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OZET

Urtica dioica (isirgan otu), Urticaceae familyasinda bulunan bir bitkidir.
Urticaceae familyas: tropik ve subtropik bolgelerde yetisen bitki grubudur. Diinya
tizerinde cok genis yayilis alanina sahip olan bu familyanin iilkemizde 5 tiiri
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan U. dioica igerigindeki c¢ok yonlii kimyasal
zenginliklerden dolayr tlim bitki kisimlar1 gegmisten giiniimiize halk hekimligi, gida,
boya, lif, giibre tiretimi ve kozmetik sanayisinde gesitli amaglarla kullanilmaktadir. En
belirgin morfolojik 6zelligi yakici tiiyleridir ve bu sayede halk arasinda kolayca

taninmaktadir.

Etnobotanik acidan ¢ok biiyiik bir dneme sahip olan U. dioica’nin, toplam
fenolik icerik ve toplam antioksidan kapasite tayini metanol ve su g¢oziiciileriyle
incelenip en faydali bigimde kullaniminin saglanmasi amaglanmustir.

Tiirkiye’nin farkli sehirlerinden ve farkli donemlerde toplanan isirgan otu

orneklerinin online veritabanlar1 kullanilarak U. dioica’ya 6zgii primer seti dizayn



edilmis ve molekiiler tiir tayini yapilmistir. Bolgesel ve sehirsel farkliliklart incelemek
amaciyla RAPD-PCR yontemi kullanilmis ve uygun primerler belirlenerek drneklerin
DNA seviyesinde benzerlik ve farkliliklari, hem tiir i¢i hem birey i¢i diizeyde

incelenmistir.

Sonug olarak, toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde
miktarlarinin sehirlere gore degisim gosterdigi, sanayi bolgesi ve kirlilik oran1 yiiksek
sehirlerde bu tiir yararli bilesiklerin miktarlarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Bunun
yaninda morfolojik olarak ayni olan U. dioica bitkisi ile yapilan RAPD-PCR

sonuclarina gore farkli sonuglarin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Isirgan otu, toplam antioksidan kapasite, toplam fenolik madde
miktari, RAPD-PCR.
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DETERMINATION OF Urtica dioica (NETTLE)'S REGIONAL
ANTIOXIDANT CAPACITY, TOTAL PHENOLIC COMPOUND
AND ITS DIFFERENCES AT MOLECULER LEVEL TO
UNDERSTAND ETHNOBOTANIC IMPORTANCE IN TURKEY.
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ABSTRACT

Urtica dioica is a kind of plant which is a member of Urticaceae family.
Urticaceae family groups in tropic and subtropic regions. There are 5 species in our
country, whereas it spreads of a wide area around the world. U. dioica is a one of these
species, which includes high diversity of chemicals. Because of that diversity, all parts
of the plants are used in medical treatment, nutrient, dye, fiber, dropping production and
cosmetic industry from past to today. Searing feather are the most common

morphological characteristic that’s why, it’s easily recognized by the people.

The objective of this thesis is to determine total phenolic compounds and total
antioxidant capacityto observe with the methanol and water solvents and to use it with

the maximum efficiency.

It’s U.dioica collected from different cities in different times. Online databases

were used for designing spesific set of primers determinate molecular species. To
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observe the differences between regions and between cities RAPD-PCR methods was
used. Differences and similarities of DNA were observed among the species and among

the same plant by using spesific primers.

As a result, its proved that there are changes of total phenolic compounds and
total antioxidant capacity among the cities. And also, the amount of beneficial
compounds decreases in industrial region and highly polluted cities. At the same time

it’s proved that morphologial similar U. dioica plant has different RAPD-PCR results.

Keywords: Nettle, total antioxidant capacity, total phenolic compounds, RAPD-PCR.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1.Amac¢ ve Kapsam

Gegmisten giiniimiize insanlar ¢esitli amagclarla bitkileri kullanmislardir. Cok
eski donemlerden beri kullanilmakta olan bitkilerden biri olan Urtica dioica (1sirgan

otu) ile yapilan ¢esitli arastirmalar bu bitkinin pek ¢ok 6zelligini ortaya ¢ikarmistir.

Klasik smiflandirma metodu olan morfolojik siniflandirma ¢alismalarina destek
amagh kullanilan molekiiler yontemler ile bitkilerin siniflandirilmasi1 yapilmaktadir.
Tezimizde online veri tabanlari kullanilarak dizayn edilen primer seti ile U. dioica’nin

molekiiler tiir tespiti yapilmistir.

Antioksidan ve fenolik madde gibi bir¢ok yararli bilesik sinifi icerdigi bilinen
1sirgan otunun, iilkemizde bolgelere gore farklilik gosterme durumlarinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu amagla ilkbahar ve sonbahar donemlerinde 12 farkli sehirden alinan
1isirgan otu Orneklerinin % 70 metanol ekstrakti ve infiizyonu ile toplam antioksidan

kapasite ve toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir.

Molekiiler tiir tespiti yapilan U. dioica orneklerinin molekiiler diizeyde
degisimlerinin incelenmesi i¢in 15 farkli primer ile RAPD-PCR yapilmis ve korunmus
bolgeleri gosteren 2 (OPA-14 ve OPB-7) ve degisken bolgeleri gosteren 3 (OPB-5,
OPB-12 ve OPB-18) primer belirlenerek deneylere bu 5 oligoniikleotid primer ile

devam edilmistir.

Tiim sonuglar incelendiginde tiir tespiti yapilmis U. dioica bitkilerinin, sehirlere
gore toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde miktarlar1 metanol ekstrakti
ve inflizyonu yapilmis 6rnekleriyle belirlenmistir. Etnobotanik olarak kullanilan 1sirgan
otunun kullanimut ile ilgili olarak bu tiir yararli bilesiklerin miktarlarinin yogun oldugu

sehirlerin tercih edilmesi ve yararli kisimlarinin kullanilmasi1 amaglanmistir.



Icerdigi yapisal kimyasallarin farkliligi genetik diizeyde de farkliligin
olabilecegi diisiincesini getirmistir. Bu amagla yapilan RAPD-PCR sonuglarina gore U.

dioica’nin schirlere gére genetik altyapi farkliliklar: oldugu goriilmiistiir.

1.2.Etnobotanik ve Isirgan Otu

Etnobotanik, Grekc¢e halk anlamina gelen “ethnos” ile bitki anlamina gelen
“botane” sozciiklerinden olusan “etnobotanik™ terimi ilk kez 1895 yilinda ABD’li bilim
adam1 John W.Harsberger tarafindan kullanilmistir. Ayrica etnobotanik teriminin ilk
gectigi The Purposes of Ethnobotany adli eser bu konuda bilinen ilk yayindir (Chen,
1996). Harsberger etnobotanigi ‘yerli halkin bitki kullanimi’ olarak tanimlamistir.
Etnobotanik, insan-bitki iliskilerini inceleyen bilim dalidir ve “bir yorede yasayan
halkin ¢evresinde bulunan bitkilerden g¢esitli gereksinimlerini kargilamak iizere
yararlanma bilgisi ve o bitkiler iizerine etkileri” olarak tanimlanabilir. Tibbi bitki terimi
ise, hastalik tedavisinde veya hastaliklardan korunmak amaciyla kullanilan bitkileri ya
da bitkisel iiriinleri kapsar. Diinya Saghk Orgiitii (WHO), 1980 yilinda tibbi bitkileri
“bir veya daha fazla organiyla tedavi edici veya hastaliklar1 Onleyici olabilen veya
herhangi bir kimyasal farmasotik sentezin Onclisii olabilen bitki ¢esidi” olarak

tanimlamistir (Yildirimli, 2004).

