortam ile olan etkilesimidir. Kemokinler, sitokinler ve biiyiime faktorleri
gibi mikroortam molekiillerinde artis gézlemlenmekte bu da tiimér prognozunu
tetiklemektedir (Mauro vd., 2015). Interldkin-6 ve leptin, adipoz doku tarafindan
tiretilir ve proanjiyogenik olarak gorev yapar ve her ikisi de meme kanseri
tizerinde inflamatuvar ve mitoz bdliinmeyi artirict etkiye sahip oldugu yapilan
calisma ile gosterilmistir (Sahin ve Yardimci, 2016). Leptin, IL-6, CRP gibi
inflamatuar markerlar, zayif prognozu (bir hastaligin seyri hakkinda iyilesme
sans1) olan meme kanseri hastalarinda yiiksek diizeyde saptanmistir (Sahin ve
Yardimci, 2016). Obezitede artan ektopik lipoakiimiilasyon, doku hipoksisine,
inflamasyona ve reaktif anjiyogeneze yol acarak, timdr 6zelliklerinden metastaz
ve invazyon gibi degisikliklere yol agmaktadir (Park vd., 2014). Obezite, hiicresel
bliylime faktorii sinyal yollarin1 kronik olarak aktive eder ve neoplastik
transformasyon (hiicrenin kanserli hiicreye doniisiimii) riskini artirmaktadir

(Yildirim, 2018).
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1.2.2.2. Meme kanseri

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser ¢esididir ve diinya genelinde
baslica 6liim nedenlerinden biri olarak, diger hastaliklar ile kiyaslandiginda en 6n
siralarda yerini almaktadir. Glinlimiizde kanser, insanlarda kardiovaskiiler hastaliktan
sonra ikinci onde gelen 6liim nedenidir (Kohler vd., 2015; Mohammadi vd., 2017).
Meme kanseri, tim kadin kanser vakalarmin %33'inii ve kanserden Olimlerin ise
%20'sini olugturmaktadir (Mohammadi Ali vd., 2017), Ek olarak meme kanseri heniiz
obezite olarak pandemik bir boyut kazanmamis olsa da diinya genelinde kadinlarda en
sik goriilen kanser tiirii ve kanser kaynakli 6liimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir
(Simsir vd., 2018). Meme kanseri istatistikleri, ABD'de her sekiz kadindan birinin
meme kanserine yakalanacagini ve meme kanseri olan 200.000'den fazla yeni hastanin
her yil tan1 konulacagini gostermektedir (Kohler vd., 2015). Meme kanseri insidansi
yagla birlikte artis gostermektedir (T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Halk Saghgi
Kurumu, 2016). Diinya ¢apinda, 2012 yilinda 1.7 milyon kadina meme kanseri teshisi
konmustur. Gegen bes sene igerisinde meme kanseri teshisi konulan kadinlardan
hayatta kalanlarin sayisi 6.3 milyondur. 2008 yili tahminlerinden bugiine, meme
kanseri goriilme siklig1 %20°den fazla artis géstermis, mortalite (hastaliktan 6liim hiz1)

ise %14 oraninda yiikselme gostermistir (UICC global cancer control, 2015).

Diinya Kanser Arastirma Fonu ve Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii’niin
raporlarina gore, viicut yaginin meme kanser insidanst ile pozitif korelasyonlu oldugu
yoniinde tutarli kanitlar bulunmaktadir. Ancak, viicutta artmis yagin kanser gelisimi
icin bir risk faktorii haline gelmesinin biyolojik mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir (Alim vd. 2016). Meme, epitel hiicrelerin dzellikle obezitede yagh
bir ortamda gémiilii oldugu spesifik bir organ oldugu i¢in, epitel doku yag hiicreleriyle
dogrudan temas halindedir ve bu hiicre tipleri arasindaki etkilesimler, yalnizca
adipokinleri degil, ayn1 zamanda yerel proinflamatuar (inflamasyonu tetikleyici
etkenler) mekanizmalar1 (IL-6, MCP-1, IL-2 gibi) ve hipoksik (beden dokularinda
oksijen oraninin azalmasi durumu) siiregleri de kapsayan anjiyogenez (damarlanma)

ve hiicre cogalmasini stimiile edebilir (Alim, 2016).
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Kanserin olusum mekanizmasi, tiirline gore degisebilmektedir. Ancak temel
mekanizmalar insiilin rezistansi, obezite, kronik hiperinsiilinemi, steroid hormonlarin
artmasi ve kronik inflamasyondur (Sahin ve Yardimci, 2016). Meme kanseri insidansi
gelismis llkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha yiiksek olup, 6liim oranlari ise
daha diisiiktlir ve buna bagl olarak genetik ve cevresel faktorler, bireylerin meme
kanseri riskini arttirabilmektedir. Kanserde, proliferatif (hiicrelerin ¢ogalmasini
destekleyen) bir durumun biyokiitle ve enerji taleplerini desteklemek i¢in hiicresel
metabolizmay1 degistiren onkojenik (normal hiicreyi malign hiicreye doniistiiren
genler) mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Yildirim, 2018). Meme kanseri vakalarinin
sadece %5'ine BRCA-1/BRCA-2 (Meme kanseri yatkinlik/duyarlilik geni) gibi
genlerdeki mutasyonlar neden olmaktadir; kalan %95'ine etki eden faktorlerin neden

oldugu faktorler genis dl¢iide belirsiz kalmistir (Alim, 2016).

Oksidatif stres ve yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), 6zellikle yiiksek
BKI'li (Beden Kitle Indeksi) kadinlarda meme kanseri riskini artirdig1 gosterilmistir
(Marseglia vd., 2015). Ayrica oksidatif stres, ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin
olusumu, yiiksek seviyelerde leptin, artan Gstrojen tiretimi ve kronik inflamasyon dahil
olmak iizere ¢esitli obezite ile iliskili mekanizmalardan kaynaklanabilir ve genel
olarak obezite ile iliskili gelisim i¢in uygun bir mikro ortam yaratmaya katkida

bulunabilir oldugunu gostermektedir (Marseglia vd., 2015).
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1.2.2.3. Inflamasyon

1.2.2.3.1. Obezite ve meme kanserinde inflamasyonun rolii

Inflamasyon, viicut bagisiklik sisteminin tahris edici ajanlara kars1 verdigi bir yanit
olarak tanimlanmaktadir. Obezite ve meme kanserindeki iliskide inflamasyonun rolii
oldukca 6nem arz etmektedir. Tiimore baglh inflamasyon artik kanserin ayirt edici
Ozelligi olarak kabul edilmektedir (Mantovani vd., 2008). Obezite (viicut kitle indeksi
[BMI] 30 kg / m2 veya daha fazla) kaynakli meme dokusunda meydana gelen yag
birikimimin bir sonucu olarak kronik inflamasyon meydana gelmektedir (Crespi vd.,
2016). Inflamasyon sonucu olusan mikrogevre kosullarida meme kanseri riskini
tetiklemektedir. Bu yiizden, bu durum arastirmacilara obezite ile kanser arasinda neden
ve sonug iliskisi oldugunu diisiindiirmektedir. Bu proinflamatuar faktorler, timor
biiyiimesi ve ilerlemesi i¢in sinyal iletim gorevi gérmektedir.Ancak heniiz, obezite ve
kanser ile iliskili mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir (Simsir vd., 2018).
Onemli olarak, inflamasyonun kanser hiicresinin hayatta kalmasini ve
proliferasyonunu artirdig1, anjiyogenez ve metastatik yayilmayi destekledigi, anti-
timor bagisiklik yanitlarini bozdugu ve hormonal tedavilere yanitlart degistirdigi
yapilan bir caligmada gosterilmistir (Mantovani vd., 2008). Ek olarak obezite
durumunda meydana gelen fazla yag dokusu, biiytime faktorleri, steroid hormonlari,
proinflamatuvar aracilar ve adipokinlerin kaynag1 olan karmasik bir dizi hiicre tipini
icermektedir (Babaei vd., 2015; Renehan vd., 2015) ve adipokinler adipoz dokudan
salgilanarak adipoz doku, adipozite ile iligkili kronik inflamasyona baslica katkida
bulunan etmenler olarak kabul edilmekte ve makrofajlarin varlig: ile karakterize
olmaktadir (Sahin ve Yardimei, 2016). Fonksiyonel yapisi bozulan adipoz hiicreleri,
dogrudan inflamasyonu tesvik eden ve monositlerin ve makrofajlarin aktive olmasini
saglar ve bu sitokinlerin farklilagmasini indiikleyen leptin, C-reaktif protein (CRP),
IL-6 ve TNF-a gibi ajanlar bu mikrogevrede artis gostermektedir (Hotamisligil vd.,
1993; Howe vd., 2013; Sahin ve Yardimci, 2016).

Meme kanseri olan obez bireylerde leptin, IL-6 ve C-reaktif protein (CRP) seviyelerini

belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada; obez olanlarin leptin ve CRP seviyeleri,
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normal agirliktaki hastalardan 6nemli derecede yiiksek olup IL-6 seviyelerinde anlaml
fark saptanmamustir (Babaei vd., 2015). Iltihaplanma ve makrofajlarin meme kanseri
risk niiksii (hastaliin tekrar etme durumu) ve prognozunun (hastaligin seyri hakkinda
ongorii) belirleyicileri olarak oynadiklari role de artan bir ilgi gosterilmistir (Crespi
vd., 2016). Inflamasyon-obezite durumu, terapotik miidahaleler ve potansiyel
farmakolojik hedefler igin farkli molekiiler sinyal yollari sunmaktadir. Inflamasyon ve
meme kanserini iligskilendiren son bulgularla baglantili olarak diinya ¢apinda artan

obezite orani, daha fazla arastirmayi tesvik etmektedir (Crespi vd., 2016).

1.2.2.3.2. Lipopolisakkarit (LPS)

Lipopolisakkaritler, sistemik, diisiik dereceli inflamasyonun ana nedenlerinden biridir.
LPS, gram-negatif bakterilerin dis zarinda bulunur ek olarak inflamasyon, obezite,
meme kanseri ve metabolik bozukluklar arasinda 6nemli bir baglanti olarak kabul
edilmektedir. LPS inflamasyonu 6nemli derecede arttirici etkiye sahiptir. Literatiirdeki
bir c¢aligmada LPS ile uyarilan adiposit 3T3-L1 hiicrelerinde inflamasyonla
iligkilendirilen proinlamatuvar genler, IL-6, TNF-a ve MCP-1 ekspresyonundaki artig1
engellemistir ve adipositlerde LPS'nin neden oldugu iltihaplanmada rol oynayan
ERKZ1 / 2'nin fosforilasyonu, alliin tedavisinin ardindan azalmistir (Quintero-Fabian
vd., 2013). Literatiirde yapilan in vivo bir ¢alismada TNF-o, LPS ile indiiklenen
karaciger hasarmi arttirmistir. Adiponektin ile tedavisinden sonra TNF-o'nin
ekspresyonunu azaltarak LPS kaynakli hasari iyilestirmistir (Masaki vd., 2004). Diger
bir in vivo ¢alismada ise obez bireylere (Img/ml) LPS uygulanan yag dokusunda IL-
2, IL-8, IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin artis1 gézlenmistir (Hoch vd., 2008).
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1.2.4. Molekiiler yerlestirme calismalari

Molekiiler yerlestirme (doking) ¢alismalari, ligandlar ve proteinlerin etkilesimlerini
bilgisayar yazilimlar1 araciligiyla bir baglanma modeli olusturarak analiz edilmesini
sagmakta ve uygun eslesme modellerinin tahmin edilmesine imkan vermektedir
(Prieto-Martinez vd., 2018). Molekiiler doking sayesinde, enzim-substrat, ilag-protein,
ilag-niikleik asit, protein-niikleik asit ve protein-protein etkilesimlerini i¢eren in silico
analiz verileri; sinyal iletimi, hiicre regiilasyonu ve diger makromolekiiler etkilesimler
gibi bir¢cok biyolojik mekanizmanin anlagilmasini saglayabilmektedir (Huang ve Zou,
2010). Protein-ligand doking sistemi, 6rnekleme ve skorlama olmak tizere iki ana
bilesenden meydana gelmektedir. Ornekleme; ligandin, protein iizerindeki baglanti
bolgelerine yakin bolgelere baglandigi konformasyonlarin olusturulmasi temeline
dayanmaktadir. Skorlama ise her bir ligandin baglanma enerjilerinin olasi tahmini
tizerine temellenmektedir. En iyi konformasyon olarak, tahmin edilen baglanma
konformasyonlari arasindan genellikle en diisiik baglanma enerjisi skoruna sahip olan
tercih edilmektedir (Huang ve Zou, 2010). AutoDock Programi, molekiiler doking
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan paket programlardan biridir. Substratlar ve
aday ila¢ yapilariin 3B protein yapisina nasil baglandigini tahmin edebilmek
amaciyla, The Scripps Research Institute tarafindan tasarlanmistir (Dallakyan, 2013).
AutoDock Tools igin gelistirilen grafik arayiizii (Sekil 1.2.) ile birlikte ligand
tizerindeki doniigli  baglarin, protein yapilarinin, baglanma bdlgelerinin
gorsellestirilmesi  saglanarak kullanict dostu bir platform haline getirilmistir
(Dallakyan, 2013). Programa iicretsiz bir sekilde (http://autodock.scripps.edu/)

adresinden erisilebilmekte ve indirilebilmektedir.
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1.2.5. Molekiiler markorler olarak sectigimiz gen bolgeleriyle ilgili bilgiler

Molekiiler markorler, gen veya gen bolgesine ait DNA parcasidir ve ¢alisilan
organizmada ilgilenilen 06zelligin genetigi hakkinda bilgi veren DNA dizilerine
sahiptir. Obezite ve meme kanseriyle ilgili sectigimiz gen bolgelerinin
transkripsiyonel regiilasyonuna bagli olarak diferansiye edilmis 3T3-L1 hiicrelerinde
U. dioica 'nin obezite ve meme kanserine olan etkisi aragtirilmistir. Calismada DGAT-
1, LPL, Fasn, MCP-1, BRCA-1 BRCA-2, ve housekeeping gen olarak da elde edilen
transkripsiyon verilerini normalize etmek amaciyla 18S housekeeping geni

kullanilmastir.
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a. Meme kanseri-1 ve meme kanseri-2 (BRCA-1/BRCA-2)

Geng yasta teshis konulan kadinlar arasinda genetik yatkinlik (BRCA-1 ve BRCA-2
genlerinde goriilen mutasyonlar) sonraki meme kanserlerini gelistirmede artan riskin
bir kismina katkida bulunmaktadir (Society, 2014). Meme kanserine yatkinlik genleri
olan BRCA-1 ve BRCA-2 olmak iizere meme kanseri vakalarinin %5-%10’u kalitsal
mutasyondan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. BRCA-1 mutasyonu olan kadinlarin
70 yasina kadar %44-78’inde ve BRCA-2 mutasyonu olan kadinlarin ise %31-
56’sinda meme kanseri gelisebilecegi belirtilmektedir (Society, 2014).

b. Diasilgliserol acil transferaz-1 (DGAT-1)

Insanlarda DGAT-1 geni tarafindan kodlanan bir enzim olarak islev gdrmektedir.
DGAT-1 geni 17 ekzon igerir ve kromozom 8 iizerinde 10.62 kb'lik bir alana yayilir.
Cogu tiirde, gen, hesaplanmis molekiiler kiitlesi ~55 kDa olan yaklagik 500 amino
asitlik bir proteini kodlar. Bu proteinin aktivitesi obezite ve diger metabolik
hastaliklarla iligkili olabilir (Yen vd., 2008). DGAT-1 obezite ve insiilin direncinde
Oonemli olabilir, ¢iinkii yag dokusunda DGAT-1"i asir1 eksprese eden fareler obez

durumundadir ancak insiiline direngli hale gelmemistir (Smith vd., 2000).

c. Lipoprotein Lipaz (LPL)

VLDL lipoproteinlerdeki trigliseritleri ve silomikrondaki trigliseritleri serbest yag
asitlerine hidrolizleyen bir enzimdir ve yag dokusu, kalp kasi ve makrofajlar dahil
olmak tizere bircok doku tarafindan sentezlenebilmektedir. LPL enzimi yag hiicreleri
tarafindan yag deposunun olusmasi i¢in yapilmaktadir. Normal kilolu bireylerde kilo
artist s6z konusu oldugunda LPL aktivitesi artar tam tersi oldugunda ise LPL aktivitesi
azalmaktadir. LPL kadinda Ostrojen, erkekte ise testesteron hormonlar: tarafindan
kontrol edilir, ayrica dokuya 6zel bir sekilde transkripsiyonel transkripsiypn sonrasi
ve translasyon sonrasi seviyelerde diizenlenir (Wang ve Eckel, 2009). Kadinlarda
goglis ve kalcalardaki hiicreler LPL iiretir. Obezite gelisiminin altinda yatan
mekanizmalar arasinda iskelet kast ve yag dokusu enzimatik ve reseptor
diizenlemesindeki LPL, hormona duyarl lipaz, ¢ok diisiikk yogunluklu lipoprotein
reseptorii degisiklikleri icerebilir (Roberts vd., 2002).
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d. Yag asidi sentetaz (Fasn)

Bu enzim birbirinin aynisi iki monomerden olusan dimerdir. Yag asidi sentezi insanda

temel olarak karacigerde (ve daha az sekilde meme ve yag dokusunda) hiicre
sitoplazmasinda gerceklesir. insan viicudunda ise, fazla enerji alim1 ve besin tiiketimi,
yag dokusunda yag seklinde depolanir ve enerji azaldiginda yag asitleri olarak kan
akigina salinir. Son zamanlarda, incelenen olup Fasn artan obezite araligi, viicut yag
dagilimi, instilin duyarlilig1 ve gliikoz toleransi olan kisilerde metabolik parametrelerle
organ ve deri alti yag dokularinda mRNA ekspresyonunda bir atisa sebep oldugu
gosterilmistir (Schleinitz vd., 2010).

e. Monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)