Etnobotanik ¢aligmalar, deneme yanilma yoluyla edinilmis ve uzun bir zaman
stirecinde nesilden nesile aktarilarak giiniimiize ulasmis, ¢ok degerli bilgileri yansitan,
icerikleri ile bitkilerin bilimsel olarak degerlendirilmelerine onemli katkida bulunmusg
calismalardir (Yildirnmli, 2004). Bu calismalar; yalnizca insanlarla bitkilerin
yilizyillardan beri devam eden karsilikli etkilesimlerini kaydetmekle kalmaz ayni
zamanda bu etkilesimden dogan sonuclarin, biyolojik ¢esitliligin korunmasi ve kirsal
kesimde yasayan halkin gelisiminde kullanilmasina da olanak verir (Mart, 2006; Ertug,
2000).

Bitkilerin tedavide kullanilisi insanlifin varolusuyla basglamistir. Gegmisten
gelen, glinlimiizde hala kullanilan ve gilinlimiiziin sentetik ilaglarinin bir¢ogunun
temelini olusturan bitkileri taniyip dogru kullanmak biiylik 6nem tasimaktadir. 20.

yy.’in son c¢eyreginde sentetik ilaglarin faydalarinin yaninda zararlarinin ve yan



etkilerinin de oldukg¢a fazla oldugunun saptanmasi sonucu birgok hastaligin tedavisinde

bitkisel ilaglara bir geri doniis yasanmistir. ‘Yesil akim, dogaya doniis’ olarak

adlandirilan bu akimda, bitkisel ilaglar basit giinliik hastaliklarin tedavisinde ilk tercih

olmuslardir (Kizilarslan, 2008).

Diger taraftan, Diinya’nin biiyiik bir kisminda, ytizlerce yildir, bitkiler en dnemli

sifa kaynagini meydana getirmislerdir (Tablo 1.1). Diinya Saglik Teskilati (WHO)

gelismekte olan iilkelerdeki halkin biiyiik oranda bitkisel ilaglarla tedavi oldugunu
bildirmektedir (Kizilarslan, 2008).

Tablo 1.1 : Diinya’da 1sirgan otunun etnobotanik kullanimu.

(http://www.rain-tree.com/nettles.htm. Erisim tarihi; 23.11.2010).

ULKE ISIRGAN OTUNUN ETNOBOTANIK KULLANIMLARI
Brezilya Idrar soktiiriicii, gut, prostat, ishal, diyabet, idrar bozukluklar, alerji.
Agr1, alopecia, gogiis hastaliklari, tahris giderici olarak, dogumlarda,
Kanada
romatizmal hastaliklarda.
Almanya  Prostat, idrar soktiiriicli, romatizma.
Hindistan  Tahris giderici, gut, romatizma, burkulma.
Astim, kan hastaliklari, bronsit, idrar soktiirticli, miishil, romatizma,
uyarici olarak, egzama, bag agrilari, bobrek hastaliklari, kan yapimu,
Tiirkiye ) ) ) )
idrar yolu hastaliklar1, kan sekeri diisiiriicii, karaciger, safrakesesi ve
dalak hastaliklarinda.
ABD Sirt agrisi, kanser, sara, akil hastaliklari, romatizma, sinir krizi, idrar
sOktiirticii, prostat, yiiksek tansiyon.
5 Kas ve eklem agrisi, egzama, iilser, astim, diyabet, bagirsak iltihaba,
eru

romatizma.

Diinya iizerinde 750.000- 1.000.000 arasinda bitki tiiriiniin bulundugu tahmin

edilmektedir. Gida elde etmek i¢in yetistirilen tiirler 3.000 civarindadir. Diinya Saglik

Orgiitii (WHO) bitkisel droglarm sayisint 1900 olarak vermistir. Tedavi amaciyla



kullanilan yaklagik 20.000 bitkinin 600 kadar1 Tiirkiye’de yetismektedir. Bu sayinin
diger tllkeler icinde gecerli olabilecegi diisiiniiliirse gercekte kullanilan tibbi bitki
miktariin da 100.000 civarinda oldugu tahmin edilebilir (Baytop, 1999).

Yiizyillardir siliregelen etnobotanik c¢alismalar incelendiginde isirgan otunun
tedavide biiylik dneme sahip oldugu goriilmiistiir. Geleneksel kullanimda hala bir¢ok
hastaligin tedavisinde aktif olarak rol almaktadir (Konrad ve ark., 2000; Leporatti ve
Corradi, 2001; Miraldi ve ark., 2001).

Tamamlayici ve alternatif tip (TAT- CAM: Complementary and Alternative
Medicine), bilimsel tibba destek amaciyla yapilan, bilimsel tibbi uygulamalar yerine
yapilan ve etkisi bilimsel olarak kanitlanmamis tedavilerdir (Kav ve ark., 2008).
Diinyada giderek yayginlagan uygulamalar ve literatiirdeki eksiklikler nedeniyle 1991
yilinda Birlesik Devletlerde Ulusal Saglik Enstitiisiine (NIH) bagli Ulusal Tamamlayici
ve Alternatif Tip Merkezi (NCCAM) kurulmustur. Bu merkezin amaci tamamlayici ve
alternatif tip uygulamalarinin giivenilirlik ve etkinligini incelemek, etkinligi bilimsel
olarak kanitlanmis uygulamalarin konvansiyonel tedavilere katilimini saglamaktir.
Alternatif/tamamlayici tip uygulamalari kanser, artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklar
ve kronik karaciger hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarda da giderek artmaktadir (Altun
ve Ozden, 2004).

2001-2007 yillar1 arasinda kanser ve TAT ile ilgili yapilan c¢aligmalarin
sonucuna gore Tirkiye’de en yaygin olarak kullanilan bitkinin 1sirgan otu oldugu

belirtilmistir (Kav ve ark., 2008).

1.3.Biyocesitlilik

Biyocesitlilik, bir bolgedeki genlerin, tiirlerin, ekosistemlerin ve ekolojik
olaylarin olusturdugu bir biitiindiir. Canli yasam igin gerekli olan yasam destek siirecini

stirdiirebilme yeteneginin ve saglikli ¢evrenin bir gostergesidir (Isik, 1997).

Biyolojik ¢esitlilik bir tiiri meydana getiren bireyler arasindaki kalitsal
farkliliklar1 iceren genetik cesitlilik ve tiirler aras1 farkliliklarin meydana getirdigi

ekolojik cesitlilik olarak iki ana kategoride ele alinabilir.



Ekolojik ¢esitlilik, belirli bir bolgedeki farkli ekosistemler, tiir topluluklar1 ve bu
topluluklarin icindeki tiir sayilar1 olarak tanimlanmaktadir. Bir tiir toplulugundaki tiir
sayis1 arttikga, toplulugun enformasyon igerigi, tiir ¢esitliligi de artmaktadir (Kence,
2005). Genetik cesitlilik ise, bir tiirlin gen havuzundaki kalitsal bilginin ¢esitliligi,
zenginligi olarak tanimlanabilir. Her canli tiiriiniin degisen ¢evre kosullarina uyum
saglayabilmesi i¢in genetik cesitlilie sahip olmasi sarttir. Yeterli genetik cesitlilige
sahip olmayan canl tiirleri, degisen ¢evre kosullarina ayak uyduramayarak yok olmaya

mahkimdur.