Kemokinler olarak adlandirilan kemotaktik sitokinler, l6kosit migrasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Dolasimdaki kemokin seviyelerinin,
obezite ile ilgili patolojiler (6rn. Ateroskleroz, diyabet, insiilin direnci) dahil olmak
tizere inflamatuar siireglerde arttig1 gosterilmistir (Kim vd., 2006). Bununla birlikte,
su anda kemokinler ve insan obezitesi arasindaki iliski hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Tiging bir sekilde, MCP-1, MIP-1a velveya MRP-2'nin gen
ekspresyonu ve protein salgilanmasi arttirmaktadir ve in vivo yapilan ¢alismada obez
hayvanlarin adiposit ve yag dokusunda belirgin sekilde artis gdstermektedir, sonug
olarak obezite durumunda inflamatuar ortama katkida bulundugu kanitlanmistir
(Sartipy ve Loskutoff, 2003).

f. Insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii 2 (HER-2)

HER-2 tirozin kinaz aktivitesine ait, epidermal biiyiime faktorii ailesinde yer alan bir
onkogendir. Her-2 pozitif meme kanseri biitin meme kanserli hastalarinin %25’inde
goriiliir. Bu biiylime faktoriiniin ¢ogalmasi hiicre proliferasyonunu arttirir ve
karsinogeneze yol agan sinyal yolaklarinin aktive olmasini saglar (Simsir vd., 2018).
Insiilin, IGF-1 ve Ostrojen, HER-2 / neu tarafindan aktive edilen bir sinyal yolu
aracilifiyla meme kanseri hiicrelerinin pro-liferasyonunu uyarmaktadir (Simsir vd.,

2018).
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g. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6; asipositler, makrofajlar, iskelet kasi, fibroblastlar ve endotel hiicreleri de dahil
diger dokular tarafindan salgilanan 6nemli bir sitokindir. IL-6 viicut agirliginin, lipid
metabolizmasinin sistemik bir diizenleyicisidir. Ayrica obezite ve insiilin direnci ile
iliskilendirilmektedir (Sindhu vd., 2015). Obezitenin kanser riskini ve gelisimini nasil
arttirdigin1 anlamak i¢in iki durumda da artis gosteren ve onkojenik transkripsiyon
faktorii STAT-3’1lin aktivasyonuna neden olan tiimor tesvik edici sitokinler IL-6 ‘nin
artan liretimine baglidir. Obezite ve artan IL-6 {iretiminin neden oldugu kronik yanitlar
diger kanser risklerini de artirabilir (Park vd., 2014). IL-6'nin diizensiz ve devamli
sentezi kronik inflamasyona ve otoimmiin bozukluklara yol agmaktadir (Tanaka vd.,
2014).

h. 18S (House keeping gen)

18S, housekeeping gen olarak bilinir ve tipik olarak temel hiicresel fonksiyonun
korunmas1 igin gerekli olan ve normal kosullar altinda bir organizmanin tiim
hiicrelerinde eksprese edilen yapisal genler olarak bilinmektedir. 18S bu ¢alismada
kullanilan bir housekeeping gendir. Elde edilen veriler 18S ekspresyonu ile

kiyaslanarak normalize edilmesi amactyla kullanilmaktadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki materyali

U. dioica L. Mugla bolgesinden toplanmustir. Ilkbahar ve sonbahar aylarinda taze
olduklar1 dénemde toplanmis ve Emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr. Giiven Gork

tarafindan teshis edilmistir.

2.1.2. Hiicre hatti

Hiicre hattt ATCC firmasindan satin alimmistir (CL-173). Pre-adiposit 3T3-L1

fibroblastik 6zellige sahip Mus musculus’un hiicre hatt1 kullanilmistir.

2.1.3. Kullamlan kimyasallar
2.1.3.1. 3T3-L1 hiicrelerin biiyiiyiip gelismesi

Hiicreler biiyiime ve gelisme gostermesi i¢in pre-adiposit yapidayken %10 Fetal Calf
Serum (FCS) (Capricorn Scientific, NCS-1B) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Pen-
Strep) (Multicell, 450-201-EL) i¢eren Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)
(L0102-500) besin ortaminda kiiltiire alinmigtir. Bu, hiicrelerin biiyiime ve gelisme

gosterdikleri besin ortamidir.
2.1.3.2. Hiicrelerin farklilasmasi

Diferansiyasyon ortami ise 3T3-L1 pre-adiposit hiicrelerin adiposit hiicreye
doniisimiinde kullanilan besin ortamidir. Diferansiyasyon ortaminda; %10 Fetal
Bovine Serum (Capricorn Scientific, FBS-12B) ve %1 Pen-Strep igeren DMEM besin
ortaminda hazirlanmistir. Diferansiyasyon ortamina ek olarak 1.0 uM Deksametazon
(Sigma, BCBV5460), 0.5 mM isobiitilmetilksantin (IBMX) (Sigma, STBF6061V) ve
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1.0 pg/mL insiilin (Sigma, SLBV1793) icermektedir. Hiicrelerin farklilagmasi i¢in 2
giin boyunca bu besin ortami kullanilmistir. Ardindan hiicreler diferansiyasyon
mediumun i¢ine 1.0 pg/mL insiilin eklenerek bu ortamla yaklasik 12 giin her iki giinde
bir ortam degistirilerek sekilde muamele edilmistir. Yaklasik 2 hafta sonunda pre-

adiposit yapidan adiposit yapiya hiicrelerin doniisiimii saglanmustur.

2.1.3.3. Inflamasyonun tetiklenmesi

Gram negatif bakterilerin dis yiizeyinde bulunan (L5529- 1MG) Sigma markaya ait

olan lipopolisakkarit inflamasyonu arttiric1 bir kimyasal olarak kullanilmuistir.

2.1.3.4. Oil red O boyama

Hiucrelerin farklilagtigini gozlemlemek amaciyla Oil red O -Bio basic markali
(C26H24N40) boya kullanilmigtir. Yag hiicreleri kirmizi renkte ve hiicrede yer alan

¢ekirdekler ise mavi-mor renkte bir goriiniime sahip olmustur.

2.1.3.5. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu RiboEx™ (301-001) kimyasali kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.1.3.6. cDNA sentezi

Izolasyonu yapilan RNA’larin ¢cDNA’ya ¢evrilmesinde EasyScript Plus cDNA
synthesis kiti (abm, G236) kullanilmistir.

2.1.3.7. qPCR i¢in gerekli kimyasallar
Elde edilen cDNA &rneklerinden primerlerin bagil mRNA ekspresyonunu belirlemek

igin gPCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. gPCR reaksiyonunu gergeklestirmek igin
Real Q Plus 2X Master Mix (Ampliqon, A323402) kullanilmistir.
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2.1.3.8. Primerler

Calismada kullandigimiz primerler NCBI {izerinden tasarlanmistir. Primer dizayni igin
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) adresi kullanilmigtir. Primerler asagida 5°-

3’ olacak sekilde Forward (F) ve Reverse (R) kisimlari verilerek listelenmistir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerlerin siniflandirilmasi ve sekans bilgileri

Primer ismi Primer sekansi (5°-3°) Primerlerin
siiflandirilmasi
LPL F: 5-ACTCGCTCTCAGATGCCCTA-3'
LPL R: 5-TTGTGTTGCTTGCCATTCTC-3'
DGAT-1F: 5'-CCTCAGCCTTCTTCCATGAG-3'
DGAT-1R: 5'-ACTGGGGCATCGTAGTTGAG-3' Obezite ile iliskili primerler
FASN F: 5'-CTGAGATCCCAGCACTTCTTGA-3'
FASN R: 5-GCCTCCGAAGCCAAATGAG-3’
BRCA-1F: 5’-TCAGAAGAAGAGCGGATAGAGAC-3’
BRCA-1R: 5’-ACACAAACTCCGCATCTGTTTTA-3’
BRCA-2 F: 5’-TCAGTTCCTGAGGATTTCACC-3’ Meme kanseriylo ligkali
primerler
BRCA-2 R: 5’-ACAAAGGTACAGATGGGACTG-3’
MCP-1 F: 5’-AGGTGTCCCAAAGAAGCTGT-3” Inflamasyon ile iliskili primer
MCP-1 R: 5’-AAGACCTTAGGGCAGATGCAG-3’
18SF 5'- TTCGAACGTCTGCCCTATCAA- 3' Housekeeping gen
18SR 5'- TAGGTAGGCACGGCGACTA- 3'
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2.2. Metot

2.1.1. Bitki materyalinin toplanmasi

Yesil renkli ve yakici tiiylere sahip U. dioica L. Mugla/Kdycegiz bdlgesinden
toplanmustir (Sekil 2.1.). Bitkiler serin ve karanlik bir ortamda iki hafta boyunca
kurutulmustur.  Kuruyan bitkilerin toprak istii kisimlar1 ogiitiilerek toz haline
getirilmistir (Sekil 2.2.).

Bitki tozlar1 10 gr tartilarak otoklav siselerine aktarilmis iizerlerine 10 kati olacak
sekilde 100 ml. Ve %96’lik absolute ethanol ¢oziiclisiiniin eklendigi bir ¢ozelti
olusturulmustur (Sekil 2.3.). Bitki igerisinde bulunan kimyasallarin ortama salinmasi

icin 7 giin boyunca karanlik ortamda bekletilmistir.

Sekil 2.1. U. dioica L. bitkisinin Mugla bolgesinden toplanmasi
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Sekil 2.2. Bitkinin karanlik ortamda kurutulmasi

Sekil 2.3. U. dioca’nin ethanolde ¢oziilmesi
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Sekil 2.4. U. dioica ekstraktimin siizge¢ kagidi yardimu ile balon jojeye aktarilmasi

Bitki ekstrakti 7 gilin sonunda silizge¢ kagidi yardimiyla balon jojeye aktarilmistir
(Sekil 2.4.). Evaporator sonucunda ¢6ziicliniin uzaklastirilmasi saglanmistir (Sekil
2.5). Daha sonra 2 giin ¢eker ocakta birakilmistir. Bu sayede geride kalan ¢oziiciiniinde

uzaklastirilmasi saglanmustir. Elde edilen ekstraktlar +4 °C’de karanlikta saklanmustir.
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Sekil 2.5. Evaparator islemi ile alkoliin uzaklastirilmasi

2.2.2. Hiicre Kiiltiirii ¢calismasi

3T3-L1 pre-adiposit hiicre kullanilmigtir. (Sekil 2.6.). Hiicrenin pasaj sayist 10’dur ve
-80°C’den aliip kullanilmigtir.

Sekil 2.6. 3T3-L1 pre-adiposit hiicre
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2.2.2.1. Hiicre ¢ozme iglemi

3T3-L1 hiicre hatt1 kriyovial igerisinde -80°C’lik buzdolabinda ya da -196°C’de sivi
nitrojende depolanmasi gerekmektedir. Depolanan hiicreleri tekrar uyandirmak igin

¢ozme islemi yapilmaktadir. Hiicreleri ¢ozerken:
1. Growth medium 37°C ‘lik su banyosunda 15 veya 20 dakika boyunca bekletilmistir.

2. Hiicre kabini etil alkolle temizlenmis ve gerekli tiim malzemelerin sterilazyonu

saglanarak kabin i¢ine alinmustir.
3. 3T3-L1-P10 numarali hiicre ve 25 cm?’lik flasklar kullanilmistir.

4. 15 ml’lik falkon tiiplere 4 ml GM eklenmistir ve onun iistiine kriyovialdeki 1 ml

olan hiicre eklenmistir.
5. Hiicre ve GM iyice homojenize edildikten sonra 25 cm?’lik flasklara aktarilmistir.

6. Flask iizerine etiketleme yapilarak CO- inkiibatoriine kaldirilmistir.

2.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmast

Hiicreler 10 cm’lik flaskta biyiitilmiistiir ve pasajlama i¢in 25 cm’lik flasklar

kullanilmistir. Asagidaki adimlar izlenerek pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

1. Hicrelerin i¢inde bulundugu biiyime ortami serolojik pipet araciligiyla

uzaklastirilmastir.

2. Hiicrelerin 3 ml PBS ile 2 kez yikanmasi saglanmistir. (PBS bir tampon ¢ozeltidir.
Hiicrelerin biliylime ortaminda bulunan FCS’i uzaklastirarak tripsin enziminin

aktivitesini arttirmaktadir. Tripsinizasyon basamagi i¢in 6n hazirliktir).

3. Hiicreler 1 ml tripsin ile muamele edilmistir. Tripsin hiicrelerin yiizeyden

uzaklagmasini saglamaktadir. Bu basamakta hiicreler 3 dakika CO; inkiibatoriinde
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bekletilmistir. Yiizeyde goriiniir hale gelen hiicrelerin mekanik etki yardimiyla

ylizeyden ayrilmasi saglanmistir.

4. Mikroskop altinda yilizeyden ayrildig1 ve bulutumsu bir yap1 gosterdigi gézlemlenen
hiicrelerin tripsin miktarinin en az 2 kati kadar hacimde biiyltime ortamiyla yikanmasi

saglanmistir.
5. Hiicreler serolojik pipet araciligiyla flasktan 15 ml’lik falcon tiipline alinmstir.

6. 1200 rpm’de 6 dakika santrifiij edilmistir. Bu adimda hiicreler falcon tiiplin en
altinda pellet seklinde toplanmustir.

7. Supernatant kismi serolojik pipet araciligiyla atilmistir. Hiicre pelleti 1/4 pasajlama

i¢in 4 ml’de ¢oziilmiistiir.

8. Hiicreler ¢oziiliirken pelletin partikiillii halde kalmamasina ve homojenizasyonuna

dikkat edilmelidir.

9. 4 adet 25 cm?’lik flasklarin her her birine 4 ml olacak sekilde 6nceden 1sitilmis

biiylime ortamlari ilave edilmistir.
10. Hiicre ve biiyiime ortami karigimi her bir flaska 1 ml olacak sekilde aktarilmistir.

11. Flasklar dikey ve yatay sekilde yaklasik 15 dakika boyunca sallanarak hiicrelerin

tiim kiilttir kabinda esit dagilmasi saglanmstir.

Hiicreleri igeren flask kaplar1 CO- inkiibatoriine kaldirilmistir.

2.2.2.3. Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

Hiicrelerin ¢ogalmasi durumunda ve bir sonraki deneylerde tekrar kullanilabilmesi

acisindan hiicreler dondurulup saklanabilmektedir.

Hiicreler dondurulurken pasajlama prosediirii 6. basamagin sonuna kadar takip
edilmistir. Daha sonra her bir kriyovial icin GM: DMSO 9:1 oraninda kullanilmstir.
Ornegin 1 kriyovial olusturmak igin 900 pl x 1 =900 pl GM ve hiicre karisim1 ve 100
pul DMSO kullanilmistir.
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1 kriyovial i¢in toplamda 1 ml kullanilmasmin sebebi kullanilan kriyoviallerin
hacminin 1 ml olmasidir. Bununla donma sonucunda hacimdeki artma ile

kriyoviallerdeki hiicrelere zarar gelmesi engellenmek istenmistir.

Hiicreler 6nce GM i¢inde ¢oziilmiistlir daha sonra gerekli miktarda DMSO eklenip
kriyoviallere aktarilmistir. Kriyoviallere aktarilan hiicreler -80 °C’ye ve -196 °C olan

azot tankina kaldirilmistir.

2.2.2.4.Hiicrelerin thoma lamu ile sayimi

Thoma lamui ile Sayim:

+ Thoma laminin sayma prensibi 0.1 mm? alanda yapilan sayimmn mL basina

diisen mikroorganizma sayisina ¢evrilmesine dayanmaktadir.

* Thoma laminin iizerinde ¢ukur bir kisim vardir ve bu kismin {izerinde lamel

varken ¢ukurda 0.1 mm yiiksekliginde siv1 kalmaktadir (Web-1).

* Thoma laminin iizerinde bununla beraber ¢izgilerle belirlenmis ytlizeyler vardir
ve 16 biiyiik kare ve her biiylik karede 25 kiigiik kare olmak tizere toplamda
400 kare bulunmaktadir. Bu kismin hacmi 0.1 mm? “tiir (Sekil 2.7.a, 2.7.b.).

Sekil 2.7.a. Thoma lamm
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G ootk

1T mm

Sekil 2.7.b. Thoma lamu ile hiicre sayim

1. PBS, GM, Tripsin 37 C’lik su banyosuna alinmustir, 15 dk boyunca 1sinmasi i¢in su

banyosunun i¢inde bekletilmistir.

2. Thoma lami agilip istii ise etil akol ile temizlenip lam {stiine direkt olarak

yapistirilmastir.
3. Flaskin i¢indeki besiyeri atik kutusuna serolojik pipetle atilmistir.

4. 2 ml PBS eklenmistir, bu sayede hiicrelerin 6n yikamasi saglanmistir, bu islem 2

kez yapilmstir.

5. 100 ul Tripsin eklenmistir, 1dk boyunca CO- inkiibatoriinde bekletilmistir. Mekanik

etki yaratilarak hiicrelerin dagilimi saglanmistir.
6. Mikroskop altinda incelendikten sonra hiicrelerin tek tek ayrildigi gozlenmistir.

7. Ustiine 1 ml GM eklenmistir ve gériintii homojen olana kadar serolojik pipet

yardimiyla karistirilmasi saglanmastir.
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8. Thoma laminin bir karesinin kenarindan tiple 10 pl aktarilmistir. Sonra diger
karenin ucundan da 10 pl pipet yardimiyla aktarilmistir. Sayim islemi inverted
mikroskop altinda gergeklestirilmistir (Sekil 2.7.a.).

2.2.2.5. Hiicrelerin diferansiyasyonu

Diferansiyasyon islemi hiicrelerin  pre-adiposit yapidan adiposit yapiya

doniistiiriilmesi i¢in gergeklestirilmistir ve asagidaki protokol izlenmistir.
Diferansiyasyon protokolii
Hiicreler ekilmis olduklari kaplarda yaklasik %70 confluency’e getirilmelidirler.

Yaklagik %70 confluent olan hiicrelere ilk olarak pre-diferansiyasyon ortami
uygulanmistir. Bu ortam DM iginde hazirlanmistir. DM %1 Penisilin-Streptomisin,
%35 Fetal Bovine Serum (FBS) %94 DMEM igerir.

Pre-diferansiyasyon ortamui icin:
a. 1.0 uM Deksametazon
b. 0.5 mM isobiitilmetilksantin (IBMX)
C. 1.0 pg/mL insiilin kullanilmastir.
Bu ortam igerisinde hiicreler 48 saat bekletilmistir.