Biyolojik ¢esitliligin korunmast igin gerekge olarak ekosistem dengesindeki
onemi disinda, insanligin yarar1 acisindan pek c¢ok sebep sayilabilir. Biyolojik
zenginlikler tip, tarim ve endiistride Onemli yararlar saglamaktadir. Biyolojik
zenginlikler ileride tarimsal amagli biyoteknoloji uygulamalarinda gerekli kaynaklar
olusturacaktir. Biyolojik zenginliklerin yeterince taninmamasit ve bilinmemesi, bu
kaynaklardan yararlanmada biyoteknoloji uygulamalarinin smirli kalmasina ve bu
alandaki yatirimlarin istenilen verimi saglayamamasina sebep olabilecektir (Kence,

2005).

Biyolojik ¢esitliligin korunmasinda ekosistemlerin bir biitiin olarak korunmasi
temel yaklasim olmalidir. Ancak, bu kaynaklarin yalmizca korunmasi degil aym
zamanda degerlendirilmesi, siirdiiriilebilir kullanimi ve kayit altina alinmasi ve

toplumun da bu kaynaklar bilingli olarak korumasi 6nemlidir (Varol, 2007).

Biyocesitlilik iizerindeki tahribatlarin nedenleri arasinda:

- Tarmmsal etkinlikler (6rnegin, meralarin tarlaya doniistliriilmesi, asir
otlatma, anmiz yakma, asir1 giibre ve ila¢ kullanimi, modern c¢esitlerin
marjinal alanlarda kullanimi),

- Endistrilesme, sehirlesme ve imar yapilarinin artmasi,

- Dogadan bitki toplama ve dogal kaynaklarin ihtiyaclarin karsilanmasi
amactyla diger kullanimlari,

- Kontrol dis1 ormancilik faaliyetleri ve orman yanginlari,

- Turizmdeki gelismeler,

- Canli ya da canli pargalarinin patentlenebilir olarak gériilmeye baslanmasi,



- Biyolojik ve genetik ¢esitliligin kontrolsiiz ve izinsiz kullanimi gelmektedir.

Biyolojik ¢esitliligin bilesenlerinden biri olan genetik ¢esitliligin belirlenmesi,
ekosistemlerin saglikli ve verimli olmasi, siirdiiriilebilir isletimi i¢in en Onemli
sartlardan biridir. Tiir i¢i genetik c¢esitliligin yiliksekligi, degisen ¢evre sartlarina uyum
acisindan Onemlidir. Popiildsyonlar i¢i ve arasindaki genetik farkliliklar bitki ve
hayvanlarin kendi ¢evrelerinde ortak evrimlesmesinin bir sonucudur. Bu g¢esitliligin
yapilanmasinin ve boyutunun tespiti tiirlerin isletilmesi agisindan zorunludur. Genetik

cesitliligin yiiksek olmasi iki agidan énemlidir:

1. Genetik cesitliligi fazla olan tiirler zamana ve yere gore degisen cevre

kosullarina daha basarili uyum saglama yetenegine sahiptir.

2. Genetik cesitliligi fazla olan tiirler bilimsel ve teknolojik gelismelere bagl
olarak degisen insan isteklerini karsilamada daha etkili ve daha yararli olurlar (Varol,

2007).

1.3.1. Genetik Kaynaklarin Temel Korunma Yoéntemleri

Bitki genetik kaynaklarmin korunmasi, gen havuzunda bulunan cesitliligin
gercek ya da potansiyel kullanimi, etkin bi¢cimde saklanmasi ve genetik ¢esitliligin
insanligin kullanimina sunulmasidir. Temelde her biri degisik tekniklerin bir araya
gelmesiyle olusan ve in situ ile ex situ olarak adlandirilan iki temel koruma sistemi

vardir.

In situ; ekosistemlerin ve dogal habitatlarin korunmasi ve tiir populasyonlarinin
kendi cevresi i¢inde canli olarak saklanip, devam ettirilmesi ya da kiiltlir ¢esitlerinin

kendi 6zelliklerini gelistirdikleri ¢evre kosullarinda yetistirilmesidir.

EX situ; dogal habitatinin disinda ve genel olarak yok olma tehlikesi altinda olan
genotiplerin korunmasi olarak tanimlanir (Rao, 2004), baz1 vejetatif olarak iiretilebilen
bitki tiirlerinin ex situ muhafazasi igin in vitro imkanlar1 da bulunmaktadir (Varol,
2007). Meyve tiirlerinin dogal genetik kaynaklariin ulasilabilirligi, tiriin gelistirme ve
1slah galigsmalarina yardimci olabilir (Tahir, 2003).



Bitkisel gen kaynaklarimin korunmasimin temel prensipleri, uzun siire
depolanabilme, canlilik kayiplarimin en az olmasi, ¢ok sayida 6rnegin depolanmasi,

bakim ¢alismalarinin ve maliyetin diisiik olmasi olusturmaktadir.

Bitki genetik kaynaklarinin korunmasinda en yaygin uygulama alani bulan
strateji ex situ koruma (tohum depolama, in vitro depolama, DNA depolama, ¢i¢ek tozu
depolama, tarla gen bankasi ve botanik bahgeleri) olmustur. Ozellikle modern
biyoteknolojide saglanan gelismeler, organizmalar1 tiim olarak degil gen diizeyinde
degerlendirmeyi zorunlu hale getirmistir. Dolayisiyla dogal kaynaklarimizda var olan
her tiirlii canli organizmanin galisiimasi gerekmektedir (Varol, 2007). Ulkemizde ex situ
koruma calismalar1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitlisii bilinyesinde 1964 yilinda
baslamistir. Bu c¢aligmada {llkemizde yetisen bitkilerin tohumlarnt korunmaya
baslanmistir. Daha sonra Tarla Uriinleri Merkezi Arastirma Enstitiisii ve Ankara

Universitesi Ziraat Fakiiltesi de koruma ¢alismalarina katilmistir (Aka, 2005).

1.4 Tiirkiye’nin Bitki Cesitliligi ve Nedenleri

Iliman kusak igerisinde bulunan Tiirkiye, sahip oldugu bitki ¢esitliligi acisindan
cevresinde yer alan bir¢ok iilkeden farkli olan 6zellikleri ile dikkati ¢eker. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarin da eklenmesiyle, Tiirkiye’nin 12.000 civarinda bitki taksonuna
(tiir, alttiir ve varyete diizeyinde) sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Tiirkiye nin bu 6zelligi
cografi faktorlerin ya da diger bir ifade ile bitkilerin yetisme ortamlarinin ¢esitliliginden
kaynaklanmaktadir. Iklim 6zelliklerinde kisa mesafelerde ortaya ¢ikan degisiklikler
(Sekil 1.1), morfolojik o6zelliklerinden kaynaklanan g¢esitlilikler, toprak tiplerinin
farkliliklar1 (Sekil 1.2) gibi ¢ok sayida cografi faktor, bitki formasyonlarmin da

farklilasmasina ve tiirce ¢esitlenmesine yol agmaktadir (Avcei, 2005).

Ulkenin 7 cografi bolgesinin her biri ayri iklim, flora ve fauna &zellikleri
gdsterir ve diinyanin en dnemli ii¢ fitocografik bélgesine sahiptir (Avrupa-Sibirya, iran-
Turan, Akdeniz bolgesi) (Se¢men ve ark., 2004). Sekil 1.3’te Tiirkiye’deki fitocografik

bolgeler gosterilmistir.



1 -:I Karasal iklim (a,b,c,d)
2 [[] Akdeniz iklimi
3 [ Marmara (Gegis) Iklimi
4 -Ksradanlz iklimi

Sekil 1.1: Tirkiye iklim haritasi. http://www.cografyadersanesi.blogspot.com-
200805trkiye- haritalari.html. Erisim tarihi; 15.09.2010.

K & A B E N IZ

BULGARISTAN

o
YUN

e

e

RAK

1ZiN30 39348Q

ISARETLER

B X komutian B Corakc (uztu-alkali) toprakiar
[ atovyal ropraklar Asit reaksiyonhs orman topraklar

Kuail renkli kiregli topraklar Kar.
Kermizimss Akdeaiz topraklan Déne

A K bE NIz 7
— B Rendnina Girecti topraklar [ Rab
- I Kiceqli orman topraklan —_a b
m
0 100 200 0 KKTC Ruzey Kibns Tark Cumburiyeti NAH Nahivan YUN. Yunan

AZER_Azesbayean GKRY Gusey Kibns Rum Yoaetimi

istan

Sekil 1.2: Tirkiye toprak haritasi. http://www.yukle.tc/galeri/Turkiye_Toprak_Haritasi-
862.html. Erisim tarihi; 16.09.2010.
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Sekil 1.3: Tiirkiye’nin bitki cografya bolgeleri (Ozhatay, 2005,

.
t

http://www.britannica.com/EBchecked/topic-art/. Erigim tarihi; 15.09.2010).



Yiiksek endemizme sahip Tiirkiye florasi, tibbi ve aromatik bitkiler agisindan da
oldukca zengindir. Bu yiiksek endemizm diizeyi, Tiirkiye’ye bu tiirlerin, 6zellikle de
diinyanin biiylik boliimiiniin bagimli oldugu tahillarin tiiretildigi yabani tiirlerin
yeterince korunmasi, tehlike altina girmemesi veya yok olmamasi konusunda daha da

biiyiik bir sorumluluk yiiklemektedir (Eminagaoglu, 2004).

Bitki formasyonlarini olusturan bitki tiirleri her yerde ayni 6zellikleri gostermez.
Iklim, toprak ve jeomorfolojik &zelliklerden kaynaklanan yerel farkliliklarin da ortaya

¢ikmast ile bitki topluluklarini olusturan bitki tiirleri ¢esitlenir (Avci, 2005).

Tiirkiye’nin flora bolgeleri agisindan sahip oldugu bu 6zellikler bitki cesitliligi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu bolgelere ait ¢ok sayida 6zel bitki, Tiirkiye’deki
bitki topluluklari i¢inde yayilis gostermektedir. Bunlardan bazilar1 endemik, bazilar1 da

yayilig alani {ilke siirlar1 disina da tasan bitkilerdir.

Iklim &zellikleri agisindan da Tiirkiye’de ¢esitlilik s6z konusudur. Cok kisa
mesafelerde yerel Ozellikler nedeniyle ortaya c¢ikan farkliliklarin, bitki cesitliligine
katkilar1 6nemlidir (Avei, 2005).

Bitki topluluklarinin dagilisinin  belirlenmesinde iklim ¢ok ©nemlidir. Bu
dagilisin nasil sekilleneceginin yaninda bitki topluluklarina hangi tiirlerin dahil olacag,
yani bu topluluklarin floristik kompozisyonlarinin hangi taksonlardan meydana gelecegi

de iklimle yakin iligkilidir (Svenning ve Skov, 2005).

Tiirkiye’de yillik ortalama sicaklik dagilisinda 6nemli farklar goze carpar
(Sekil 1.4). En yiiksek ortalama sicaklik degeri 20 °C civarinda iken bazi yerlerde 6
°C’nin altma iner. Yillik ortalama sicakliklar kiy1 bolgelerinde yiiksek dag siralarmin
cevreledigi i¢ kisimlardan yiiksektir. En yiiksek yillik ortalama sicaklik degerlerine
Akdeniz kiyilarinda erigilir. Akdeniz kiyilarim1 Ege, Marmara ve Karadeniz kiyilar
izler. I¢ Anadolu’ya gegilince yillik sicaklik degerleri belirgin sekilde azalir. Dogu
Anadolu’da ise yillik ortalama sicakliklar en diisiik degerlere inerler (Avci, 2005).
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Sekil 1.4 : Tirkiye’de sicakligin dagilisi.

1.5. Urticaceae

Urticaceae (1sirganotugiller) familyas: Urticales takimi igerisinde, her iki yarim
kiirenin tropikal ve subtropikal (Sekil 1.5) alanlarinda genis yayilis alana sahip bir
gruptur. Genel olarak yakici tiiylii, tekli tohumlari olan, ¢ogunda siitsii 6z bulunmayan,
basit yaprakli ozellikleriyle tanimlanmistir. Spesifik yakici tiiyleri tiim bitki geneline
yayilmis olup, kiiresel, ¢ubuksu, yildizs: sekiller gosterirler ve baz tiirlerde teshis edici

ozellik olarak kullanilmaktadir (Ayan ve ark., 2006).

Urticaceae familyasindaki bitkilerin biiyiik bir kismi ¢ok yillik olup, digerleri
tek yillik gelisim gostermektedirler. Genelde otsu forma sahip olmakla birlikte ¢ali

formunda olanlar1 da vardir (Ayan ve ark., 2006).

Tropik Bolge
~— Subtropik Bolge.

Sekil 1.5 : Diinya’nin tropikal ve subtropikal iklim bolgeleri.
(http://www.joabbess.com. Erisim tarihi; 06.04.2010).
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1.5.1. Urtica L. (Isirgan otu)

Isirgan Otunun Yapisal Ozellikleri

30-150 cm kadar biiytiyebilir.

Otsu, govdesi dik, dort kosemsi, basit veya tabandan itibaren dallanmistir.

Govdeyi ve yapraklart kaplayan tiiyler salgt maddesi ile doludur ve
dokunuldugunda patlar. Bir igne gibi deriye girerek siviyr akitir ve deri yiizeyinde
kizariklik olusturur.

Yapraklar1 sapli, oval sekilli, disli kenarli, tist tarafi koyu yesil renkli, 5-10 mm
uzunluklu, parlak yakici tiiylerle kaplidir.

Meyveler esmer renkte, findiksi, kiiciik, kat1 seklinde bir tohumdur. Bitki tohumla
biiyiiyebilir.

Bitkinin kokleri sar1 ve ¢ok dallidir.

Cigekler tek ve iki eseylidir.

Tiirkiye’de basta Karadeniz Bolgesi olmak tizere her bolgede yetisir.

Yapraklar mayis- temmuz aylarinda gévdeden siyrilarak toplanir.

Tohum temmuz - agustos aylarinda toplanir.

Kokler ilkbaharda ve sonbaharda sokiiliir, tiim organlar1 golgede kurutulur
(Eroztiirk, 2000).

Ulkemizde 5 tiirii bulunmaktadir (Sekil 1.6).

@ Urtica membranaces
® Urtica pitulifera

T Urtica urens

@ Urtica dioica

® Urtica haussknechti

Sekil 1.6 : Isirgan otu tiirlerinin Tiirkiye’deki yayilis1 (www.tubitak.gov.tr/tubives).



http://www.tubitak.gov.tr/tubives
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Ulkemizde bulunan tiirler; Urtica pilulifera (Sekil 1.7), Urtica membranacea
(Sekil 1.8), Urtica urens (Sekil 1.9), Urtica haussknechtii ve Urtica dioica (Sekil
1.10). U. Haussknechtii iilkemizde yalnizca Malatya’da yetismektedir (Se¢men ve ark.,
2004, www.tubitak.gov.tr/tubives/-17.09.2010).

Sekil 1.8 : Urtica membranacea

Sekil 1.9 : Urtica urens Sekil 1.10 : Urtica dioica

1.5.1.1. Urtica dioica

Urtica dioica L. ¢ok yillik, dioik ve otsu bir bitkidir (Tablo 1.2). Boyu bazen bir
metreyi geger (Baytop, 1996). Tiirkiye’deki yetisme alanlar1 cok yaygin olup her yere
dagilmistir (Towsend ve Davis, 1982., Baytop, 1983) (Sekil 1.11).