24-well plate’den pre-diferansiyasyon ortam1 48 saat sonunda tamamen
uzaklagtirilmigtir. Ayni hacimde diferansiyasyon ortami eklenmistir. Diferansiyasyon

ortam1 DM i¢inde 1.0 pg/mL insiilin igermektedir.

Diferansiyasyon ortami hiicrenin durumuna bagli olarak her 48-72 saatte bir
degistirilmistir.

Hiicreler diferansiye olmaya basladiklarinda lipit damlaciklart goriiniir hale gelmistir.

Yaklagik 10-15 giin sonunda hiicreler diferansiye olmustur.
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2.2.2.6. Oil Red O boyama islemi

Tiim bilesenler 24-well plate i¢in 500 pl/well kullanilmistir.

1. Hiicrelerin i¢inde bulundugu ortam uzaklastirtlmistir, 3T3-L1 hiicrelerinin ilk
asamada 2 kez PBS ile yikanmasi saglanmistir (Eger var ise hiicre kalintilar1 bu sayede

uzaklastirilmigtir).

2. PBS pipetle ¢ekilip uzaklastirilmistir ve hiicreler %10’luk formalin ile 60 dakika
inkiibe edilmesi saglanmistir. Formalin hiicrelerin fiksasyonu (zemine sabitlenmesi)
icin kullanilmaktadir. Bu asamada direkt olarak hiicrelerin {izerine pipetleme
yapilmamalidir. Formalinle muamele sonrasi inkiibasyon homojen karisma

saglanmasi i¢in karistiricida yapilmistir.

3. %60’lik izopropanol kiiltiir kaplarina eklenmistir ve 5 dakika boyunca inkiibe
edilmistir (Pipetle soliisyonlar1 alirken veya ¢ekerken kenardan yapilmalidir. Direkt
24-well plate’nin istiinden yapilmamalidir. Hiicrelerin kalkmamasi ve birbirinin

iistiine katlanmamasi i¢in dikkatlice bu islemler gergeklestirilmedir).

4. Oil Red O ¢alisma soliisyonu kullanmadan 15 dakika 6nce hazirlanir. 2X dH20 ve
3X Oil Red O Stok Soliisyonu iyice karistirilmistir ve 10 dakika bekletilmistir. 0.2 pm
siringa filtresi ile filtreden gegirilerek boya kullanilmistir.

5. Izopropanol ortamdan uzaklastirilmistir ve Oil Red O ¢alisma soliisyonu ile hiicreler

muamele edilmistir.
6. Hiicrelerin inkiibasyonu 15-20 dakika boyunca karistiricida yapilmistir.

7. Boya uzaklastirilmistir ve 4-5 kere boya goriinmeyene kadar dH20 ile yikama

gerceklestirilmistir.

8. Hematoksilin eklenmistir ve 1 dakika inkiibe edilmistir. Hematoksilin daha sonra

ortamdan uzaklastirilmistir ve 4-5 kere daha dH>0 ile yikanmistir.

9. Mikroskop altinda gozlem yaparken hiicreler dH20 ile kapli tutulmustur. Lipit

damlaciklar1 kirmizi ve ¢ekirdekleri ise mavi-mor renkte goriilmiistiir.
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2.2.3. 3T3-L1 hiicre hattina U. dioica L. ekstrakti konsantrasyon deneme

calismalan

Bitki ekstraktinin 3T3-L1 hiicrelerine etkisini gézlemlemek {izere 24-well plate’de
doza ve zamana bagimli deney diizenegi kurulmustur. 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak
tizere 3 zaman dilimi kullanilmistir ve 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml olmak tizere 3
doz ve kontrol grubuyla deney kurulmustur (Sekil 2.8.).

Kontrol . .
50pg/mil
U.d.
100pg/ml
u.d.
200pg/ml
U.d.
72

43

Sekil 2.8. Hiicrelere farkh zaman araliklarinda, 50 pg/ml, 100 pg/ml ve 200 pg/ml U. dioica

ekstrakti uygulanmasi
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2.2.4. Farkhlasmis 3T3-L1 hiicrelerde bitki iizerine LPS uygulamasi

Lipopolisakkarit L6529-1 MG (Escherichia coli O55:B5 Sigma) markasi satin

alinmustir.
DM

DN e Lliss oR
LPS + LPS

sopg/ml  50ug/mi S0pg/mil

+LPS - +LPS 2l

100pg/  100pg/  100WE/

mi+LPS mi+LPS mi+LPS OR

Sekil 2.9. Farklilasan hiicrelerde bitki iizerine LPS uygulanmasi

200pg 200ug/ml  200pg/ oR
mil+LFPS +LPS ml4LPS

Kuyucuklara Sekil 2.9.’daki gibi gosterilen yerlere LPS uygulanmasi yapilmistir ve

asagidaki protokol izlenmistir.

1. LPS konsantrasyonu 10 ng/ml olarak kullanilmistir.

2. 3*24 well plate deney diizenegine gore hesaplamalar gergeklestirilmistir.
3. 3*4*500 pl=6000 ul growth medium gereklidir.

4. 3*4*500 ul=6000 ul diferansiyasyon medium gereklidir.

5. 3*15*500 ul=22500 pl LPS igeren medium gereklidir. Dolayisiyla kullanilacak
LPS miktar1 10 ng/ml konsantrasyon i¢in 10*23= 230 ng’ dir. Dozlar
hazirlanirken kayiplar olabilecegi i¢cin 25 ml LPS i¢ceren medium hazirlamak

daha uygundur.
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6. LPS iceren medium hazirlanmasi i¢in asagidaki protokol izlenmistir.

6.1 1 mg LPS 1 ml ultra saf su igerisinde ¢oziiliir. (1 mg/ml veya 1 pg/ pl).
Dikkatlice birkag kez pipetleme yapilmistir, tipler plastik materyal oldugu i¢in

uzun siire pipetleme islemi yapilmaz.

6.2. 10 dk boyunca vortex uygulanmistir. Soliisyon 1s18a tutularak
gbzlemlenmistir; bulanik, sar1 rente olmasi1 normaldir.

6.3 200 pul olacak sekilde LPS soliisyonu 5 tiipe boliiniir ve kullanilmayacak
tiipler -20 °C’de saklanmustir.

6.4. 999 pul medium igine 1 pl LPS soliisyonu eklenir ve 1 pg/ml (1 ng/pl)
soliisyon elde edilmistir.

6.5.  24.750 ul medium iizerinde 1 ng/ul LPS soliisyonundan 250 ul eklenerek 25
ml 10 ng/ml LPS igeren Diferansiyasyon medium hazirlanmis olur.

7. LPS igeren bu medium hazirlandiktan sonra;

7.1.  Growth medium verilecek kuyucuklara 500 pl/well olacak sekilde
mediumlar1 verilmistir.

7.2. DM ve OR gruplarina 500 pl/well olacak sekilde Diferansiyasyon medium
verilmistir.

7.3.  LPS igeren gruplara 250 pl/well olacak sekilde 10ng/ml LPS igeren
diferansiyasyon medium verilmistir.

7.4.  Plakalar 30-60 dakika boyunca 37 °C’de COz inkiibatoriinde bekletilmistir.

7.5. Busiire zarfinda, LPS igceren medium kullanilarak bitki ektraktinin
konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Konsantrasyonlar hazirlanirken 2 kati
hesaplanmustir.

7.6.  Her konsantrasyon i¢in 250 ul/well olacak sekilde (4*250=1000 ml)
konsantrasyonlar hazirlanmistir.

7.7.  Hazirlanan konsantrasyonlar, 30-60 dakikak inkiibasyon sonunda LPS iceren
gruplara 250 pl/well olacak sekilde eklenmistir. Bu kuyucuklarda toplam 500

ul medium hacime tamamlanmistir.
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2.2.5. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Normal 3T3-L1 hiicrelerinden, bitki uygulanmis 3T3-L1 hiicrelerinden ve diferansiye
edilmis 3T3-L1 adipositlerinden RiboEx yardimiyla RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. RiboEx™’le RNA ekstraksiyonu protokolii asagida verilmistir.

1. 500 ml RiboEXx ile hiicreler homojenize edilmistir.

2. Homojenat 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

3. 0,2 ml kloroform eklenmistir. Sert bir sekilde 25-30 saniye sallanmustir.
4. Hiicreler 12 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

5. 13000 x g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Karisim renksiz iist tabaka,
renkli interfaz ve alt tabaka olmak tizere 3 kisma ayrilir ve renksiz tist kisim karigimin

%350’sini olusturur.

6. Supernatant (renksiz iist tabaka) interfaz ve alt tabakaya temas etmeden baska tiipe

aktarilmastir.

7. 0,5 ml %100’liik izopropanol karisima eklenmistir.

8. Karigim 3-5 kere asag1 yukari ters ¢evirerek nazikce karistirilmistir.

9. Karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

10. 13000 xg’de 10 dk siire ile 4°C sogutmal1 santrifiijde santriflij edilmistir.
Supernatant uzaklastirilmistir.

11. 1 ml %75 etanol ile RNA pelleti yikanmuistir.

12. 8000 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

13. Supernatant atilmistir ve tiiplin kapagi acgik sekilde bir gece boyunca (over night)

etanollin ugmasi i¢in bekletilmistir.

14. RNA, 50 pl ddH>O’da ¢oziilmistiir ve 30-50 dakika boyunca 56°C sicaklikta

bekletilmistir (RNA’lar ¢6ziinene kadar su banyosunda inkiibasyonu saglanmuistir).

-20°C’de uzun siireli saklanabilir.
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Hiicrelerden RNA izolasyonu yapilirken ilk olarak hiicrelerin ig¢inde bulundugu
ortamin atilmasi saglanmistir. PBS ile iki kez yikama yapilarak kuyu i¢inde var ise
GM ve DM kalintilar1 ortamdan uzaklastirilmas: saglanmistir. Daha sonra 24-well
plate i¢in her kuyucuga 500 pl, RiboEx’le hiicreler muamele edilmistir. RiboEXx
hiicrelerin kuyudan kaldirilmas: i¢in iyice al-ver yapilarak hiicreler kaldirilmistir.
Protokolde kulllanilan kimyasallar kloroform ve izopropanol RNA’nin ¢6kelmesini
saglamak icin kullanilmistir. Etanol ise RNA molekiiliiniin pellet seklinde ¢okmesini
saglamak ve tuzlari uzaklastirmak amaciyla kullanilmistir. RNA molekiili ise
sicakliktan etkilendigi i¢in ekstraksiyon boyunca +4°C sogutmali santrifiij

kullanilmustir.

2.2.5.1. Spektrofotometrik analiz

Spektrofotometrik analiz Thermo Scientific uDrop araciligiyla yapilmistir. uDrop da
16 tane kuyucuk vardir ve elde edilen RNA’lar her kuyucuga 3 pl olacak sekilde
eklenmistir ve blank olarak RNA’y1 ¢6zdiigiimiiz ddH>O kullanilmigtir. Kuyucuklara
eklenen Ornekler bilgisayar programinda da sirayla kaydedilmistir, cihaz verileri
bilgisayar programi aracilifiyla paylasmaktadir. Olgiim sonucunda elde edilen
260/280 nm absorbans degerinin 2 veya 2’ye yakin olmast RNA’nin saf bir sekilde
elde edildiginin  gostergesidir. 260/230 degeri alkol kontaminasyonunu

gostermektedir. Konsantrasyon ise cDNA’ya gidilmesi agisindan ¢ok dnemlidir.

2.2.5.2. Elektroforetik analiz

RNA’nin  konsantrasyonu spektrofotometrik yontemlerle belirledikten sonra,

elektroforetik yontemlede RNA nin jel elektroforezi gergeklestirilmistir.

RNA’nin 3 alt birimini (5.8S, 18S, 28S) bant seklinde gormek igin agaroz jel
elektroforezi gergeklestirilmistir.
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Tim o6rnekler %1 agaroz jelde, 60 voltta, 500 amperde 75 dk icin RNA jel de
yiriitilmistiir (PCR tiiptinde; 2pul RNA 6rnegi, 2ul boya ve 8 pl ddH20 kullanilmistir).

2.2.6. RNA’dan cDNA sentezi

Bu ¢alismada cDNA sentezi i¢in One Script Plus Revers Transkriptaz cDNA Sentez

kiti kullanilmistir. Bu reaksiyonu gerceklestirmek i¢in:

RNA o6rnekleri ve diger tiim bilesenler buzda ¢oziilmiistiir ve her sollisyonun iyice

karigmasi saglanmustir.

Asagidaki bilesenlerle reaksiyon baslatilmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. cDNA sentezinin ilk adiminda yer alan bilesenler

Bilesenler Hacim Final Konsantrasyonu
Total RNA (125 ng/pL) 4 uL 500 ng/uL
Oligo dT (10 uM) 1ul 0.5uM
dNTP mix (10 mM) 1uL 500 uM
ddH20 8,5 uL -

Karisim 5 dakika boyunca 65°C’ye sitilmistir ve daha sonra buzda 1-2 dakika

inkiibasyonla sogutulmasi saglanmaistir.

Asagidaki bilesenler reaksiyon tiipiine eklenmistir (Cizelge 2.3.).
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Cizelge 2.3. cDNA sentezinin 2. basamaginda yer alan bilesenler

Bilesenler Hacim Final Konsantrasyonu
5X RT Buffer 4 uL 1X
RNaz Riboniikleaz 0.5 uL 20 U/reaksiyon
Inhibitér (40 U/pL)
One Script Plus RTase 1ulL 200 U/reaksiyon
(200 U/pL)

Bilesenlerin iyice karigmasi saglanmistir ve santrifiijle tim bilesenler 20 pL son

hacimde toplanmistir.
Tiim 30 dakika 50°C inkiibartorde bekletilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

5 dakika boyunca 85°C’ye isitilarak reaksiyonun durmasi saglanmistir. Reaksiyon

tiipli buz lizerinde sogutulmustur.

Sentezlenen cDNA reaksiyona ya da sonraki uygulamalar i¢in -20°C’de uzun siireli

depolamaya hazir hale getirilmistir.

2.2.7. Primer dizaym

Prime tasarimi yapilirken primerlerin yaklagik 20-24 baz uzunlugunda olmasi, kendi
iistiine katlanmasinin minumun seviyede olmasi ayrica forward ve revers olarak
secilen primerlerin de birbiriyle birlesme olasiliginin en az seviyede olmasi
gerekmektedir. Bu yol izlenerek uygun primer tasarami yapilmaktadir. Bu ¢alismada
mRNA’nin ekspresyonu incelendigi i¢in primerler secilirken 2 ekzonu da kapsayan

primerler secilmistir. Bu sayede genomik DNA kontaminasyonu en aza indirgenmistir.

Primerler NCBI’a gore tasarlarken ilk olarak Gene sekmesinden istenen genin adi
yazilmistir  ve  Mus  musculus’a ait  genlerin  seg¢ilmesi  saglanmustir.

(www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinden iligili gen bulunmustur (Sekil 2.10).
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Gene sources Tabular v 20 per page v \Sort by Relevance v Send to: v Hide sidebar >>
Senomic ' Filters: Manage Filters
Categories See Ccl2 (MCP1) chemine (C-C motif) ligand 2 in the Gene database "
Alternatively spliced mep1 reference sequences Transcript (1) Protein (1) Find related data &
Annotated
No:?cz dmggenes Database: [ Select v/
Protein-coding Search results
Sequence content Items: 1 to 20 of 149 Page D of§ Next» Last=»
CCDS 0 ”
Ensembl See als ed or replaced items. =
RefSeq Search details =
Name/Gene D Description Location Aliases tcp-1[ALL Fields] AND ("Mus musculus”
Status = H A1 Fie
9 Dcee chemokine (C-C moti)ligand 2~ Chromosome 11, NC_000077.7  AI323694, HCH1, JE, MCA, 'sa'l‘}s'"] R mus musculus AL Fields]))
ID: 20296 [Mus musculus (house mouse)] (81926403, 81928278) MCAF, MCP, MCP-, MCP-1, D alivelprop]
S MCP1, SMC-C, SMC-CF, S¢ |
Clear al Scya2, Sig, Sigi c
Show addiional iters Ocw hemokine (C-C FOMTETeptor2—&Hr ~He CC-CKR-, CCR, CKR, Co-ckr2a, | | Search See more
D: 127172 [Mus musculus (house mouse)]  (123901954..123913594) Cer2b, Ckr2, Ckr2a, Ckr2b,
Cmkbr, Cmkbr2, mJe-r, Ccr2 .
OMeptt  mastcel protease 1 [us Chromosome 14, NC_000080.7 V080368, Mcp-, Mcp-1 Recent activity =
ID: 17224 musculus (house mouse}] (56255421..56257848) Tum Off Clear
[JZc3h12a  zincfinger CCCH type containing ~ Chromosome 4, NC_000070.7 BC036563, MCPIP, MCPIP-1, Q Mep-1 mus musculus AND (alive[prop]) (149)
D: 230738 12A [Mus musculus (house (125012207..125021674, Mcp, Mcpip1, Reg1 Gene
Kot
. mouse)] complement) @ MCP-1 mus musculus AND (aliveprop]) (149)
(] Apoe apolipoprotein E [Mus musculus  Chromosome 7, NC_000073.7 A AI255918, Apo-E Gene
ID: 11816 (house mouse}] (19430169..19434326,

Q HER-2 mus musculus AND (alivefprop]) (31)

Sekil 2.10. NCBI adresinde gen tasarim

Daha sonra RefSeq RNA sekmesinin se¢ilmesi saglanarak, mRNA’ya gore primer

tasarlamak i¢in Pic Primers sekmesine tiklanmistir.

Farkli primer giftleri arasindan Se¢im yaparken forward ve reverse primerlerin Tm
derecelerinin yakin olmasi Onemlidir ¢linkii segilen genlerde, kendi {izerine
katlanmasinin ve primer dimeri olusturma olasiliginin en aza indirgenmesi gerektigi

icin primer secerken dikkat edilmelidir (Sekil 2.10.).
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2.2.8. Kantitatif PCR (QPCR) reaksiyonunun gerceklestirilmesi

gPCR reaksiyonlarin1 gergeklestirmek iizere Ampliqgon RealQ Plus 2x Master Mix
Green kullanilmistir. Reaksiyon asagidaki konsantrasyonlarda bilesenler kullanilarak

gerceklestirilmistir (Cizelge 2.4.)