U. dioica‘min yapraklar1 karsilikli, basit ve kenarlar1 dislidir. Cigekler c¢ok
kiigiiktiir, erkek veya disi cicekler karisik bir sekilde toplanarak govde iizerinde
salkimlar halindedir (Celebi, 2001), (Sekil 1.12). Meyve tipi akendir (i¢inde tek tohum
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bulunan ve olgunlastiginda acgilarak tohumun ¢ikmasina olanak verecek 6zel baglanti

yerleri olmayan kuru meyve) (Sekil 1.13, 14).

Tablo 1.2 : Urtica dioica taksonomik smiflandirilmasi.

Alem: Plantae (Bitkiler)

Boliim: Magnoliphyta (Kapal1 Tohumlular)
Simif: Magnoliopsida (Iki Cenekliler)
Takim: Urticales

Familya: Urticaceae (Isirgangiller)

Cins: Urtica (Isirgan Otu)

Tiir: Urtica dioica (Biiyiik Isirgan Otu)

Taxa Comparison

& Urtica dicica

Sekil 1.11 : Urtica dioica nin Tirkiye’deki dagilimi (www.tubitak.gov.tr/tubives).
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Yapraklar Mayis-Temmuz
aylarinda toplanir.

7
e

Govde, baharda
55 diigiimlerinden kok salar.

\‘

<N\ R
Doktiigii minik tohum- X Yaz bagindan sonbahar
lartyla ya da yayilict basina kadar cicek acar.
koklerin filizlenmesiyl;
cogalir.

Tohum, Temmuz- Agustos
aylarinda toplanir.

Sekil 1.12 : Urtica dioica nin hayat dongiisti.

U. dioica L. bitkisinin kokleri, govdesi, yapraklari ve tohumlari tedavi amagl
olarak kullanilir (Baytop, 1996). Mineralce zengin yapraklarinda demir, kalsiyum,
magnezyum, fosfor, potasyum, A, C ve K vitaminleri bol miktarda bulunur. Tedavi
amacl kullanim alani, ¢ok eski tarihlere kadar dayanmakta olup oldukca genistir. Kan
temizleyici, idrar arttirici, istah agici, kemik erimesini 6nleyici, deri hasarlarini giderici,
sindirimi diizenleyici, siit salgilanmasini baglatict ve ishal kesici etkileri oldugu

bilinmektedir  (http://www.rain- tree.com/nettles.html).
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Pt Gpederecoae

Cicek ortusi

Erkek cigek

Disi gicekler ¢——

Yaprak

Govde ve
da

salgi tayleri

Meyve

Tohum <«

O H oo e Grofie Sremmefel.

Sekil 1.13 : Carl Linnaeus tarafindan siniflandirilmis olan Urtica dioica’nin morfolojik

yapisl.

Sekil 1.14 : May1s-2010 déneminde Istanbul-Avrupa yakasindan toplanan 1sirgan otu

(U. dioica) ornegi.

U. dioica‘nin timiinde, asetik asit, asetofenon, ferulik asit, P-kumarik asit, asetil

kolin, folasin, histamin, koproporfirin, likopen, biitirik asit, protoporfirin, serotonin ve
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ksantofil bulunmaktadir. Yaprak kisimlarinda ¢inko, sodyum, rubidyum, potasyum,
brom, fosfor, klor, azot, molibden, krom, mangan, kursun, demir, bakir, kobalt,
magnezyum, kalsiyum, bor, aliiminyum gibi kimyasal elementlerin yaninda tiamin,
riboflavin, niasin, gibi vitamin gruplar1 ve bunlarla beraber ¢esitli karbonhidrat, seliiloz
ve betain gruplari bulunmaktadir. Tohumlar1 ise gliserol, linoleik asit, oleik asit,
palmitik asit ve c¢esitli proteinler igermektedir (http://www.ars-grin.gov/cgi-

bin/duke/farmacy?2.pl).

U. dioica nin kuru maddesi % 18 protein, % 14,5- 17 albiiminli maddeler, % 2,5
yagli maddeler ihtiva eder. Tohumlarda % 8-10 civarinda sabit yag bulunur. 1 kg taze
bitki 130 mg C vitamini, 730 mg karotin ve oksalat igerir. Yakici tiiyleri igersinde
asetilkolin, histamin ve formik asit bulunur. Yapraklar; K, vitamin B1, provitamin A,
trtisin glikozidi, sistosterin, sepi maddeleri, ksantofil, kiilii ise % 6,3 demirtrioksit,

silisyum, potasyum, kalsiyum igerir (Kog, 2002) (Tablo 1.3).

Tablo 1.3: Isirgan otunun yapisinda bulunan maddeler. http://www.ars-grin.gov/cgi-
bin/duke/farmacy?2.pl. Erisim tarihi: 06.12.2010; (Y1ldiz, 2008).

Yaprak Biitiin bitki Tohum Tiiyler

Cinko
Sodyum
Rubidyum
Potasyum
Brom
Fosfor
Klor

) Azot
Kimyasal Molibden
element Krom
Mangan
Kursun
Demir
Bakar
Kobalt
Magnezyum
Kalsiyum
Bor
Aliiminyum
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Tiamin Folasin
Riboflavin 130mg Cvitamini
Aminoasit- Niasin (1 kg iginde)
s Beta-karoten 730mg karotin
Vitamin K vitamini (1kg icinde)
Provitamin A Oksalat
%18 protein
Kuru %14,5-17 albiiminli %8-10 sabit
madde madde yag
%?2,5 yagli madde
Asetik asit
Asetofenon
Ferulik asit
Karbonhidrat P-kumarik asit Gliserol Asetilkolin
Diger Seliiloz Asetilkolin Linoleik asit Histamin
betain Histidin Oleik asit Formik asit
gruplari Koproporfirin Palmitik asit
Likopen
Biitirik asit
Protoporfirin
Serotonin
Ksantofil

1.5.1.2. Isirgan Otunun Etkileri ve Kullamim Alanlari

Anti-inflamatuar etki: Isirgan otunun hem yapraklari hem de koklerinin, TNFa, IL-1
gibi proenflamatuar sitokinlerin asir1 stimulasyonunu 6nledigi gosterilmistir. Sitokinler

immun sistemin mesajcilar1 olarak diisiintilebilir (Telo, 2006).

Anti-viral ve immun denge: Isirgan otu kokiinden UDA (Urtica dioica agglutinin)
stiper lektin denen kii¢iik molekiil agirlikli lektin elde edilmistir. UDA N-asetil
glukozamin spesifik lektin olarak kabul edilmektedir. Bu siiper lektinin HIV, soguk
algimhigr ve influenzadan sorumlu virusleri inhibe ettigine dair kanitlar mevcuttur.
Ayrica UDA T hiicre sitlimiilanidir. CD4+ ve CD8+ T-hiicrelerinin her birini ayirt
edebildigi gibi T hiicre aktivasyonu ve sitokin iiretimine neden olabilme kapasitesinden
dolay1 diger klasik T hiicre stimiilanlarindan farklidir. Isirgan otundaki siiper lektin

dengeyi korumak i¢in immun sistemi stimiile etmektedir (Telo, 2006).

Antioksidan etkileri: Isirgan otu yaprak ekstraktlarmin lipid peroksidasyonu iizerine
belirgin inhibitdr etkileri gdsterilmistir. Yapilan bir ¢calismada 1sirgan otunun, serbest

radikal olusumunun bir belirleyicisi olan MDA (malondialdehit)’nin, yilikselmis
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diizeylerini azaltmasi bir antioksidan aday1 olabilecegini gdstermistir. Yine bir
calismada 1sirgan otu ekstraktinin serbest radikal olusumu {izerine etkili azaltic1 giicii
aktivitesi oldugu gosterilmistir. Linoleik asit peroksidasyonunda 1sirgan otu
ekstraktlarinin ilag¢ olarak verilmesi a-tokoferolden daha fazla antioksidan aktiviteye
sahip oldugu belirtilmistir. Isirgan otunun ekstraktindan ¢ok sayida flavanol glikozidler

izole edilmistir (Telo, 2006).