Cizelge 2.4. qPCR reaksiyon protokolii ve olmasi gereken konsantrasyonlar

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon
cDNA (~ 150 ng/pL) 1,5uL ~ 15 ng/uL
Ampligon RealQ Plus 2x 5uL 1X
Master Mix

Primer-Forward (10pmol/ 0,5 uL 0,5 pmol/ puL
pL)

Primer Revers (10 pmol/ 0,5 uL 0,5 pmol/ / uL
pL)

ddH20 2,5 uL -

Asagida verilen ¢izelgede PCR cihazinda proglamlama yapilarak qPCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. qPCR reaksiyonlari, sicaklik ve siireleri

Program Dongii Sayisi Sicakhik/Siire
On inkiibasyon 1X 95 C’de 15 dakika
3 Asamah Amplifikasyon 40X 95'C’de 30 saniye

55'C’de 30 saniye

72 C’de 30 saniye

Erime 1X 95'C’de 30 saniye
65 C’de 30 saniye

72 C’de 30 saniye

Soguma 1X 37 C’de 30 saniye
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2.2.9. istatistiki analiz

Istatistiki analiz yapilirken ttest kullanilmistir ve ttest drneklerin analizi, istatistiki
olarak anlamli olup olmadigini belirler. Tetsti degeri <0,05 altinda olanlar anlamh

olarak degerlendirilmistir.

2.2.10. Molekiiler yerlestirme calismalari

2.2.10.1. Ligand yapilarinmin hazirlanmasi

Literatiire dayali olarak tespit edilen U. dioica L. tibbi bitkisine ait ligandlarin
(bilesiklerin) 2D kimyasal yapilart ChemDraw 18.0 kullanilarak hazirlanmistir.
Ligandlarin geometrik ve elektronik yapilari, Yogunluk Fonksiyonel Teorisine (DFT)
dayali ab-initio kuantum mekanik hesaplamalar kullanilarak B3LYP/3-21G
seviyesinde Hartree-Fock (HF) teorisine sahip Gaussian 03 yazilimi kullanilarak
optimize edilmistir. Ligandlarin goriintiillenmesi i¢in Chem3D 18.0 kullanilmig ve
ligandlar Mol2 dosya formatinda kaydedilmistir. Mol2 dosyalari daha sonra, gasteiger
yiikleri eklenerek, polar olmayan hidrojenleri birlestirilerek, aromatik karbonlar1 ve
dondiiriilebilir baglar tespit edelerek ve TORSDOF degerleri ayarlanarak Autodock
Tools siiriim 1.5.6 yardimiyla PDBQT (Protein Data Bank (PDB), Partial Charge (Q)
& Atom Type (T)) dosya formatina doniistiiriilmiis ve bir kiitliphane hazirlanmistir

(Kumar ve Bora, 2014).

2.2.10.2. Protein yapilarimin hazirlanmasi

Ekspresyon seviyeleri incelen genler tarafindan tirettirilen BRCA-1 (PDB ID: 1T15),
BRCA-2 (PDB ID: INOW), Fasn (PDB ID: 2PX6), MCP-1 (PDB ID: 1DOK), DGAT-
1 (PDB ID: 6VP0) ve LPL (PDB ID: 6E7K) proteinlerinin ii¢ boyutlu yapilari protein
veri bankasindan (PDB; https://www.rcsb.org/) pdb formatinda elde edilmistir. Protein
yapilari, Autodock Tools siirim 1.5.6’da goriintiilenmis, hetero-atomlar, su

molekiilleri, ligand gruplart ve niikleik asit gruplari ¢ikarilmistir. Autodock Tools
44



stirim 1.5.6 kullanilarak, polar hidrojenler eklenmis ve polar olmayan hidrojenler
birlestirilmistir. Kayip atomlar, Kollman yiikleri atanmadan ve kalintilardaki tiim
atomlarin {izerindeki yiik a¢ig1 dagitilmadan once kontrol edilmis ve diizenlenmistir
(Kumar ve Bora, 2014; Morris vd., 1998). Protein yapilari sonraki uygulamalar i¢in
PDBQT dosya formatinda kaydedilmistir (Kumar ve Bora, 2014).

2.2.10.3. Molekiiler yerlestirme

PDBQT formatinda kaydedilen proteinler iizerine ligandlarin molekiiler yerlestirme
caligmalari, AutoDock Vina siiite (Trott ve Olson, 2010) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Windows 10 Home isletim sisteminde, AutoDock Vina'yi
baslatmak i¢in DWIM Perl arayiizii kullanilmistir. Baglanma yeri koordinatlari,
proteinler lizerinde yer alan ligandlarin konumu dikkate alinarak belirlenmistir
(Cizelge 2.6.). AutoDock Vina, Genetik Algoritma (GA-LS) aramalarini kullanarak
her bir yerlestirme i¢in yirmi olasi baglanma big¢imi olusturmustur. Arama alanini
belirlemek i¢in kullanilan yerlestirme alan kutusu, varsayilan grid noktasi araligi ile
onceden belirlenmis koordinatlar kullanilarak ayarlanmistir (Cizelge 2.6.). Molekiiler
yerlestirme islemi tamamlandiktan sonra, en diisiik yerlestirme enerjisine (kcal/mol)
gore en uygun pozisyonlar belirlenmistir. Se¢ilen konformasyonlar ve protein yapisi
birlestirilmis, Pymol yazilimi kullanilarak incelenmis, ekran goriintiileri alinarak

etkilesimler figiirler halinde diizenlenmistir.

Cizelge 2.6. Molekiiler yerlestirme alan kutusu ve varsayilan grid noktasi arahg:

Proteinler PDB ID Koordinatlar ~ Yerlestirme
Kutusu

BRCA1l 1T15 X=-7,73 30x30x30 A
(BRCT Domainin Kristal Y=24,32
Yapisi) 7= 38,68

BRCA2 INOW X=32,15 30x30x30 A
RAD51-BRCA2 BRC tekrar Y=22,98
kompleksinin kristal yapisi 7=0,753
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Cizelge 2.6. @evam)

FAS 2PX6 X=-1,99 40x40x40 A
Insan yag asidi sentazinin Y=-5,83
tiyoesteraz bolgesinin kristal 7= 15.34
yapisi ’
MCP-1 1DOK X=21,84 30x30x30 A
Monosit Kemoatraktan Y=239,12
Protein 1, P-Formu Z=3491
DGAT-1 6VPO X=111,3 60x60x60 A
Insan Diasilgliserol Y=111,4
Asiltransferaz 1 7=1075
LPL 6E7K X=16,53 60x60x60 A
Plazma trigliserit hidrolizine Y=16,41
aracilik eden lipoprotein 7=3496
lipaz GPIHBP1 ’

kompleksinin yapisi
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3.SONUCLAR ve BULGULAR

3.1. Hiicre Hattiyla ilgili Elde Edilen Gézlemler

3.1.1. Hiicre kiiltiirii cahiymalari
3.1.1.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Hiicreler -80°C’den alinip ¢oziilmiistiir. Coziinen hiicrelerin goriiniimii gosterilmistir
(Sekil 3.1.). Hiicreler dondurulurken toksik bir kimyasal olan dimetilsiifoksitin
(DMSO) su tutucu 6zelliginden yararlanilmigtir. Hiicreler ¢6ziildiigiinde DMSO igeren
ortamiyla beraber besin ortamina aktarildigi i¢in DMSO’Iu besiyerinin 24 saat sonra
ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir. Hiicreler yeni ¢oziildiiglinde fibroblastik
yapiya sahip degildir. Hiicreler birbiriyle heniiz etkilesim i¢inde olmadigindan

sekilleri yuvarlaktir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Coziinen 3T3-L1 hiicrelerin goriiniimii
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3.1.1.2. Hiicrelerin pasajlanmas: ve dondurulmasi

Hiicreler, flaskin tiim alanini1 kapladiginda alt kiiltiir edilmesi gerekmektedir. Cilinkii
flask tabanina yapisik halde bulunan hiicreler, hiicre yogunlugu arttik¢a tek tabakali
yapidan ¢ok tabakali yapiya gececektir ve hiicreler iist iste gelip tabandan kalkacaktir.
Bu durum hiicrelerin sagliksiz bir bigimde biiylimesine ve tabandan kalkmasina sebep

olacaktir. Hiicrelerin pasajlanmadan 6nceki goriintiisii (Sekil 3.2.) gosterilmistir.

Sekil 3.2. Hiicrelerin pasajlanmadan 6nceki goriiniimleri
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Sekil 3.3. Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

3.1.1.3. Thoma lamu ile hiicrelerin sayimi

Mikrosop altinda thoma laminin hem alt hem st kismi gozlemlenerek hiicrelerin
saymmi gergeklestirilmistir. Ust tarafta 162 alt tarafta ise toplamda 154 hiicre
sayilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Thoma lamu ile hiicrelerin saymmi ve ekimi
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3.1.1.4. Tripsinazyon asamasi ve pasajlama sonrasi hiicrelerin goriiniimleri

Tripsinazyon isleminden sonra hiicrelerin goriintiisii Sekil 3.5 de gosterilmistir.

Sekil 3.5. Tripsinazyon sonrasi hiicrelerin goriiniimii

Hiicrelere pasajlama sirasinda santrifiij asamasi yapilmistir. En alt kisimda hiicreler pellet
halinde goziikmektedir (Sekil 3.6.). Hiicrelerin pasajlama yapildiktan sonraki goriiniimleri
(Sekil 3.7)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Santrifiij sonrasi hiicrelerin pellet halinde goriiniimii

Sekil 3.7. Hiicrelerin pasajlama sonrasi goriiniimii
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3.1.1.5. Hiicrelerin diferansiyasyonu

Hiicreler diferansiyasyon isleminden once diferansiyasyona hazirlik islemi
yapilmaktadir. Diferansiyasyona hazirlik uygulamasinin ardindan (2 giin sonra),
diferansiyasyon uygulamasmin 5.giinde hiicrelerin morfolojisinde degisim
gozlenmeye baslamistir. Diferansiyasyon uygulamasimin 11.giiniin sonunda hiicreler
gozlemlendiginde kuyucuklarda adiposit hiicreler yogunlugu %90 oranindaydi (Sekil
3.8.).

Sekil 3.8. Hiicrelerin diferansiyasyon goriiniimii

52



Sekil 3.9. Diferansiye olan hiicrelerden bir goriiniim (12.giin)

Sekil 3.10. Diferansiye olan hiicrelerin 20X goriiniimii
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Bir sonraki deneyde kullanilmak tiizere hiicreler dondurulmustur. Kriyo-viallere

aktarilarak -196 °C’ye kaldirilmistir (Sekil 3.3.).

3.1.2. 3T3-L1 hiicre hattina U. dioica L. ekstrakti konsantrasyon deneme

calismalar1 sonuclar:

Bitki dozlart 10,20,30,40,50,60,80,160,240 upg/ml olacak sekilde 9 farkh
konsantrasyon ¢alismasi denenmistir (Sekil 3.11., 3.12., 3.13.).

Bu denemeler sonunda U. dioica nin 240 pg/ml doz uygulamasinda, sitotoksik etki
gozlemlendigi i¢in bu dozlar yerine, U. dioica etanol ¢oziiciisiiyle olusturulmus
ekstraktlarinin 50-100 ve 200 pg/ml’lik dozlar1 hazirlanarak denemeler kurulmustur.
Bu denemeler sonucunda ¢oziiciiyle elde edilen dozlarin denendigi hiicrelerde 72

saatlik kisimlarda toksisite meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 3.13).

Her iki deneme grubu i¢in 50 ve 100 pg/ml konsantrasyona sahip dozlarin 24 ve 48
saatlik kisimlari uygun bulunmustur (Sekil 3.11., 3.12.). 72 saatlik kisimlarda hiicre
morfolojisinde degismeler gozlemlenmistir. 240 pg/ml dozda 48 ve 72 saatinde

hiicrelerin yapisinin bozuldugu ve ag¢ildig1 gozlenmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.11. 3T3-L1 pre-adiposit hiicre hattina 10-20-30 pg/ml dozlarinda bitki ekstrakti

denemesi
24saat 48 saat 72 saat
o - - -
o - - -
. - - -
. - - -

Sekil 3.12. 3T3-L1 pre-adiposit hiicre hattina 40-50-60 pg/ml dozlarinda bitki ekstrakti

denemesi
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24 saat 48 saat 72 saat

N.D.m‘ml- -
N - -

160pg/mi

] - .

Sekil 3.13. 3T3-L1 pre-adiposit hiicre hattina 80-160-240 pg/ml dozlarinda bitki ekstrakti
denemesi

N.D. I(ol

3.1.3. 3T3-L1 hiicre hattina LPS ve bitki ekstrakti uygulamasi calismalari

Hiicrelerin kontrol, DM+LPS, 50-100-200 pg/ml bitki tizerine LPS uygulandiginda 24
saat sonraki hiicrelerin son durumu gosterilmistir (Sekil 3.14.). Normal hiicreler ise
14. giiniin sonunda hala yapisim1 korumaktadir. Diferansiye olan hiicrelerde ise
farklilasma Sekil (3.14)’de gosterilmistir. Ayrica 100 ve 200 pg/ml bitki uygulanan
dozlarda farklilagmis olan yag hiicrelerinin yapisinin bozuldugu ve azaldig1 mikroskop

altinda gozlemlenmistir.
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Nondiferensiyasyon Diferensiyasyon
kontrol kontral 3 50pg/mi-24 saat 100pg/mi-24 saat 200pg/ml-24 saat

Sekil 3.14. Hiicrelere LPS ve bitki uygulandiktan sonra hiicrelerin 24 saat sonraki

goriiniimleri

Hicrelerin kontrol, DM+LPS, 50-100-200 pg/ml bitki tizerine LPS uygulandiginda 48

saat sonraki hiicrelerin son durumu gosterilmistir (Sekil 3.15.).

Nondiferensiyasyon leerensryasyon
50pg/mi-48 saat 100pg/ml-48 saat 200pg/mi-48 saat

Sekil 3.15. Hiicrelere LPS ve bitki uygulandiktan sonra hiicrelerin 48 saat sonraki

S

goriiniimleri
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Diferansiye olan hiicrelerin 48 saat sonra (24 saate gore) daha yogun oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.15.).

Normal hiicreler, farklilagsmis hiicreler, DM+LPS, 50-100-200 pg/ml bitki iizerine 10
ng/ml LPS uygulandiginda 72 saat sonraki hiicrelerin son durumu gosterilmistir (Sekil
3.16.). 72 saat sonunda hiicrelerin daha fazla yag hiicresine doniistigl

gozlemlenmistir.

Sekil 3.16. Hiicrelere LPS ve bitki uygulandiktan sonra hiicrelerin 72 saat sonraki

goriiniimleri



3.1.4. Diferansiye edilen hiicrelere Oil Red O boyama yapilmasi

Oil Red-O yagda ¢oziinen bir boyadir ve nétral trigliserin lipoproteinlerde ve lipidlerin
boyanmasinda kullanilir (Web-2).

Ayrica hematoksilen hiicredeki ¢ekirdekleri mavi-mor bir renge boyamaktadir.

Sekil 3.17. Oil Red-0 boyama asamasi

Hiicrelerin Oil Red-O boyamasit asamasi (Sekil 3.17.) gosterilmistir. Non-
diferansiyasyon hiicre, diferansiyasyon hiicre, 50pg/ml, 100pug/ml ve 200pg/ml hiicre
olan kuyular Oil Red-0 boyast ile boyanmustir.
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GM kontrol

24 saat

48 saat

72 saat

Sekil 3.18. Oil Red-O ile boyanan hiicrelerin goriiniimii

Sekil 3.18°de ‘a ‘ile gosterilen GM boyandiktan sonraki goriiniimii verilmistir, b’de

ise yag hiicrelerinin kirmizi renge boyandigi goriilmiistiir.
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3.2. RNA izolasyon Sonuglar1

Elde edilen RNA’larin kalitesinin degerlendirilmesi ve tiim RNA’larin
konsantrasyonunun Ol¢iilmesi i¢in spektrofotometrik ve elektroforetik analiz

yapilmistir.

3.2.1. Spektrofotometrik analiz sonucu

Asagidaki ¢izelgede RNA izolasyonu sonucu 2.deneme 6rneklerinden elde edilen 24-

48 ve 72 saatlik degerler 6rnek olmasi agisindan verilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. RNA konsantrasyonu, RNA safligi, RNA kontaminasyonu degerleri

Gm- 850 203 0372 513 207 00874 552 19 0,528
Kontrol 4063 202 027 422 211 04 2163 2,02 0,25
727 205 0357 453 204 0684 582 195 0,532
Dm+LPS 759 207 0182 526 211 0326 812 201 0,58
Kontrol 794 2,05 0,274 714 2,1 0,3 496 1,92 0,828
671 209 0109 606 206 0266 485 21 0,621
Sopg/ml 753 1,83 0947 466 201 0496 238 2,04 0,598
730 205 0273 495 205 0285 373 205 0,272
690 204 0342 322 206 058 355 176 0,897
100pg/ml 660 197 0266 729 21 0268 353 1,99 0,587
662 196 0862 721 212 0198 394 1,83 0,862
570 2 0586 586 207 0439 367 1,98 0,586
200pg/ml 551 1,98 0855 585 2 00627 387 2 0,219
482 197 0723 433 197 0304 315 1,97 0,32
511 18 0779 475 195 0429 302 1,95 0,701

(K: Konsantrasyon)
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3.2.2. Elektroforetik analiz sonucu

Tiim hiicrelerden RNA izolasyonuna gidildikten sonra RNA’nin olup olmadig1 %1°lik
agaroz jelde kosturularak RNA’nin varlig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.19.).

Jel sonucuna gére RNA’nin 3 alt birimi Sekil 3.19° da gosterilmistir.

GM-kontol ~ DM+LPS kontrol  50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml

285 rRNA
185 rRNA

5,85 rRNA

Sekil 3.19. RNA izolasyonu sonras1 RNA’larin 3 alt biriminin agaroz jelde goriiniimii
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3.3. Real Time Kantitatif PCR Sonuclar:

3.3.1. qPCR sonrasi elde edilen verilerin degerlendirilmesi

gPCR sonucunda tiim genlerin 24 saatlik ve 48 orneklerin CT degerleri alinmustir.

CT degerlerinin uygunlugu negatif kontrole gore belirlenmistir. Excelde hesaplama
yapilirken CT degerleri baz alinarak grafikler olusturulmustur. Ayrica negatif

kontroliin iizerinde olan CT degerleri hesaba katilmamustir.

3.3.1.1. Fasn i¢in elde edilen qPCR analiz sonuglart

Kantitatif Real-Time PCR sonucu elde edilen CT degerlerine gore hesaplama
yapilirken her 6rnek grubu icin iki teknik, iki biyolojik tekrar yapilmistir ve bu
orneklerin CT degerleri kullanilmistir. Grafik olusturabilmek i¢in bu degerlerin
ortalamasi, standart sapmasi ve standart hatas1 hesaplanmistir. Hesaplama yapilirken
18S geninin bagil mRNA ekspresyonu hesaplamada normalizasyon olarak

kullanilmistir. Tiim genler elde edilen cDNA 6rnekleriyle ¢aligilmistir.

Ttest sonucuna gore Fasn geninin 50-24 6rnegi P<0.05 den kiiglik ¢ikmasi nedeniyle
anlamli olarak kabul edilmistir. Ancak 100-24 pug/ml ve 200-24 pg/ml 6rneklerinin
ttesti sonucu 0.05” den biiyiikk oldugu i¢in istatistiki olarak degerlendirildiginde

anlamsiz oldugu sdylenebilir.

Erime egrisinin qPCR sonucunda elde edilen tiim piklerin ayn1 zamanda oldugu, farkl
DNA ve primer dimeri kontaminasyonundan kaynakli herhangi bir pik eldesi

olmadigina karar verilmistir (Sekil 3.20.).
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Sekil 3.20. Fasn geninin erime egrisi grafigi

Elde edilen tiim degerler ile grafik olusturulmustur. Olusturulan grafikteki degerler
ttest sonucuna gore degerlendirilmis ve istatistiki olarak anlamlilig1 kiyaslanmistir.
Yapilan bu calismada 3T3-L1 farklilasmamis hiicre gruplarina gore 3T3-L1
adipositlerinin ekspresyonunun arttig1 fakat anlamli olmadigr gozlemlenmistir.
Adiposit hiicrelerine farkli dozlarda U. dioica ekstrakti uygulanmasi ile 50 ug/ml
dozunun, adipositeyle birlikte artis gosteren Fasn ekspresyonunun azalmasini
saglamistir ve istatistiki olarak tetst sonucu anlamli ¢ikmistir. 100-200 pg/ml dozlar

ise istatistiki olarak anlamli ¢ikmamustir (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.21. Fasn geninin bagil mRNA ekspresyonu grafigi

*, farklilagsmis hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir (Sekil 3.21.).

3.3.1.2. LPL geni i¢in elde edilen gPCR analiz sonu¢lar

LPL geninin qPCR sonucu sonrasinda her 6rnek grubu i¢in CT degerleri gosterilmistir.
Bu CT degerleri excelde hesaplanarak her 6rnegin ACT degerleri 18S house keeping
ile hesaplanmistir. Ardindan tiim 6rneklerin 2°(-ACT) degerleri hesaplanmistir. Tiim
orneklerin DM+LPS’e gore yiizdelikleri hesaplanmistir. Bes farkli 6rnegin ortalamast,

standart sapmasi ve standart hesab1 gerceklestirilmistir.
gPCR sonucuna gore elde edilen CT degerlerinde tiim Orneklerin erime egrisine

bakilmistir ve tek bir yerde melting egrisi olusmustur. Bu da DNA kontaminasyonu ve

primer dimerlerinin olmadigini1 gostermektedir (Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. LPL geninin erime egrisi grafigi

Elde edilen 48 saatlik tiim veriler ile grafik olusturulmustur. Olusturulan grafikteki
degerler ttest sonucuna gore degerlendirilmis ve istatistiki olarak anlamlilig
kiyaslanmistir. Yapilan bu calismada 3T3-L1 farklilasmamis hiicre gruplarina gore
3T3-L1 adipositlerinin ekspresyonunun arttigi ve anlamli oldugu gézlemlenmistir.
Adiposit hiicrelere farkli dozlarda U. dioica ekstrakti uygulanmasi ile 50 pg/ml, 100
ug/ml, dozunun LPS ve adipositeyle birlikte artis gosteren LPL ekspresyonunun
down-regiilasyonunu saglanmigtir ve istatistiki olarak degerlendirildiginde ttest
sonucu anlamli ¢tkmustir (Sekil 3.23.). Ancak bitkinin 200 ug/ml dozu istatistiki olarak
anlaml degildir. Bu yiizden grafige eklenmemistir. 24 ve 72 saatlik LPL 6rnekleri

istatistiki olarak anlamli ¢ikmadigi i¢in grafige eklenmemistir.
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Sekil 3.23. LPL geninin bagil mRNA ekspresyon grafigi

-I— , farklilasmamis hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,001 degerini gdsterir.
* , farklilagmus hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir.(Sekil 3.23.).

3.3.1.3. DGAT-1 geni i¢in elde edilen qPCR analiz sonuglari

DGAT-1 geninin gPCR sonrasinda her 6rnek grubu i¢in CT degerleri kullanilarak
hesaplama yapilmistir. Bu CT degerleri excelde hesaplanarak her 6rnegin ACT
degerleri 18S house keeping geninden cikarilarak hesaplanmistir. Ardindan tiim
orneklerin 2*(-ACT) degerleri hesaplanmistir. Tim Orneklerin DM+LPS’e gore
yiizdelikleri alinmistir. Bes farkli 6rnegin ortalamasi, standart sapmasi ve standart

hesab1 gergeklestirilmistir.

DGAT-1 geni i¢cinde qPCR sonucuna gore elde edilen CT degerlerinde tiim 6rneklerin
erime egrisine bakilmistir ve tek bir yerde melting egrisi olusmustur. Bu da DNA

kontaminasyonu ve primer dimerlerinin olmadigini1 gostermektedir (Sekil 3.24.).
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Sekil 3.24. DGAT-1 geninin erime egrisi grafigi

Elde edilen tiim veriler dogrultusunda grafik olusturulmustur. Olusturulan grafikteki
degerler ttest sonucuna gore degerlendirilmis ve istatistiki olarak anlamlilig
kiyaslanmistir. Yapilan bu calismada 3T3-L1 farklilasmamis hiicre gruplarina gore
3T3-L1 adipositlerinin ekspresyonunun arttigi ve anlamli oldugu goézlemlenmistir.
Adiposit hiicrelere farkli dozlarda U. dioica ekstrakti uygulanmasi ile 24 saat igin 50
ug/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml dozunun LPS ve adipositeyle birlikte artis gdsteren
DGAT-1 ekspresyonunun down-regiilasyonu saglanmigtir ve istatistiki olarak

degerlendirildiginde ttest sonucu anlamli gikmistir (Sekil 3.25).

U. dioica ekstrakti uygulanmas ile 48 saat igin 50 ug/ml, 100 pg/ml dozlar1 LPS ve
adipositeyle artis gosteren DGAT-1 geninin ekspresyonunun azalmasina neden
olmustur ve istatistiki olarak anlamlidir. Ancak bitkinin 200 pg/ml dozu istatistiki

olarak anlamli degildir. Bu yiizden grafige eklenmemistir (Sekil 3.25.).
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Sekil 3.25. DGAT-1 geninin bagil mRNA ekspresyon grafigi

-|— , farklilasmamis hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,001 degerini gosterir.
* | farklilagmus hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir (Sekil 3.25.).

3.3.1.4. MCP-1 geni igin elde edilen gPCR analiz sonuglar:

MCP-1 geni i¢cin qPCR sonrasinda her 6rnek grubu i¢in CT degerleri alinmistir ve bu
degerlerin ortalamasinin, standart hatasinin ve standart sapmasinin hesaplanmasi
saglanmistir. Housekeeping olarak kullanilan 18S geninin ayni Orneklerinin CT

degerleri alinarak yapilmigtir.
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Elde edilen CT degerlerinde farkli DNA’larin ya da primer dimerlerinin etkisinin olup
olmadigin1 gozlemlemek icin erime egrisi grafigine bakilmistir. Melting piklerinin
ayni sicaklikta olmas1 CT degerlerinin tek amplikondan gelen floresan 1s1mayla elde
edildigini gostermektedir ve MCP-1 erime egrisi tek bir yerde pik vermistir (Sekil 3.
26.).
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Sekil 3.26. MCP-1 geninin erime egrisi grafigi

Uygun goriilen ornek gruplarmin  CT degerlerinden elde edilen grafikte
diferasiyasyonla artan MCP-1 ekspresyonunun U. dioica ekstraktlarinin 50-100-200
ug/ml olan 24 saatliklerin ekspresyonunda diisiis oldugu ayni zamanda 50-100 pg/ml
dozlarmin 48 saatliklerinin ekspresyonunda da diisiis gozlemlenmistir ve
preadipositlerin ekspresyon seviyesiyle ekstrakt uygulanmis adipositlerin MCP-1
ekspresyonunun birbirine yakin seyrettigi goriilmiistiir. Bu downregulasyonun
istatistiki olarak degerlendirildiginde anlamli oldugu ortaya konulmustur (Sekil 3.27.).

72 saatlik 6rnekler degerlendirildiginde istatistiki olarak anlamli bulunmamastir.
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Sekil 3.27. MCP-1 geninin bagil mRNA ekspresyonu grafigi

-|— , farklilasmamis hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,001 degerini gdsterir.

* , farklilagmus hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir (Sekil 3.27.).

3.3.1.5. BRCA-1 geni icin elde edilen gPCR analiz sonuglart

BRCA-1 geninin qPCR sonrasinda her 6rnek grubu i¢in CT degerleri kullanilarak

hesaplama yapilmistir. Bu CT degerleri excelde hesaplanarak her 6rnegin ACT

degerleri alinarak, 18S house keeping geninden ¢ikarilarak hesaplanmistir. Daha sonra

tim o6rneklerin 2°(-ACT) degerleri hesaplanmistir. Tim 6rneklerin DM+LPS’e gore

yiizdelik oranlart excelde hesaplanmistir. Bes farkli 6rnegin ortalamasi, standart

sapmast, standart hesab1 ve ttest sonucu gerceklestirilmistir.
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Tiim 6rneklerden elde edilen CT degerlerinde farklit DNA’larin ya da primer dimerleri
olup olmadigin1 gézlemlemek i¢in erime egrisi grafigine bakilmigtir. Erme egrisinin
ayni sicaklikta olmas1 CT degerlerinin tek amplikondan gelen floresan 1s1mayla elde
edildigini gostermektedir ve BRCA-1 geninin erime egrisi tek bir yerde pik vermistir

(Sekil 3. 28.).
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Sekil 3.28. BRCA-1 geninin erime egrisi

Elde edilen verilen dogrultusunda uygun bulunan 6rneklerle olusturulan grafikte
BRCA-1 geninin 24 saatlik 6rneklerinin adiposite durumunda ekspresyonunun arttigi
artan ekspresyonun U. dioica ile inhibe edildigi gozlenmistir (Sekil 3.29.). Bitkinin
50-100-200pug/ml dozlarinin adiposite durumundaki hiicrelerle kiyaslandiginda
anlamli bir diisis gozlemlenmistir ve veriler sonucunda istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 2.29.). Ancak 48 ve 72 saatlik ornekler degerlendirildiginde

istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 3.29. BRCA-1 geninin bagil mRNA ekspresyon grafigi

-|— , farklilasmamuis hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,001 degerini gdsterir.
* , farklilagmus hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir (Sekil 3.29.).

3.3.1.6. BRCA-2 geni icin elde edilen gpcr analiz sonuglar

BRCA-2 geni qPCR sonrasi elde edilen CT degerleri géz Oniine alindiginda tiim
gruplardan elde edilen degerlerin standart sapmasi, ortalamasi ve standart hatasi
hesaplanmistir. Son olarak tiim Orneklerin ttest sonucu degerlendirlimistir. Ttest
sonucuna gore bitkinin 50-100-200 pg/ml dozlart p>0.05" den kiigiik ¢iktig1 igin

istatistiki olarak anlamli bulunmustur.

Tiim 6rneklerden elde edilen CT degerlerinde farkli DNA’larin ya da primer dimerleri
olup olmadiginm1 gézlemlemek i¢in erime egrisi grafigine bakilmistir. Erime egrisinin
ayni sicaklikta olmast CT degerlerinin tek amplikondan gelen floresan 1s1mayla elde
edildigini gostermektedir ve BRCA-2 geninin erime egrisi tek bir yerde pik vermistir

(Sekil 3. 30.). Buda sonuglarin giivenirligini gostermektedir.
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Sekil 3.30. BRCA-2 geninin erime egrisi grafigi

BRCA-2 geni i¢in 24 saatlik tiim 6rnek gruplarinin CT degerleri alinmistir. Elde edilen
grafikte diferansiyasyonla artan BRCA-2 ekspresyonunun U. dioica ekstraktlarinin
50-100-200 pg/ml dozlarda ve farkli zamanlarda uygulanmasi ile ekspresyonun
diistiigii ve preadipositlerin ekspresyon seviyesiyle ekstrakt uygulanmis adipositlerin
BRCA-2 geninin ekspresyonunun birbirine yakin seyrettigi goriilmiistiir. Bu
downregulasyon istatistiki olarak degerlendirildiginde anlamli oldugu ortaya
konulmustur (Sekil 3.31.).

BRCA-2 i¢in sadece 24 saatteki degerleri istatistiki olarak anlamli bulunmustur. 48 ve

72 saatlik degerleri ise istatistiki olarak degerlendirdigimizde anlamli bulmadik.
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Sekil 3.31. BRCA-2 bagil mRNA ekspresyon grafigi

-|— , farklilagsmamus hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,05 degerini gosterir.
*, farklilagmis hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir (Sekil 3.31.).

gPCR sonucuna gore 1L-6 ve HER-2 genlerinin transkripsiyonel diizeyde sonuglari
incelendiginde erime egrileri tek bir yerde pik vermedi (Sekil 3.32.) ve istatistiki olarak

degerlendirdigimizde anlamli ¢gikmadi bu yiizden grafik ve diger sonuglar1 vermedik.
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Sekil 3.32. IL-6 geninin erime egrisi grafigi
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3.4. MolekiilerYerlestirme Calismalar:

3.4.1. Ligand hazirlama

Cizelge 3.2. U. dioica bilesenlerinin ligandlarinin pubchem ID numarasi ve 2D molekiil
yapilari
Pubchem | BILESIK ADI | 2D MOLEKULER YAPISI
ID
numarasi
528594 Procatechuic acid
- .
TR
u\,;:' >\
3469 Gentisic acid (2,5-
dihydroxbenzoic @
acid)
10742 Syringic acid N
>
135 p-hydroxybenzoic -
acid %
370 Gallic acid o
689043 Caffeic acid
o \\—( i)—OH
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Cizelge 3.2 (dvam)

1794427 Chlorogenic acid . N
637542 P-coumaric acid
444539 Cinnamic acid
< >J/ <o
6508 Quinic acid on
"’);'DH
10095180 Kaempferol
hexoside " -
[ I
X
5281672 Myricetin
5280343 Quercetin -
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Cizelge 3.2. (devam)

5280804 Quercetin-3-
glucoside
5280805 Quercetin-3-
rutinoside
5281654 Isorhamnetin .,
147774909 | Kaempferol
7 pentoside
5280863 Kaempferol Heg .
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Cizelge 3.2. (devam)
65064 Epigallocatechin T )
gallate " &
133562525 | Isorhamnetin
rutinoside ~ D\wf[‘ N
U
= A\ J\\ /ji
P -
445858 Ferulic acid /
637775 Sinapic acid N
0, / OH
72276 Epicatechin My
9064 Catechin
107905 Epicatechin gallate e,
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Cizelge 3.2. (devam)
5280445 Luteolin
5280443 Apigenin
5280961 Genistein
932 Naringenin o
5281416 Esculetin Wooon
o . H
(o} [s) [¢]
b W
5281426 Umbelliferone(7- j .
hydroxycoumarin) " N
Mo ) o
5280460 Scopoletin —T—
(o] \ H
187 Acetycholine
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Cizelge 3.2. (devam

774 Histamine .
5202 Serotonin
284 Formic acid

(Cizelge 3.2.) Bilesiklerin pubchem.ncbi.nlm.nih.gov adresi kullanilarak

numararali ve 2D yapilar1 hazirlanmistir.
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3.4.2. Molekiiler yerlestirme

Cizelge 3.3. Ligand-protein etkilesimlerine ait yerlestirme enerjileri

BRCA1 BRCA2 FAS MCP-1 = DGAT-1 LPL

Proteinler
(1T15) (INOW) (2PX6) (1DOK) (6VP0O) @ (6E7K)
Ligandlar Yerlestirme enerjisi (kcal/mol)
Isorhamnetin rutinoside 7.3 -6.7 -8.6 -6.9 -10.3 -8.2
Quercetin acetyl rutinoside -6.8 7.7 -10.3 -8.6 -10.1 -9.1
Apigenin hexoside -7.5 -8.4 -9.0 -7.4 -10.0 -9.2
Kaempferol 3 O rutinoside -7.0 -6.6 -9.4 -7.6 -9.9 -8.7
Quercetin 3 rutinoside -6.9 -6.5 -8.1 -6.7 -9.7 -8.8
:ea;;zg:m' pentosyl 74 6.9 8.8 7.0 9.6 8.3
Procatechuic acid -5.6 -5.6 -8.0 -5.8 -9.2 -7.1
Kaempferol hexoside -7.0 -7.7 -8.8 -7.0 -9.0 -8.0
Quercetin 3 pentoside -6.6 -6.6 -7.9 -7.1 -8.7 -8.4
Kaempferol 3 rhamnoside -6.7 -6.9 -8.2 -7.4 -8.7 -8.6
Quercetin pentyl hexoside -6.2 -6.9 -9.0 -6.2 -8.7 -8.5
Epigallocatechin gallate -7.1 -6.6 -8.6 -7.2 -8.7 -8.5
Epicatechin gallate -7.1 -6.1 -8.6 -7.3 -8.7 -8.5
Chlorogenic acid -6.5 -7.0 -8.7 -6.5 -8.6 -8.4
Quercetin 3 rhamnoside -6.6 -7.0 -8.3 -6.6 -8.6 -8.6
Quercetin acetyl hexoside -6.4 -6.2 -8.5 -6.8 -8.6 -8.6
Apigenin -6.4 -6.5 -8.5 -7.6 -8.6 -8.4
Naringenin -6.3 -6.8 -8.5 -7.6 -8.6 -8.3
Luteolin -6.6 -6.7 -8.8 -7.7 -8.4 -8.2
Quercetin -6.5 -6.5 -8.3 -7.5 -8.3 -8.2
Kaempferol pentoside -6.1 -6.9 -7.9 -6.5 -8.3 -8.0
Quercetin 3 glucoside -6.3 -6.2 -1.7 -6.5 -8.2 -8.1
Isorhamnetin -6.2 -6.7 -8.1 -6.6 -8.2 -8.1
Myricetin -6.6 -6.4 -8.7 -6.7 -8.1 -8.2
Catechin -6.9 -6.5 -9.0 -6.9 -8.1 -7.6
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Cizelge 3.3. (devam)