Iyi huylu prostat hipertrofisi ve Prostat kanseri: Isirgan otu koklerinin kaynatilmasi
ile elde edilen cayin, iyi huylu prostat hipertrofili hastalarin yasam kalitesini arttirmasi
poliliri ve nokturiyi azaltmasina bagli oldugu gosterilmistir. UDA gibi kokteki
bilesimler prostat hiicrelerinde membran Na+ -K+ -ATPazini inhibe ederek prostat
hiicre metabolizma ve biiylimesini siliprese etmektedirler. Bu lektin immiinstimulator
aktivite gostermekte ve epidermal biliyime faktor reseptorii ile etkilestigi

varsayillmaktadir (Telo, 2006).

Diger etkiler; Isirgan otu yaprak ve kokleri kan temizleyicisi ve diiiretik olarak,
bitkinin inflizyonu ise nasal ve menstrual kanama, diabet, romatizma egzema anemi, sag
kayb1 ekspektoran ve antidiyareal olarak kullanilmaktadir (Fijalek ve ark., 2003).
Kardiovaskiiler etkileri, insan lenfosit proliferasyonunu stimiile ettigi, notrofiller
lizerine gliglii immiin stimiilator etkileri gosterilmistir (Cetinus ve ark., 2005). Isirgan
otu ekstraktinin antibakteriyel aktivite gosterdigi ve {llser olusumu azalttig

ispatlanmistir (Giilgin ve ark., 2004) (Tablo 1.4).

1.5.1.3. Isirgan Otu Tarim

Isirgan otu bitkisinin baskin bir tiir olmast ve nemli alanlarda hizla gelismesi
sebebiyle yetistiriciligi kolaydir. Cok yillik 1sirgan otu tiirii olan ve lif {iretimi amaciyla
yetistiriciligi yapilabilen U. dioica, aym araziden uzun yillar verim alinabilen bir

bitkidir.

a. Toprak Istekleri

Isirgan otu bitkisi, besin maddelerince zengin, agir, humuslu, nemli ve yabanci
otu bulunmayan topraklarda daha iyi gelismektedir. Iklim adaptasyonu bakimindan 6zel

istekleri yoktur ve bu nedenle kuzey ve giiney yarimkiirenin 1liman bdlgelerinde yaygin
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olarak bulunmaktadir. Toprak seciciligi yoktur. Isirgan otu bitkisi farkli karakterlerdeki

topraklarda yetistirilebildigi gibi

fazla giibrelenmis arazilerde yapilan tarimda

karsilagilan problemlere karsi da ¢6zliim olabilmektedir. Bu nedenle hem marjinal

alanlarin tarima Kazandirilmasinda hem de fazla giibrelenmis yerlerde rahatlikla

yetistirilebilmektedir (Ayan ve ark., 2006).

Tablo 1.4: Isirgan otunun kullanim alanlart.

Ila¢ olarak kullanimi

Gida olarak kullanimi

Diger kullanim
alanlan

Astim
Akciger iltihab1
Hemoroid
Karaciger iltihab1
Anemi
Kanser
Bobrek rahatsizligi
Solunum yollar1
rahatsi1zlig1
Oksiiriik tedavisi
Sa¢ dokiilmesi
Nefes darlig1
Fel¢
Tansiyon
Mide agrist
Mantar enfeksiyonlari
Kemik erimesi
Kadin hastaliklar1
Hipertansiyon
Bobrek tasi diisiirme
Hazmi kolaylastirma

Cay olarak kullanimi
(kok, tohum ve yaprak caylari)
Isirgan otu tentiirli hazirlanarak
Direk yapraklarin yemeklerde
kullanilmastyla.

Glibre
Lif
Boya
Kozmetik

b. Uretim Sekli

Isirgan otu tarla tesisi tohumla veya fide yetistirerek yapilmaktadir. U. dioica

ayrica stolonlar ve tepe slirglinlerinin koklendirilmesi ile vejetatif olarak da

cogaltilabilmektedir. Fide ile {iretimde ise dncelikle hazirlanmis olan fide yastiklarinda

fidelerin yetistirilmesi gereklidir. Isirgan otu bitkisi i¢in nisan-haziran ve eyliil-ekim

donemleri olmak iizere 2 farkli zamanda tarla tesisi yapilabilir. Ancak, eyliil donemi
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tarla tesisi sicak bolgeler i¢in Onerilebilir, aksi takdirde geng bitkiler kistan zarar goriir.
Tohumlarin ¢ikist 10-15 giin civarinda bir siire aldigi i¢in yapilacak fideligin 6zelligine
ve iklim degerlerine bagh olarak fideliklere tohum ekimi yapilmalidir. Fideliklerin
giinesli bir bolgede ve ortii alt1 yetistiriciligi seklinde yapilmasi durumunda daha kisa
stirede fide gelisimi saglanabilmektedir. Elde edilen fideler ile lif iiretimi amaclaniyor
ise 75 cm araliklarla tarlaya yerlestirilmelidir. U. dioica 1,5 m ve bazi arastiricilara gore

2-4 m boylanabilir (Ayan ve ark., 2006).

1.6. Antioksidanlar ve Isirgan Otu Antioksidanlar:

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom
veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlardan dolay1 oldukca
reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylar
esnasinda meydana gelebildigi gibi organizmanin ¢esitli dis etkenlere maruz kalmasiyla
da meydana gelebilir. Serbest radikal hasarlari, hiicreyi olusturan organellerle ve bu
organellerin supromolekiiler yapilarinin igerdigi molekiiler bilesiklerle iliskilidir. Bu
yapt ve organeller mitokondriler, lizozomlar, peroksizomlar, nukleus, endoplazmik
retikulum ve plazmam membranidir. Bunlarin tamami membranl yapilardir ve hiicrenin

metabolik fonksiyonlar1 i¢in gerekli elemanlaridir (Colli, 2007).

Normal metabolik reaksiyonlar sirasinda, serbest radikallerin endojen olarak
ortaya ¢ikmalar1 nedeniyle, tiim aerobik organizmalar doku hasarindan korunmak i¢in
antioksidant savunma mekanizmalarin1 gelistirmislerdir. Antioksidantlar, okside
edilebilir substrata oranla daha diisiik konsantrasyonlarda bile, substratin
oksidasyonunu geciktiren, engelleyen maddelerdir (Cao ve Prior, 1999). Fizyolojik
kosullarda, organizmada oksidant etkenler ve antioksidant mekanizmalar bir denge

halinde bulunmaktadir (Yavuz, 2002).

Isirgan otunda tespit edilen bazi antioksidanlarin, geleneksel tedavide onemli
etki mekanizmalarina sahip olmasiin nedeni olarak diisiiniilmektedir (Giilgin, 2004).
Yapilan ¢alismalarda 1sirgan otunda tespit edilen bazi antioksidan maddeler; vitamin E
(Tutem, 1997), vitamin C (Apak, 2004; Giglii, 2005), katesin, ferulik asit, riboflavin,
niasin (http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/duke/farmacy2.pl; Yildiz, 2008) ve proteinler
(Sozgen, 2006) dir.
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1.7. Fenolik Bilesikler ve Isirgan Otu Fenolik Bilesikleri

Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin kendilerine has renk, tat, aroma ve
dokuya sahip olmalarin1 saglayan bilesiklerdir. Bitki biinyesinde meydana gelen bir¢ok
metabolik olayda Onemli roller iistlenmektedirler (Gao ve Mazza, 1995). Bitkiler
tizerinde sahip olduklar1 Ozelliklerinin yaninda, insan saglhigi iizerinde son derece
onemli olan serbest radikalleri baglama yetenegine de sahiptir (Visioli ve Galli, 1998;

Cetinus, 2005).

Fenolik bilesiklerin, kardiovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkilerinin
bulundugu (Keevil ve ark., 2000; Serafini ve ark., 2000; Cul ve ark., 2002) antimutajen,
antikanserojen (Bell ve ark., 2000; Agarwal ve ark., 2003; Sanchez, 2006) ve
antimikrobiyal (Nychas ve ark., 2003) 6zelliklere sahip oldugu da yapilan pek ¢ok
arastirma ile tespit edilmistir. Yildiz ve arkadaslarinin 2008°de yaptig1 calismaya gore;
gallik asit, klorogenik asit, rosmarinik asit, kaemfenol, mirisetin, kuersetin, hesperidin

gibi fenolik bilesiklerin varlig1 tespit edilmistir.

1.7.1. Flavonoidler

Flavonoidler; dogal olarak bulunan fenollerin en biiyilk gruplarindan birini
olusturmaktadir. Onemli antioksidan ve kelatlama &zelligine sahip, diisiik molekiil
agirlikli ve en genis bitki fenolikleri smifidir. Ayrica sahip olduklar1 biyolojik
etkinliklerinden dolay1 bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda en O6nemli bilesik

siiflarindan birisini olugturmaktadir (Isik, 2005).

Dogada, bir¢ogu yaprak, ¢igek ve kokte bulunan 4000’den fazla flavonoid
cesidi vardir. Cesitli meyve ve sebzede bol miktara bulunurlar (Karaman, 2008). Insan
ve hayvanlarda mide-bagirsak sisteminden emilirler veya degismeden ya da
metabolitleri halinde idrar ve diski ile atilirlar (Cook ve Samman, 1996). Flavonoidlerin
en yaygin smifi flavonollerdir ve en dnemli bilesikleri kuersetin, kuersetin glikoziti
rutin, kamferol, mirisetin, izoramnetindir. Kuersetin  bitkilerin en temel

flavonollerindendir (Karaman, 2008).
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1.7.2. Fenolik Asitler

Bitkilerde yiiksek miktarda bulunan fenolik asitler, hidroksisinnamik ve

hidroksibenzoik asitleri igeren iki gruptan olusur (Cadenas ve Packer, 2002).

Hidroksisinnamik asitler, fenil-propanoid tiirevleridir ve genellikle bitkisel
gidalarda bulunur (Abu-Amsha, 1996). Hidroksi sinnamik asitler, bitkilerin fenolik
metabolizmalarinda merkezi rol oynayan ve fenil alaninin biyosentetik tiirevi olan
fenolik bilesenlerdir. Bu bilesikler ayn1 zamanda flavonoidlerin onctistidiir ve bitkilerde
hiicre duvarinin yapisina katilirlar (Heler ve Forkman, 1993). Genellikle bu tiir fenolik
asitler bitkilerde esterleri halinde veya sekerlerle, organik asitlerle veya yaglarla

birlesmis halde bulunurlar.

Hidroksi benzoik asitler, yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi
ve sayilarma gore cesitlenirler. Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal
stiptiriictilerdir Dihidroksi benzoik asit tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil

gruplarinin pozisyonlaria baglidir (Karaman, 2008).

1.7.3. Fenolik Polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler, yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Koyu renkli ve tadi
buruk bilesiklerdir (Cadenas, 2002). Polimerik yapidaki yiiksek molekiil tartisina sahip
tanenler kondanse ve hidrolizlenebilir olmak {izere iki alt simifa ayrilir. Kondanse
tanenler polimerik flavonoidlerdir. Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve benzer

bilesiklerin karbonhidratlara esterlenmis yapilaridir (Yildiz, 2008).

1.8. Elektron Aktarrmina Dayalh Toplam Antioksidan Kapasite Tayin

Yontemleri

1.8.1. CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu (II) iyonu

Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Hem hidrofilik hem de lipofilik maddeler i¢in elverisli, basit, ucuz, pratik, segici

ve duyarl bir antioksidan kapasite tayin yontemidir.
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CUPRAC yoOnteminde reaktif, amonyum asetat tampon ortaminda iyi bir
yiikseltgen olan bakir (I1)-neokuproin ¢6zeltisidir. Reaktifin indirgenmesiyle olusan Cu
(D-neokuproin kelatinin 450 nm dalgaboyundaki absorbansi okunmaktadir. Bu
yontemde, toplam antioksidan kapasite, bakir (I1) iyonu indirgeme kapasitesi cinsinden
Olciildigiinden diinya literatiiriine CUPRAC adiyla kazandirilmistir. Toplam
antioksidan kapasite/aktivite tayininde kullanilan bu spektrofotometrik yontem; bakir
(IT) kloriir ¢ozeltisi, neokuproin c¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7 tamponu)
¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra, iizerine tayin edilecek herhangi bir antioksidan
cozeltisi ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika sonunda referansa karsi 450

nm’de absorbans degerlerinin 6l¢iilmesinden ibarettir (Apak, 2004) (Sekil 1.15).
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I SR
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ﬁ 'll.:! \ \
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i [ — M ——— = T

1AL 440 4500 S} 550 i

Calgaboyu [nm)

Sekil 1.15 : (A) Cu (I1)-Nc, (B) Cu (I)-Nc komplekslerinin spektrumlari.

Bitki 6rneklerinin CUPRAC yontemiyle toplam antioksidan kapasiteleri Troloks
esdegeri olarak hesaplanir. Troloks i¢in dogru denklemi (kalibrasyon denklemi)

asagidaki gibidir.
y = Ecuprac X +0,0048 (R?=0,9994)

Tiim hesaplamalarda Troloks igin Ecuprac (molar absorblama katsayisi) degeri

1,62X104 kullanilmstir.
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1.8.2. TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)/ ABTS Yontemi

Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS
yontemi, ilk olarak Miller ve ark. (Miller, 1993) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem;
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal katyonunun
absorbansinin hidrojen verici antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesine dayanan bir
metoddur. 730 nm’de Olglilen abzorbansdan (Sekil 1.16) yararlanilarak toplam
antioksidan kapasitesi troloks cinsinden bulunur. Bu nedenle bu yonteme “troloks
esdegeri antioksidan kapasite yontemi” (ABTS/TEAC) adi da verilir. Troloks igin
dogru denklemi (kalibrasyon denklemi) asagidaki gibidir.

y = Eagts X — 0,0322 (R*=0,9998)

Tim hesaplamalarda Troloks i¢in Eagts (molar absorblama katsayisi) degeri

2,75X104 kullanilmustir.
ABTS 7 katyon radikalini olusturmak igin, ABTS; myoglobin ve H,0; ile
inkiibe edilir (Girotti, 2002).