Kaempferol -6.2 -6.4 -8.1 -7.5 -8.0 -8.4
Genistein -6.1 -6.3 -7.9 -7.0 -8.0 -8.9
Epicatechin -6.5 -6.7 -9.0 -7.1 -7.9 -8.0
Esculetin -5.5 -6.1 -7.5 -5.5 -7.3 -6.6
Umbelliferone -5.3 -6.0 -7.3 -5.0 -7.0 -6.5
Cinnamic acid -5.4 -5.2 -7.5 -4.7 -6.6 -5.9
Scopoletin -5.5 -5.7 -7.3 -5.1 -6.6 -6.8
Serotonin -4.9 -5.3 -6.8 -4.8 -6.6 -6.2
P coumaric acid -5.4 -5.2 -6.9 -4.9 -6.2 -5.9
Sinapic acid -5.2 -5.4 -6.8 -5.0 -6.2 -5.9
Gentisic acid -5.2 -5.1 -6.6 -5.1 -6.1 -5.7
Syringic acid -4.8 -5.3 -6.5 -4.8 -6.1 -5.7
Gallic acid -4.9 -5.2 -6.6 -5.1 -6.1 -5.8
Caffeic acid -5.3 -5.1 -7.2 -5.4 -6.1 -6.3
Ferulic acid -5.3 -5.4 -7.3 -5.1 -6.1 -6.0
P-hydroxybenzoic acid -4.7 -5.1 -6.1 -4.7 -5.9 -5.2
Quinic acid -4.7 -5.3 -6.9 -5.0 -5.8 -5.9
Acetycholine -3.3 -3.5 -5.0 -3.5 -4.2 -4.0
Histamine -3.2 -4.0 -4.8 -3.5 -4.1 -4.2
Formic acid -2.5 -2.7 -2.8 -2.4 -2.8 -3.0

Yukaridaki tabloda, literatiire dayali olarak U. dioica bitkisinin igeriginde yer aldigi
bilenen 45 ligand ile gPCR deneyleri sonucunda istatistiki olarak anlamli oldugu tespit
edilen 6 proteinin molekiiler yerlestirme uygulamalari sonucunda belirlenen
yerlestirme enerji (kcal/mol) degerleri yer almaktadir (Cizelge 3.3.). Tablodaki
degerler goz oniinde bulunduruldugunda, bitki igerisinde yer alan bilesiklerin en ¢ok
DGAT-1 iizerine etkili oldugu, en az ise BRCA-1 {izerine etki gosterdigi tahmini
yuriitiilmektedir. Ayrica, ligandlarin; sirasiyla, Fasn, LPL ve MCP-1 proteinleri
tizerine de yliksek seviyede etkili oldugu goriilmektedir. Apigeninin hexoside isimli
bilesik; BRCAL (1T15) (Chakraborty vd., 2013; Muthusamy vd., 2011; Prabhavathi
vd., 2021), BRCA-2 (INOW) (M. K. A. Khan vd., 2018) ve LPL (6E7K) (Birrane vd.,
2019) proteinleri lizerine, sirasiyla, -7.5 kcal/mol, -8.4 kcal/mol ve -9.2 kcal/mol

yerlestirme enerjileriyle en etkili bilesik olarak belirlenmistir. Fasn (2PX6) (Luna-
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Vital vd., 2017) ve MCP-1 (1DOK) (Piccinini vd., 2010) proteinleri iizerine en etkili
bilesik ise, sirasiyla, -10.3 kcal/mol ve -8.6 kcal/mol yerlestirme enerjileriyle quercetin
acetyl rutinoside isimli bilesiktir. Isorhamnetin rutinoside isimli bilesik ise -10.3
kcal/mol yerlestirme enerjisiyle, DGAT-1 (6VPO0) (Yu vd., 2021) proteini iizerine en
etkili bilesik olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.3.). Proteinler {izerine en fazla etki
gosterdigi belirlenen bilesiklerin, protein yapilartyla kurduklar etkilesimler grafikler
halinde sunulmustur. Ayrica protein ve bilesiklerin birbirleriyle kurduklar: etkilesim

(Sekil 3.33.)’de gosterilmistir.
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Sekil 3.33. BRCA-1, BRCA-2, Fasn, MCP-1, DGAT-1 ve LPL proteinlerinin ligand ile

eslesmeleri sonucu aktivasyon degerleri
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3.4.2.1. BRCA-1 (1T15) ve Apigenin hexoside etkilesimi

Sekil 3.34. Apigenin hexoside’in BRCA-1 proteini ile etkilesimi

Bu pozdaki yerlestirme enerjisi -7.5 kcal/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3.).
Apigenin hexoside, BRCA-1 proteininin yapisinda yer alan SER A:1655, LEU A:
1657, ASN A:1678, THR A: 1700, LYS A: 1702 ve GLN A: 1779 amino asitleriyle
hidrojen baglar1 kurmaktadir. Ayrica, A zincirinin 1702 numarali pozisyonunda yer
alan LYS amino asiti ile Pi-katyon etkilesimleri mevcuttur. A zincirinin 1701 numarali
pozisyonunda yer alan LEU amino asitiyle ise Pi-sigma ve Pi-alkil etkilesimlerinin

olustugu gozlenmektedir (Sekil 3.34.).

3.4.2.2. BRCA-2 (INOW) ve Apigenin hexoside etkilesimi

SR

JSER . AT g ARG
AD96 0 A294 'A259

Sekil 3.35. Apigenin hexoside’in BRCA-2 proteini ile etkilesimi
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Bu pozdaki yerlestirme enerjisi -8,4 kcal/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3.).
Apigenin hexoside, BRCA-2 proteininin yapisinda yer alan HIS A:294, SER A:296,
THR A:297 ve ARG A:299 amino asitleriyle hidrojen baglar1 ve SER A:317 ile de Pi-
donor hidrojen baglar1 kurmaktadir. Ligand ve protein arasindaki Pi-alkil etkilesimleri

ise ILE A:314 ve ALA A:323 amino asitleriyle kurulmaktadir. (Sekil 3.35.).

3.4.2.3.FAS (2PX6) ve Quercetin acetyl rutinoside etkilesimi

B:2425

GLU
A:2395

o
Be2277

PIT. ARG
A:2418 A:2273 -
" ASP
B:2280
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond |:| Ayt

[] Carbon tydrogen Bond Pr-akyl
[l Fiisteded

Sekil 3.36. Quercetin acetyl rutinoside’in Fasn proteini ile etkilesimi

Bu pozdaki baglanma enerjisi, -10,3 kcal/mol olarak hesaplanmigtir (Cizelge 3.3.).
Quercetin acetyl rutinoside, Fasn proteininin yapisinda yer alan ARG A:2275, SER
A:2417, ARG A:2421, GLU A:2395, ALA B:2277, TRY B:2425 ve ARG B:2428
amino asitleriyle hidrojen baglari ve ASP B:2280 ile de karbon-hidrojen bag:
kurmaktadir. Ligand ve TRY B:2425 amino asiti arasinda m—m istiflenmesi
goriilmektedir. Ayrica, LEU A:2279 ve PHE A:2418 amino asitleriyle quercetin
acetyl rutinoside bilesigi arasinda Pi-alkil etkilesimleri mevcuttur. Protein ile ligand
arasinda kurulan hidrojen baglarinin ¢oklugu yerlestirme enerjisinin ¢ok diigiik

hesaplanmasinda temel faktordiir (Sekil 3.36.).
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3.4.2.4. MCP-1 (1DOK) ve Quercetin acetyl rutinoside etkilesimi

[l Conventinal Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped

[] Carbon Hydrogen Bond [ Peert

Sekil 3.37. Quercetin acetyl rutinoside’in MCP-1 proteini ile etkilesimi

Bu pozdaki yerlestirme enerjisi, -8.6 kcal/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3.).
Quercetin acetyl rutinoside, MCP-1 proteininin yapisinda yer alan LYS B:28 amino
asiti ile hidrojen bagi, LYS A:35 ve PRO A:37 amino asitleriyle de karbon-hidrojen
bagi kurmaktadir. Ligand ve TRY A:13 amino asiti arasinda m—m istiflenmesi
goriilmektedir. Ayrica, LYS A:35 ve PRO B:37 amino asitleriyle quercetin acetyl

rutinoside bilesigi arasinda Pi-alkil etkilesimleri mevcuttur (Sekil 3.37.).

3.4.2.5. DGAT-1 (6VPO0) ve Isorhamnetin rutinoside etkilesimi

Sekil 3.38. Isorhamnetin rutinoside’in DGAT-1 proteini ile etkilesimi
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Bu pozdaki yerlestirme enerjisi, -10.3 kcal/mol olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3.).
Isorhamnetin rutinoside isimli ligand, DGAT-1 proteininin yapisinda yer alan TRP
C:377, ASN C:378, CYS C:385 ve HIS C:415 amino asitleri ile hidrojen bagi, GLN
C:375 amino asitiyle de karbon-hidrojen bagi kurmaktadir. Ligand ile TRP C:374 ve
TRP C:377 amino asitleri arasinda n—n istiflenmesi goriillmektedir. Ayrica, ILE C:386,
TRY C:390, VAL C:407, PHE C:408 ve MET C:434 amino asitleriyle ligand arasinda
Pi-alkil ve alkil etkilesimleri de gézlemlenmistir (Sekil 3.38.).

3.4.2.6. LPL (6E7K) ve Apigenin hexoside etkilesimleri

/ g IS ﬁgg\
S - GLN:

VAL,
‘Ad6l!

)

GLU,
C99

Interactions
[l conventional Hydragen Bond B #-sioma

Carbon Hydrogen Bond P-alkyl

— /

Sekil 3.39. Apigenin hexoside’in LPL proteini ile etkilesimi

Bu pozdaki yerlestirme enerjisi, -9.2 kcal/mol olarak hesaplanmigtir (Cizelge 3.3.).
Apigenin hexoside isimli ligand, LPL proteininin yapisinda yer alan SER A:446, ARG
A:447, GLU A:448, GLN A:454, ALA A:458 ve GLU C:99 amino asitleri ile hidrojen
baglari, HIS A:452 amino asitiyle de karbon-hidrojen bagi kurmaktadir. Ligand ile
GLU A:448 amino asiti arasinda Pi-anyon etkilesimi goriilmektedir. VAL A:461
amino asityle ligan arasinda Pi-sigma etkilesimi olusurken, VAL A:461 ve ARG
A:447 amino asitleriyle ligand arasinda Pi-alkil etkilesimleri gozlemlenmistir (Sekil
3.39.).
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mRNA ekspresyon seviyeleri

degat-1 LPL Ofasm O mop-1

]
fa-
s
-5
'

=

200-24

Sekil 3.40. LPL, MCP-1, BRCA-1, BRCA-2, Fasn, DGAT-1 primerlerinin DM+LPS’e gore
oranlandiklarinda (DM+LPS/100) yiizdelik degerleri

Yukaridaki grafikte (Sekil 3.40.)’da qPCR sonuglaria gére LPL geninin %4 orani ile
en diisiik ekpresyona sahiptir. MCP-1 geni, %9’luk oran ile ikinci en diisiik
aktivasyona sahiptir. DGAT-1 geni ise %12’lik oran ile 3. en diisiik ekspresyona
sahiptir, ardindan BRCA-1 %18, BRCA-2 ise %21’lik oranla 4. ve 5. sirada yer
almaktadir. Fasn geni ise %30’luk oranla en yiiksek ekspresyon seviyesine sahiptir ve

6. Sirada yer alir.
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3.5. TARTISMA

Obezite tiim diinyada yayilim gosteren inflamatuar bir hastaliktir. Epigenetik, genetik,
fizyolojik, davranissal, sosyokiiltiirel ve ¢cevresel pek ¢cok fizyopatolojik etmen obezite
gelisimine zemin hazirlar. Enerji dengesinin diizenlenmesi ve yag depolarinin
olugmasindan biyolojik ortam (genetik, epigenetik) ile ¢cevresel faktorler (davranigsal/
sosyal etmenler, kronik stres) arasindaki etkilesimler yer almaktadir. Kiiltiirel,
davranigsal ve gevresel etmenler (enerji-yogun beslenme, biiyiik porsiyonlar, fiziksel
inaktivite, sedanter yasam tarzi) ve buna ek olarak yemek yeme aliskanliklar1 obezite
gelisimini hizlandirmaktadir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018).
Obezite meme kanseri, tip-2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok kronik
hastaligin ilerlemesini de tegvik etmektedir. Obezite ve meme kanserinin tedavisinde
cerrahi yontemler veya kemoeterapik ilaclar kullanilmaktadir. Bu mevcut yontemler
ekonomi ag¢isindan maliyetlidir hem de kesin sonuglar vermemektedir. Cerrahi ve
kemoterapik yontemler hastalarda kusma, bulanti, istahsizlik gibi yan etkilerinden
dolay1 sorun olusturmaktadir. Kanser i¢in kullanilan ilaglar da ¢ok maliyetlidir ve
ilkenin ekonomik durumuna zarar vermektedir. Diinyada ve iilkemizde giderek artig
gosteren obezite ve obeziteye bagli meme kanseri riski, arastirmacilar alternatif tedavi
yontemleri bulmaya yoneltmistir. Bu alternatif tedavi yontemlerinin en baginda tibbi
bitkiler yer almaktadir. Tibbi bitkiler ilk ¢aglardan beri hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakta olup ayrica insanligin gelisiminde de ¢ok dnemli bir yere sahiptir. Bu
tiir bitkilerin saglik {izerine etkilerinin arastirilmasi yeni ilaglarin kesfi ve tasarimi igin

oldukg¢a 6nem arz etmektedir (Rabia vd., 2019).

U. dioica’nin obezite, seker diisiiriicii, 6dem attirici, sa¢ dokiilmesi, romatizmal
hastaliklar gibi bir¢ok hastaliklarin tedavisinde halk tarafindan kullanilmaktadir.
Mohammadi (2019) tarafindan yapilan in vitro bir ¢alisgmada U. dioica nin MDA-MB-
48 meme kanseri hiicre hatti ve normal hiicre hattinda denendigi ve Bcl-2, kaspaz-3
kaspaz-9 sinyal yolaklarinin aktivitesini azalttigi ¢alismalariyla kanitlanmigtir. U.
dioica bitkisi Urticacea ailesinden olup insan sagligi {izerine yararl etkilere ve biiyiik
oranda biyolojik aktivitiye sahiptir. Bitkinin yararli etkileri antiinflamatuvar,
antimikrobiyal, antihiperglisemik, antioksidananti-viral 6zellikleri igerir (Rabia vd,

2019). Bitkinin ayrica farmakolojik arastirmalar ve tibbi agidan 6nemi giinden giine
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artmaktadir (Otles ve Yalcin, 2012). U. dioica kok ve tohumla ¢ogalan, yapraklari ve
govdesi yakicr tiiylerle kapli olan diinya genelinde dagilim gosteren yabani bir ot
turtidiir (Tello vd., 2008). U. dioica 6nemli dlgiide terpenoidler, karatonoidler, yag
asitleri, aminoasitler, klorofil, vitaminler, tanenler, streoidler gibi aktif bilesenler
icermektedir (Kregiel vd. 2018). Rabia ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada U.
dioica’min kansere karst koruyucu etkisi olup, antiproleferatif etkisiyle tiimor
bliylimesini yavaslatip kanseri tedavi ettigi belirtilmektedir. Bitkinin igerisinde yer
alan vitamin B3 ve resercinal gibi bilesenleri anti-inflamatuvar 6zellige sahip olmasi
nedeniyle siklooksijenaz (COX-1 ve COX-2) enzimlerinin inhibasyonunu
saglamaktadir. Timor gelisimine yardimer olan sitokinlerin ¢ogu NF-KB
transkripsiyon faktorleri araciligiyla aktif hale getirilir veya Oncii kanser hiicrelerde ve
immiin/inflamatuvar hiicrelerinde NF-KB sinyallesmesini stimiile etmektedir.
Literatiirdeki bir ¢alismada U. dioica ekstraktinin oksidatif stres ile indiiklenen niikleer
faktor-kappa B'nin (NF- k B) aktivasyonunu inhibe ederek bir anti-enflamatuar etki
gosterdigini belirtmistir (Erzurum, 2016). Ayrica bitkinin igerisindeki 45 bilesik
literatiire dayali olarak bulunmus (Cizelge 3.3.) ve yapmis oldugumuz molekiiler

doking calismasinda kullanilmistir (Repaji¢ vd., 2021).

Obezite, viseral (i¢ organlarla ilgili) ve subkutan (deri alt1 doku) yag dokuda subklinik
inflamasyona yol agar. Bu inflamasyon, nekrotik (doku Olimii) adipositlerle
karakterizedir. Bu subklinik inflamasyon meme kanseri riskini arttirabilir. Yag
dokusundan agiga ¢ikan faktorler, niikleer faktor kappa B (NFkB) ile sinyal iletici ve
transkripyon-3 aktivatorii gibi anahtar inflamatuvar molekiilleri (STAT3) aktive
etmektedir. Yag dokusundaki NFkB’nin aktivasyonu daha sonra siklooksijenaz-2
(COX-2), tiimor nekrozu faktorii-a (TNF-o) ve interlokin-6 (IL-6) gibi birkag
proinflamatuvar aracinin ekspresyonunu arttirabilir (Erzurum, 2016). U. dioica nin
kumarin tiirevi bilesenleri ise anti-inflamatuvar ve anti-kanser birimlerine katki
saglamaktadir (Korkmaz vd., 2010). U. dioica nin in vitro yapilan bir ¢alismasinda
ekstraktin diklorometan 6ziitli ile meme kanseri hiicre hattinda mRNA seviyesinde
transkripsiyonel diizeyde azaltict etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Mohammadi vd.
2016). U. dioica sebze olarak tiiketildiginde obeziteye kars1 korudugu fareler tizerinde
yapilan in vivo ¢alismalarla desteklenmistir (Fan vd. 2020). Bir baska ¢alismada U.
dioica ekstrakti kullanilarak yapilan tedavi ile obezitenin neden oldugu insiilin

direncini azalttig1 tespit edilmistir (Obanda vd. 2016).
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Meme kanseri ve obezite birlikte ele alindiginda inflamasyonu arttirict bir etkiye
sahiptir. Inflamasyonla iliskili olarak interlokin-6 (IL-6) ve leptin, adipoz doku
tarafindan tretilmektedir ve bunun sonucunda proanjiyogenik olarak gérev yapar ve
her ikisi de meme kanseri {lizerinde inflamatuvar ve mitoz bdliinmeyi artiric1 etkiye
sahiptir. Leptin de yag dokudan salgilanir ve leptinin seviyesindeki artig obezite ve
meme kanseriyle iligkilidir ve fazla olmasi durumunda hiicre yiizeyi reseptoriine
baglanir ve JAK2/STAT3 yolagi, PI3K/AKT yolagi ve MAPK yolag1 gibi birkag
onkojeni (normal hiicreyi kanserli hiicreye doniistiiren) yolagin aktivasyonuna neden
olur (Korkmaz vd., 2010). Buna bagh olarak yapilan bir ¢calismada obezite kaynakli
meme kanserinde inflamasyonla iligkili markor olan IL-6’nin ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir (Inclo vd., 2018). Leptin, IL-6, CRP gibi inflamatuar markorler, zayif
prognozu olan meme kanseri hastalarinda yiiksek diizeyde saptanir (Iyengar vd.,

2013).

Babaei (2015) tarafindan yapilan in vivo ¢alismada meme kanseri olan obez bireylerde
leptin, IL-6 ve CRP seviyelerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada; obez
olanlarin leptin ve CRP seviyeleri, normal beden kitle indeksine sahip olan hastalardan
onemli derecede yiiksek olup, IL-6 seviyelerinde ise anlamli fark saptanmamistir. Bu
konuda yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, artan BKI ile meme kanseri arasinda
pozitif yonlii zayif bir kolerasyon saptanmistir (Renehan, 2008). Lipolisakkarit (LPS)
gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bulunur ve inflamasyonu 6nemli derecede
arttiricr etkiye sahiptir. Quintero ve ark. (2013) yapmis oldugu bir ¢alismada LPS ile
uyarilan adiposit 3T3-L1 hiicrelerinde inflamasyonla iligskilendirilen proinlamatuvar
genler, IL-6, TNF-a ve MCP-1 ekspresyonundaki artig1 engellemistir ve adipositlerde
LPS'in neden oldugu iltihaplanmada rol oynayan ERK1 / 2'nin fosforilasyonu, bitki ile
(allinin) tedavisinin ardindan azalmigtir. Takayuki ve ark. (2004) tarafindan yapilan in
vivo bir ¢alismada TNF-a, LPS ile indiiklenen karaciger hasarimi arttirmistir ve
adiponektin ile tedavisinden sonra TNF-a'nin ekspresyonunu azaltarak LPS kaynakli
hasar1 iyilestirmistir. Matthias (2008) tarafindan yapilan in vivo ¢alismada obez
bireylere (1 mg/ml) LPS uygulanan yag dokusunda IL-6, IL-2, TNF-a sitokinlerinin
artig1 gézlenmistir. Chung ve ark. (2012) yapmis oldugu in vitro ¢alismada preadiposit
yapidan adiposit kiiltiirlerine LPS uygulanmasindan 3 saat sonra, IL-6, IL-2, TNF-
a markdrlerinin mRNA'larmin indiiksiyonu adipositlere gore belirgin sekilde artmigtir.

Literatiirde Kregiel ve ark. (2018) yapmis oldugu bitki ile yapilan bir¢ok ¢alisma
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mevcuttur ve bitki derinlemesine incelenmistir. Obeziteye bagli meme kanseri riskinin
artisinda bir¢ok ¢alisma olup heniiz tam olarak aydinlatilmamistir. Ancak Bahsi ve
ark. (2018) yapmis oldugu meme kanserine yatkinlik yaratan mutasyonlar BRCA-1 ve
BRCA-2 genleri oldugu yapilan ¢alismada gosterilmistir.

Obez grupta saglikli grupla kiyasla viicut agirligr artis1 ve lipit akiimiilasyonu artisi,
serum trigliserit seviyesinde ve serbest yag asitlerinde artis gozlemlenmistir. U. dioica
ekstrakti verilen grupta farelerin viicut agirh§imin anlamli bir sekilde distiigi
gbzlemlenmistir. Serbest yag asitlerini ve lipit akiimiilasyonu seviyesini U. dioica

ekstrakti uygulamasinin diisiirdigii rapor edilmistir (Obanda vd., 2016).

Bizim g¢aligmamizda da 3T3-L1 adipositlerde uygulamasinin, IL-6’nin ekspresyon
seviyesini istatistiki olarak anlamli olmasa da diislirdiigli belirlenmistir bu agidan
kiyaslaninca ¢aligmalar birbirine paralel seyretmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalarda
adipositeyle ve lipit akiimiilasyonuyla iligkili olarak LPL, Fasn ve DGAT-1 geninin
ekspresyonunda bir artis saptamistir. Bizim ¢alismamizda bu bu ii¢ genin
ekpresyonunda artis saptanmis ve bitki ekstrakti uygulamasinin ardindan anlamli bir
azalma gozlenmistir. Ayrica arastiricilar, meme kanseri hiicre hattinda artig gdsteren
BRCA-1, BRCA-2 ve HER-2 genini tespit etmistir. Calisma, U. dioca ’nin meme
kanserine iliskin olan genlerini iyilestirici etki gosterdigi rapor edilmistir. Bizim
calismamizda da istatistiki olarak anlamli bulunmasa da HER-2 geninin adipositeyle
artan mRNA ekspresyonunun U. dioica ekstraktt uygulamasiyla distiigii

belirlenmistir.

Tim bu caligmalar ve bilgiler dogrultusunda, bu c¢alismada obeziteyle, meme
kanseriyle ve inflamasyonla iliskili bulunan 8 markoriin 3T3-L1 adipositlerinde
taranmasi saglanmistir. Tarama yapilmasi i¢in pre-adiposit kontrol, adiposit kontrol ve
farkli dozlarda bitki ekstrakti uygulanmis adiposit gruplari olusturulmustur. Daha
sonra bu gruplardan elde edilen 6rneklerle qPCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.
Veriler dogrultusunda ise trigliseritlerin biyosentezinde rol oynayan ve DGAT-1
geninin adipositeyle ylikseldigi ve U. dioca nin farkli dozlarda ekstaktlarinin bunu
istatistiki olarak anlamli bir sekilde disitirdiigli gorilmiistir. Bu ¢alismada
trigliseritleri yag asitleri ve gliserole ¢eviren diger bir enzim olarak bilinen LPL’in
adipositeyle arttig1 ve bu artisin bitki ekstrakti uygulamasiyla birlikte istatistiki olarak

diislirdiigli gozlenmistir. Elde edilen veriler U. dioca ile daha onceden yapilan
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caligmalar1 destekleyici niteliktedir. Literatiirde (Repaji¢ vd., 2021) tarafindan yapilan
bir ¢galismada U. dioca nin igerisinde yer alan 45 bilesigin ligand yapist hazirlanmistir.
Isirgan otu yaprak ve saplarinda en c¢ok bulunan polifenollerin biiyiikten kiigiige
siralanas; GM 179,22 mg 100 g ** dm sinamik asitler> flavonoller (GM 134,60 mg
100g ! dm) >flavonlar (GM 24,56 mg 100 g ** dm)> flavan-3-ols (GM 20,70 mg 100
gt dm)> benzoik asitler (GM 10,20 mg 100 g "*dm). Kumarinler>izoflavonlar >diger
asitler daha diisiik konsantrasyonlarda mevcuttur. GM degerleri sirasiyla 5.31, 3.09 ve
2.88 mg 100 g ! dm, en az temsil edilen polifenol grubu ise flavanonlardir (GM 0.34
mg 100 g "t dm). Calismamizda istatistiki agidan anlaml1 olarak nitelendirdigimiz 6
gen icinde protein yapist hazirlanmistir. Ligand-reseptor iligkisine dayali olarak
molekiiler doking islemi gergeklestirilmistir. Veriler dogrultusunda enerjisi en az
olanin en iyi aktivasyona sahip oldugu (Cizelge 3.3.) gosterilmistir. BRCA-1 (1T15)
proteini apigeninin hexoside ligandi ile -7,5 (kcal/mol) aktivasyon degerine sahiptir.
Apigenin hexoside, flavones grubuna ait bir bilesendir ve literatiirde GC/MS
sonuclarina gére GM 24.56 mg 100 gldm ¢ikmustir. BRCA-2 (INOW) proteini
apigeninin hexoside ligandi ile -8,4 (kcal/mol) aktivasyon degerine sahiptir. Apigenin
hexoside, flavones grubuna ait bir bilesendir ve literatiirde GC/MS sonuglarina gére
GM 24.56 mg 100 gtdm ¢ikmustir (Repaji¢ vd., 2021). Fasn (2PX6) proteini quercetin
acetyl rutinoside ligandi ile -10,3 (kcal/mol) ile en iyi aktivasyon degerine sahiptir.
Quercetin acetyl rutinoside flavonols grubuna ait bir bilesendir ve literatiirde GC/MS
sonuglarma gére GM 134.60 mg 100 g*dm ¢ikmistir (Repaji¢ vd., 2021). Literatiirde
en ¢ok miktarda flavonols grubu yer almaktadir. Bu sonuca gore fazla miktara sahip
olan bilesenin aktivasyonunun iyi oldugu sdylenebilir. MCP-1 (1DOK) proteini
quercetin acetyl rutinoside ligandi ile -8,6 (kcal/mol) ile en iyi aktivasyon degerine
sahiptir. Quercetin acetyl rutinoside flavonols grubuna ait bir bilesendir ve literatiirde
GC/MS sonuglarma gére GM 134.60 mg 100 g*dm ¢ikmistir. DGAT-1 (6VPO)
proteini 1sorhamnetin rutinoside ligand: ile -10,3(kcal/mol) ile en iyi aktivasyon
degerine sahiptir. Isorhamnetin rutinoside, flavonols grubuna ait bir bilesendir ve
literatiirde GC/MS sonuglarina gére GM 134.6 mg 100 g-*dm ¢ikmustir. Bu durumda
da bitkinin icerisinde fazla bulunan bilesenin, protein ile aktivasyonunun en 1yi degere
sahip oldugu soylenebilir. LPL (6E7K) proteini, apigenin hexoside ligandi ile -9,2

(kcal/mol) aktivasyon degerine sahiptir. Apigenin hexoside, flavones grubuna ait bir
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bilesendir ve literatiirde GC/MS sonuglarma gére GM 24.56 mg 100 g-*dm ¢ikmustir.

Bilesenin miktar1 diigiik olmasina ragmen LPL proteini ile iyi aktivasyon gostermistir.

gPCR ve molekiiler doking ¢alismalarinin birbiriyle kiyaslayacak olursak; Molekiiler
doking sonucuna gore (Cizelge 3.3.)’de Fasn (2PX6) proteini -10.3 (kcal/mol) deger
ile en iyi aktivasyona sahiptir. Ancak qPCR sonucuna gore en az diisiiriicti (%30)
etkiye sahiptir. DGAT-1 geninin g-PCR sonucu degerlendirildiginde adipositeyi
diisiirerek %12°lik bir ekspresyon seviyesine indirgemistir. Molekiiler doking
sonucuna gore DGAT-1 (6VPO) proteini -10,3 (kcal/mol) deger ile en iyi aktivasyonu
gostermistir. Bu durumda DGAT-1 transkripsiyonel diizeyde adiposite oranini iyi
diisiirdiigii ve molekiiler doking sonucuna gore en iyi aktivasyona sahip oldugu
sylenebilir. Ikinci en iyi aktivasyon degerine sahip LPL (6E7K) proteini -9,2
(kcal/mol) oranla yerini almaktadir. LPL geni qPCR sonucuna gore adiposite oranini
transkripsiyonel diizeyde en c¢ok diisliren gen olmustur ve molekiiler doking
calismasinda aktivasyonu yiiksek ¢ikmistir bu durumda LPL geni i¢in yapilan iki
caligmada birbirini destekler niteliktedir. Bir baska protein MCP-1(1DOK) ise -8,6
(kcal/mol)ile digerleriyle kiyaslanirsa 4. Sirada en iyi aktivite degerine sahiptir.
Transkripsyonel diizeyde ise adipositeyi %91 oraninda diisiirerek %9 ekspresyona
sahiptir. MCP-1 poteini iginde her iki sonug birbirini desteklemektedir. BRCA-1
(1T15) ve BRCA-2(1INOW) proteinin apigenin hexoside ile aktivasyon degerleri
sirastyla -7,5 (kcal/mol) ve -8,4 (kcal/mol) deger ile en diisiik aktivasyonlara sahiptir.
BRCA-1/BRCA-2 geni adiposite oranini transkripsiyonel diizeyde %80 bir degerle
diisiirerek %20 oraninda bir ekpsresyona sahiptir. BRCA-1ve BRCA-2 proteini i¢inde
sonuglar birbirinini destekler nitelikte olup, sadece Fasn (2PX6) proteini
transkripsiyonel diizeyde ekspresyonu en az diisiirmesine ragmen en iyi aktivasyona

sahip olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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4. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢aligsmalar dogrultusunda U. dioica ekstraktinin anti-inflamatuar, anti obezite
ve anti-kanser arttirict etkisi oldugu bilinmektedir. Bitkinin bu iyilestirici
Ozelliklerinin ve igerisinde yer alan bilesiklerin hangi molekiiler yolaklar1 etkileyerek
sagladigi halen tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan bu calismada obezite ve
obezite durumunda artis gésteren inflamasyon ve meme kanseriyle paralel olan meme
kanseri, adiposite ve inflamasyon ile ilgili gen bolgelerinin taranmasi ve U. dioica nin
bu gen bolgelerinin ekspresyonunda etkili olup olmadiginin goézlemlenmesi
saglanmistir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda BRCA-1, BRCA-2, DGAT-1, LPL,
Fasn ve MCP-1 igin obezitenin hiicresel anlamda artisina neden olan adipositeyle artis
gosteren ekspresyonun, U. dioica uygulamasi (50-100-200 pg/ml) ile artis gosteren

eksprasyonu diistirdiigli saptanmustir.

Ayrica caligmada, molekiiler yerlestirme calismalar1 yapilarak taradigimiz 6
markorlerlerin  birbiriyle iliskisi incelenmistir ve bitki uygulamasinin ardindan

icerisindeki bilesenlerin 6 proteinle olan aktivasyonu belirlenmistir.

Hiicresel diizeyde in vitro calismalarla elde edilen bu veriler in vivo g¢alismalarla
desteklenerek bitkinin obezite ve buna bagl ortaya cikan rahatsizliklar1 etkileme
mekanizmasi anlagilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica baska gen ve hiicre hatlariyla
yapilan in vitro calismalarla molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasina katki
saglanabilir. Calismanin devaminda protein diizeyinde translasyonel bir calisma

yapilarak, elde edilen veriler desteklenebilir.

96



KAYNAKCA

Akalin, M.K., S. Karagdéz, & M. Akyiiz. (2013). Application of response surface
methodology to extract yields from stinging nettle under supercritical ethanol
conditions. The Journal of Supercritical Fluids, 84, 164-172.

Alim, E.N. (2016). Meme kanseri olusumunda obezitenin ve beslenmeye bagl risk
faktorlerinin belirlenmesi, Uzm. Dyt. Tez, Baskent Universitesi, Ankara,
158s.

Babaei, Z., D. Moslemi, H. Parsian, S. Khafri, M. Pouramir, & A. Mosapour. (2015).
Relationship of obesity with serum concentrations of leptin, CRP and IL-6 in
breast cancer survivors. Journal of the Egyptian National Cancer Institute,
27(4), 223-229.

Bhardwaj, P., C.C. Au, A. Benito-Martin, H. Ladumor, S. Oshchepkova, R. Moges, &
K.A. Brown. (2019). Estrogens and breast cancer: Mechanisms involved in
obesity-related development, growth and progression. The Journal of steroid
biochemistry and molecular biology, 189, 161-170.

Birrane, G., A.P. Beigneux, B. Dwyer, B. Strack-Logue, K.K. Kristensen, O.L.
Francone, L.G. Fong, H.D. Mertens, C.Q. Pan, & M. Ploug. (2019). Structure
of the lipoprotein lipase-GPIHBP1 complex that mediates plasma triglyceride
hydrolysis. Proceedings of the National Academy of Sciences, 116(5), 1723-
1732.

Chakraborty, A., A. Katarkar, K. Chaudhuri, A. Mukhopadhyay, & J. Basak. (2013).
Detection of a novel mutation in exon 20 of the BRCAL gene. Cellular &
molecular biology letters, 18(4), 631-638.

Chen, H.C., S.J. Stone, P. Zhou, K.K. Buhman, & R.V. Farese. (2002). Dissociation
of obesity and impaired glucose disposal in mice overexpressing acyl
coenzyme a: diacylglycerol acyltransferase 1 in white adipose tissue. Diabetes,
51(11), 3189-3195.

Cevik, C. (2020), Ankara Akupunktur ve Tamamlayici Tip Dergisi, 7-2, Ankara,87

Crespi, E., G. Bottai, & L. Santarpia. (2016). Role of inflammation in obesity-related
breast cancer. Current opinion in pharmacology, 31, 114-122.

Doolittle, M.H., O. Ben-Zeev, J. Elovson, D. Martin, & T.G. Kirchgessner. (1990).
The response of lipoprotein lipase to feeding and fasting. Evidence for
posttranslational regulation. Journal of Biological Chemistry, 265(8), 4570-
4577.

97



Erzurum, A. N. (2016) * 'Meme Kanseri Olusumunda Obezitenin ve Beslenmeye
Baglh Risk Faktorlerinin Belirlenmesi ©°, Phd.T hesis, Baskent Universitesi,
Ankara.

Esposito, S., A. Bianco, R. Russo, A. Di Maro, C. Isernia, & P.V. Pedone. (2019).
Therapeutic perspectives of molecules from Urtica dioica extracts for cancer
treatment. Molecules, 24(15), 2753.

Fattahi, S., A.M. Ardekani, E. Zabihi, Z. Abedian, A. Mostafazadeh, R. Pourbagher,
& H. Akhavan-Niaki. (2013). Antioxidant and apoptotic effects of an aqueous
extract of Urtica dioica on the MCF-7 human breast cancer cell line. Asian
Pacific Journal of Cancer Prevention, 14(9), 5317-5323.

Fu, H.Y., S.J. Chen, R.F. Chen, W.H. Ding, L.L. Kuo-Huang, & R.N. Huang. (2006).
Identification of oxalic acid and tartaric acid as major persistent pain-inducing
toxins in the stinging hairs of the nettle, Urtica thunbergiana. Annals of botany,
98(1), 57-65.

Gil, C. (2019), Mersin bélgesinde yetisen hypericum perforatum L.(kantaron),
Urtica dioica L. (1sirgan otu) ve lavandula officinalis (lavanta) bitkilerinden
stiperkritik ekstarksiyon yontemiyle elde edilen oziitlerin antioksidan ve
antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi, M.Sc. Tez, Mersin Universitesi,
Mersin 66s.

Hoch, M., A.N. Eberle, R. Peterli, T. Peters, D. Seboek, U. Keller, B. Muller, & P.
Linscheid. (2008). LPS induces interleukin-6 and interleukin-8 but not tumor
necrosis factor-a in human adipocytes. Cytokine, 41(1), 29-37.

Hojnik, M., M. Skerget, & Z. Knez. (2007). Concentrating the chlorophylls in extract
by pretreatment of stinging nettle leaves with nonpolar organic solvents and
supercritical carbon dioxide. Journal of food process engineering, 30(6), 701-
716.

Hotamisligil, G.S., N.S. Shargill, & B.M. Spiegelman. (1993). Adipose expression of
tumor necrosis factor-alpha: direct role in obesity-linked insulin resistance.
Science, 259(5091), 87-91.

Howe, L.R., K. Subbaramaiah, C.A. Hudis, & A.J. Dannenberg. (2013). Molecular
pathways: adipose inflammation as a mediator of obesity-associated cancer.
Clinical cancer research, 19(22), 6074-6083.

Huang, S.-Y., & X. Zou. (2010). Advances and challenges in protein-ligand docking.
International journal of molecular sciences, 11(8), 3016-3034.

Joshi, B.C., M. Mukhija, & A.N. Kalia. (2014). Pharmacognostical review of Urtica
dioica L. International Journal of Green Pharmacy (IJGP), 8(4).

98



Khan, M.K.A., S. Akhtar, & J.M. Arif. (2018). Structural Insight into the mechanism
of dibenzo [a, I] pyrene and Benzo [a] pyrene-mediated cell proliferation using
molecular docking simulations. Interdisciplinary Sciences: Computational
Life Sciences, 10(4), 653-673.

Khan, S., S. Shukla, S. Sinha, & S.M. Meeran. (2013). Role of adipokines and
cytokines in obesity-associated breast cancer: therapeutic targets. Cytokine &
growth factor reviews, 24(6), 503-513.

Kim, C., H. Park, T. Kawada, J.H. Kim, D. Lim, N. Hubbard, B. Kwon, K.L. Erickson,
& R. Yu. (2006). Circulating levels of MCP-1 and IL-8 are elevated in human
obese subjects and associated with obesity-related parameters. International
journal of obesity, 30(9), 1347-1355.

Kohler, B.A., R.L. Sherman, N. Howlader, A. Jemal, A.B. Ryerson, K.A. Henry, F.P.
Boscoe, K.A. Cronin, A. Lake, & A.-M. Noone. (2015). Annual report to the
nation on the status of cancer, 1975-2011, featuring incidence of breast cancer
subtypes by race/ethnicity, poverty, and state. JNCI: Journal of the National
Cancer Institute, 107(6).

Korkmaz F. (2010). Isirgan Otu (Urtica Dioica) Ekstresinin Kolon Kanseri Hiicre
Serileri Uzerindeki Apoptotik, Antiprolgferatif ve Antioksidan Etkilerinin
Arastirilmasi, M.Sc. Tez, Ankara Universitesi, Ankara 72s.

Kregiel, D., E. Pawlikowska, & H. Antolak. (2018). Urtica spp.: Ordinary plants with
extraordinary properties. Molecules, 23(7), 1664.

Kumar, A., & U. Bora. (2014). Molecular docking studies of curcumin natural
derivatives with DNA topoisomerase | and II-DNA complexes.
Interdisciplinary Sciences: Computational Life Sciences, 6(4), 285-291.

Luna-Vital, D., M. Weiss, & E. Gonzalez de Mejia. (2017). Anthocyanins from purple
corn ameliorated tumor necrosis factor-a-induced inflammation and insulin
resistance in 3T3-L1 adipocytes via activation of insulin signaling and
enhanced GLUT4 translocation. Molecular nutrition & food research, 61(12),
1700362.

Mantovani, A., P. Allavena, A. Sica, & F. Balkwill. (2008). Cancer-related
inflammation. nature, 454(7203), 436-444.

Marseglia, L., S. Manti, G. D’Angelo, A. Nicotera, E. Parisi, G. Di Rosa, E. Gitto, &
T. Arrigo. (2015). Oxidative stress in obesity: a critical component in human
diseases. International journal of molecular sciences, 16(1), 378-400.

Martinez-Villaluenga, C., S.G. Rupasinghe, M.A. Schuler, & E. Gonzalez de Mejia.
(2010). Peptides from purified soybean B-conglycinin inhibit fatty acid
synthase by interaction with the thioesterase catalytic domain. The FEBS
journal, 277(6), 1481-1493.

99



Masaki, T., S. Chiba, H. Tatsukawa, T. Yasuda, H. Noguchi, M. Seike, & H.
Yoshimatsu. (2004). Adiponectin protects LPS-induced liver injury through
modulation of TNF-a in KK-Ay obese mice. Hepatology, 40(1), 177-184.

Mauro, L., G.D. Naimo, E. Ricchio, M.L. Panno, & S. Ando. (2015). Cross-talk
between adiponectin and IGF-IR in breast cancer. Frontiers in oncology, 5,
157.

Mohammadi, A., B. Mansoori, P.C. Baradaran, V. Khaze, M. Aghapour, M. Farhadi,
& B. Baradaran. (2017). Urtica dioica extract inhibits proliferation and induces
apoptosis and related gene expression of breast cancer cells in vitro and in vivo.
Clinical breast cancer, 17(6), 463-470.

Moreira, S.A., S. Silva, E.M. Costa, J.A. Saraiva, & M. Pintado. (2020). Effect of high
hydrostatic pressure extraction on biological activities of stinging nettle
extracts. Food & function, 11(1), 921-931.

Morris, G.M., D.S. Goodsell, R.S. Halliday, R. Huey, W.E. Hart, R.K. Belew, & A.J.
Olson. (1998). Automated docking using a Lamarckian genetic algorithm and
an empirical binding free energy function. Journal of computational chemistry,
19(14), 1639-1662.

Muthusamy, K., P. Kirubakaran, K.D. Singh, S. Nagamani, & S. Sindhu. (2011).
Molecular Docking studies of Bitter melon compounds against BRCAL
protein. Journal of Pharmacy Research, 4(2), 388-390.

Obanda, D.N., P. Zhao, A.J. Richard, D. Ribnicky, W.T. Cefalu, & J.M. Stephens.
(2016). Stinging nettle (Urtica dioica L.) attenuates FFA induced ceramide
accumulation in 3T3-L1 adipocytes in an adiponectin dependent manner. PloS
one, 11(3), e0150252.

Orci¢, D., M. Franciskovi¢, K. Bekvalac, E. Svircev, 1. Beara, M. Lesjak, & N.
Mimica-Duki¢. (2014). Quantitative determination of plant phenolics in Urtica
dioica extracts by high-performance liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometric detection. Food chemistry, 143, 48-53.

Park, J., T.S. Morley, M. Kim, D.J. Clegg, & P.E. Scherer. (2014). Obesity and
cancer—mechanisms underlying tumour progression and recurrence. Nature
Reviews Endocrinology, 10(8), 455.

Piccinini, A.M., K. Knebl, A. Rek, G. Wildner, M. Diedrichs-Moéhring, & A.J. Kungl.
(2010). Rationally evolving MCP-1/CCL2 into a decoy protein with potent
anti-inflammatory activity in vivo. Journal of Biological Chemistry, 285(12),
8782-8792.

Pinelli, P., F. leri, P. Vignolini, L. Bacci, S. Baronti, & A. Romani. (2008). Extraction
and HPLC analysis of phenolic compounds in leaves, stalks, and textile fibers
of Urtica dioica L. Journal of agricultural and food chemistry, 56(19), 9127-
9132.

100



Prabhavathi, H., K. Dasegowda, K. Renukananda, K. Lingaraju, & H.R. Naika. (2021).
Exploration and evaluation of bioactive phytocompounds against BRCA
proteins by in silico approach. Journal of Biomolecular Structure and
Dynamics, 39(15), 5471-5485.

Prieto-Martinez, F.D., M. Arciniega, & J.L. Medina-Franco. (2018). Molecular
docking: current advances and challenges. TIP. Revista especializada en
ciencias quimico-biologicas, 21.

Quintero-Fabian, S., D. Ortuio-Sahagun, M. Vazquez-Carrera, & R.I. Lopez-Roa.
(2013). Alliin, a garlic (Allium sativum) compound, prevents LPS-induced
inflammation in 3T3-L1 adipocytes. Mediators of inflammation, 2013.

Rabia, T., Y. Erden, & S. Tekin. (2019). Baz1 6nemli tibbi bitkilerin antioksidan ve
antikanser etkilerinin arastirilmasi. Bitlis Eren Universitesi Fen Bilimleri
Derqgisi, 8(2), 435-442.

Renehan, A.G., M. Zwahlen, & M. Egger. (2015). Adiposity and cancer risk: new
mechanistic insights from epidemiology. Nature Reviews Cancer, 15(8), 484-
498.

Repaji¢, M., E. Cegledi, Z. Zori¢, S. Pedisi¢, 1. Elez Garofuli¢, S. Radman, . Pal¢i¢,
& V. Dragovi¢-Uzelac. (2021). Bioactive Compounds in Wild Nettle (Urtica
dioica L.) Leaves and Stalks: Polyphenols and Pigments upon Seasonal and
Habitat Variations. Foods, 10(1), 190.

Roberts, C.K., R.J. Barnard, K.H. Liang, & N.D. Vaziri. (2002). Effect of diet on
adipose tissue and skeletal muscle VLDL receptor and LPL: implications for
obesity and hyperlipidemia. Atherosclerosis, 161(1), 133-141.

Saltiel, A.R., & J.M. Olefsky. (2017). Inflammatory mechanisms linking obesity and
metabolic disease. The Journal of clinical investigation, 127(1), 1-4.

Sartipy, P., & D.J. Loskutoff. (2003). Monocyte chemoattractant protein 1 in obesity
and insulin resistance. Proceedings of the National Academy of Sciences,
100(12), 7265-7270.

Schleinitz, D., N. Kléting, A. Korner, J. Berndt, M. Reichenbacher, A. Tonjes, K.
Ruschke, Y. Béttcher, K. Dietrich, & B. Enigk. (2010). Effect of genetic
variation in the human fatty acid synthase gene (FASN) on obesity and fat
depot-specific mMRNA expression. Obesity, 18(6), 1218-1225.

Semenkovich, C.F. (1997). Regulation of fatty acid synthase (FAS). Progress in lipid
research, 36(1), 43-53.

Sindhu, S., R. Thomas, P. Shihab, D. Sriraman, K. Behbehani, & R. Ahmad. (2015).
Obesity is a positive modulator of IL-6R and IL-6 expression in the
subcutaneous adipose tissue: significance for metabolic inflammation. PloS
one, 10(7), e0133494.

101



Smith, S.J., S. Cases, D.R. Jensen, H.C. Chen, E. Sande, B. Tow, D.A. Sanan, J. Raber,
R.H. Eckel, & R.V. Farese. (2000). Obesity resistance and multiple
mechanisms of triglyceride synthesis in mice lacking Dgat. Nature genetics,
25(1), 87-90.

Society, A.C. (2014). Cancer facts & figures 2014: American Cancer Society.

Sahin, G., & H. Yardimc1. (2016). Obezitenin Meme Kanseri ile iliskisi. International
Peer-Reviewed Journal of Nutrition Research(8).

Simsir, L.Y., U.E. Soyaltin, & C. Yilmaz. (2018). Obesity and Breast Cancer: Adipose
Tissue, Adipocytokines, Chronic Inflammation, and Hypoxia. Turkish Journal
of Endocrinology and Metabolism, 22(4), 244.

Tanaka, T., M. Narazaki, & T. Kishimoto. (2014). IL-6 in inflammation, immunity,
and disease. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 6(10), a016295.

Trott, O., & A.J. Olson. (2010). AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization, and
multithreading. Journal of computational chemistry, 31(2), 455-461.

Tello, S., Halifeoglu, 1., Bozkurt, M., & Bulmus, O. (2008). Meme Kanseri '
Olusturulmus Ratlarda Isirgan Otunun Total Antioksidan Durumu Uzerine
Etkisi. Firat Universitesi Saglik Bilimleri Tip Dergisi, 22, 179-83.

Wang, H., & R.H. Eckel. (2009). Lipoprotein lipase: from gene to obesity. American
Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, 297(2), E271-E288.

Yal¢in, B. (2011), Isirgan otundaki (Urtica dioica) bazi fenolik bilesiklerin
incelenmesi, M.Sc. Tez, Ege Universitesi, [zmir,130s.

Yen, C.-L.E., S.J. Stone, S. Koliwad, C. Harris, & R.V. Farese. (2008). Thematic
review series: glycerolipids. DGAT enzymes and triacylglycerol biosynthesis.
Journal of lipid research, 49(11), 2283-2301.

Yildirim, N. (2018). obezite ve kanser. Firat Tip Dergisi, 23(obezite ve kanser), 61-
67.

Yu, J., P.-J. Liao, W. Xu, J.R. Jones, D.B. Everman, H. Flanagan-Steet, T.H. Keller,

& D.M. Virshup. (2021). Structural model of PORCN illuminates disease-
associated variants and drug binding sites. bioRxiv.

102



Dallakyan, S. (2013). AutoDock.
[Erisim Tarihi: 24.01.2021, http://autodock. scripps edu/].

Web-1:
https://www.saglik.gov.tr/TR,11692/obezite.htmI1%20(Eri%C5%9Fim%2001.07.201
9

Web-2:
BIY 259 11. hafta thoma lami ve petroff hauser lami ile sayim (2).ppt

Web-3:
Https://En.Wikipedia.Org/Wiki/Oil Red O

Web-4:
Https://Hsgm.Saglik.Gov.Tr/Depo/Birimler/Kanser-
Db/Yayinlar/Kitaplar/Turkiye Kanser Kontrol Programi 2016.Pdf

103


https://www.saglik.gov.tr/TR,11692/obezite.html%20(Eri%C5%9Fim%2001.07.2019
https://www.saglik.gov.tr/TR,11692/obezite.html%20(Eri%C5%9Fim%2001.07.2019
https://en.wikipedia.org/Wiki/Oil_Red_O

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Soyad :A**a E**N
Uyruk :T.C.
Dogum Tarihi 1*/1%/1%*4
Dogum Yeri Mk
Medeni Hali (BFFH*
Telefon :0 5*8 2*0 3**0
E-posta kR Rk @gmail.com
Egitim
Alman Derece Aldig1 Kurum/Universite Mezuniyet Y1l
Lisans Inénii Universitesi 2019
is Tecriibesi
Yil Yer Pozisyon/Gorev
2018 Malatya Turgut Ozal Tip Stajyer
Fakiiltesi
2019-2020 _ Mugla Sitki Kogman Kismi Zamanli Ogrenci
Universitesi/ Fen Bilimleri
Enstitiisii
2021-2022 ) Tiibitak 2210-C Yurt Ici Arastirmaci
Oncelikli Alanlara Yonelik Yurt
I¢i Yiiksek Lisans
2021-2022 BAP (21/129/03/1/4 nolu proje) Arastirmaci

104




Yabanca dil Baslangic Orta Tleri
Okuma +
Konusma +
Yazma +

Katildig1 Egitimler ve Bilimsel Faaliyetler

» Malatya Pharmacology Lab. Experimental Animals Certificate-Faculty of Medicine-
Malatya (02.05.2017)

* Wie Lnad Event- Izmir Katip Celebi University (08.03.2021)
» Inénii University Poster Presentation- Sub-Units Of Actin Myosin Cells (21.05.2018)

* Mugla Sitki Kogman University XI. Science E-Research Symposium Participant
(19.11.2019)

* Near East University dean of Students Office Genetics Student Association (10-
11.04.2021)

* MBG Turkey Alumni Meeting Conference (03.10.2021)

* BIOKULTUR Conference Artificial Intelligence and Genetics, Ancient DNA,
Molecular Biochemistry (03.03.2021)

» BIOINFORCONFERENCE- Conference on Bioinformatics and Interdisciplinary
Approaches (20.22.04.2021)

* Mugla Sitki Kogman University XII. Science E-Research Symposium Presentation-
" Transcriptional analysis of the effects of extracts from some medicinal plants on
some obesity and breast cancer markers in 3T3-L1 mouse cell lines (26.05.2021)

« 3rd International Eurasian Conference on Science, Engineering and Technology
(EurasianSciEnTech 2021) 15-17 December 2021

Hobiler

Spor yapmak, kitap okumak, seyahat etmek, dans etmek

105