HX-Fe" + H,0, ——» X-[Fe" (O] +H,0
ABTS + X-[Fe"(0] ——» ABTS ™ + HX-Fe"
(HX-Fe" = myoglobin;  X-[ Fe'V(O] =ferrilmyoglobin)

W D L

380 480 580 80 780 280

DALGAEOTT ()

Sekil 1.16 : ABTS™ radikal katyonunun absorbsiyon spektrumu
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1.9. Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

1.9.1. Folin-Ciocalteu Yontemi

Bu yontem antioksidanlarin toplam fenolik igerigini 6l¢mek icin gelistirilmistir
(Singleton ve Rossi, 1965; Singleton ve ark., 1999). Yontemde kullanilan CuSO, (bakir
(II) siilfat) alkali ortamda protein veya antioksidan ile kompleks yapar. Folin fenol
reaktifi (fosfo molibdik fosfotungstik asit) eklendiginde, folin reaktifi proteine baglanir.
Protein veya antioksidanla Cu (II)’nin reaksiyonundan agiga ¢ikan Cu (I) olasilikla
molibdatotungstat ayiracini heteropoli mavisine indirger ve rengi saridan maviye
doniisiir. Reaksiyon tamamlaninca 750 nm’de Ornek absorbanslari olgiliir. Bitki
orneklerinin toplam fenolik igerikleri gallik asit esdegeri olarak hesaplanir. Gallik asit

icin dogru denklemi (kalibrasyon denklemi) asagidaki gibidir.

y= Erolin-Ciocalteu - 0,0545 (R2 = 0,9979)

Tiim hesaplamalarda Gallik asit i¢in Erojin-ciocaiteu (Molar absorblama katsayisi)

degeri 3,25X103 kullanilmustir.

1.10. Bitkilerde Kullanilan Belirtecler

Belirtegler, kalitimsal modelleri morfolojik, biyokimyasal veya DNA
seviyesinde izleyebildigimiz "karakter"lerdir. Bu karakterler dogrudan olmamasina
ragmen, bir organizmadaki ilgilenilen diger oOzelliklerin genetikleri hakkinda bilgi
saglamalarindan dolay1 belirte¢ diye adlandirilirlar. Genel olarak belirtegleri; morfolojik

ve molekiiler belirte¢ler olmak {iizere iki ana grupta toplamak miimkiindiir (Dogag,
2008).

1.10.1. Morfolojik Belirtegler

Klasik morfolojik belirtegler, genotipik tanimlama amaciyla
kullanilabilmektedir. Morfolojik belirtecler, kolay elde edilebilmeleri ve bazi
durumlarda kullanimlar1 mutlak gerekli olmasina ragmen, c¢evresel faktorlerden
etkilenebilmekte ve yanlis kararlara yol agabilmektedirler. Fenotipik 6zelliklerin
genetik kontrol mekanizmasinin tam bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve aranilan

fenotipik 6zelliklerin, uygun biiyiime asamasinda ortaya ¢ikiginin uzun zaman almasi,
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bitki 1slah¢ilarint daha hizli ve dogru karar vermekte yardimci olan, belirteg

sistemlerine yonelten diger sinirlayict etkenlerdir (Dogag, 2008).

1.10.2. Molekiiler Belirtecler

Protein ya da DNA'da bulunan polimorfizme dayanan molekiiler belirtegler’in
gelistirilmesi; taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik ve bitki 1slah1 aragtirmalarini biiyiik

oranda kolaylastirmistir (Weissing, 1995).

Populasyonlarin  karakterizasyonu ve taksonomisinde kullanilan bir¢ok
molekiiler yontem vardir. Protein elektroforezi, DNA Parmak izi Metodu, Rastgele
Amplifiye Olmus Polimorfik DNA (RAPD), Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Amplifiye Olmus Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP),
DNA dizi analizi, Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)
bunlardan bazilaridir (Kilicoglu ve Ozkog, 2008; Ergiiden, 2007).

DNA belirtecleri stabildirler, tiim dokularda ortaya ¢ikabilirler, ekolojik
kosullardan etkilenmezler. Biitiin bir genomun analiz edilebilecegi DNA'y1 elde etmek
i¢cin az miktarda bitki dokusu yeterli olmaktadirlar. Bitkiden alinan herhangi bir kisim
DNA izolasyonu i¢in kullanilabilir (Botstein ve ark., 1980).

Tiim yiiksek yapili organizmalarin (6karyotlar) genomlarindaki bir veya daha
fazla ozelligin karakterizasyonu DNA bantlarinin ortaya koyulmasi ile olur. Farkli
bliytiikliikte ve farkli sayidaki DNA bantlarinin analizi her birey i¢in 6zeldir. Bu
bantlarin ortaya koyulmasi ile her birey i¢in DNA parmak izi elde edilmis olur. DNA
profillerinin ¢ikarilmas1 ve spesifik DNA parmak izlerinin elde edilmesindeki

basamaklar su sekilde siralanabilir;

¢ Bitkisel materyalin temini,

¢ Bitkisel materyalden DNA izolasyonu,

e Kullanilacak yonteme gore, genetik materyalin ¢cogaltilmasi (PCR),

e Bireyler arasindaki polimorfizimin farklt DNA belirte¢ teknikleri (RAPD),

e DNA bant profillerinin spesifik bir programda analiz edilmesi. (Dogag 2008).

Dogadaki yabani tiir ve varyetelerin toplanmasi ve molekiiler diizeyde
tanimlanmasi ekonomik degeri olan cesitlere yeni ve iistiin 6zellikler kazandirilmasi

agisindan énemlidir (Bothmer ve ark., 1991).
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1.10.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Uygulamalar:

PCR, genomik DNA dizisi bilinen veya dizisi heniiz tespit edilmemis olarak
klonlanan yabanct DNA'nin ¢ogaltilmasimi (amplifikasyonu) ve bunun dizi analizini
tespit etmeye yarayan onemli bir tekniktir. Giinlimiizde olduk¢a 6nem arz eden insan
genom projesi bu teknik sayesinde yapilmistir (Dilsiz, 2004). PCR'i 6nemli yonii 6zel
bir DNA dizisini se¢ip ¢ogaltarak istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasini dnlemesidir.
Bu 06zellik sadece dizinin taninmasii kolaylastirmakla kalmaz, ek olarak DNA'nin

analiz edilmesini de saglar (Saiki ve ark. 1985; Dilsiz, 2004).

PCR’1in temeli; DNA denatiirasyonu, primerlerin birlesmesi ve DNA
polimerizasyonu ilkelerine dayanir. Cogaltilmasi istenen DNA bolgesinin her iki
ucunda belli sayida diziyi tantyan ve DNA'nin her iki zincirini de tamamlayici olan bir
baslatict oligoniikleotid (primer) ¢ifti zit ve birbirleriyle ¢akisan yonlerde ilerleyen
DNA sentezinin ¢ok sayida dongiide gerceklestirilmesinde kullanilir. Her dongiide ¢ift
sarmallit DNA, iki yeni ¢ift sarmalli molekiiliin yapilmasini saglar. Bu da teorik olarak

her dongiide DNA dizilerinin sayisal olarak ikiye katlanmasina yol agar (Kumar, 1989).

Uygun primer se¢imi PCR’in basarisin1 etkileyen en oOnemli faktordiir.
Genellikle 15-30 baz uzunlugunda sentetik oligoniikleotidler kullanilir. Ideal bir
primerde G-C oran1 %50 olmali, amplifiye edilecek kaliba 6zellikle 3’ ucuna uymalidir.

Iki primer hemen hemen ayn1 erime &zelliklerine sahip olmalidir (Culcu, 2007).

PCR ii¢ asamada ger¢eklesmektedir.
1. DNA ipliklerinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon),
2. Primerlerin baglanmasi (annealing),

3. Primerlerin uzamasi (extension).

DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) asamasinda, sicaklik ile
cogaltilmak istenen DNA ¢ift iplikten tek iplige doniisiir. Yiiksek 1sida sarmallar1 bir
arada tutan hidrojen baglarmin ayrilmasi igin DNA denatiire edilir. Primerlerin
birlesmesi (annealing) asamasinda DNA igin spesifik olan ve primer adi verilen
oligoniikleotid, ilk evrede elde edilen DNA tek sarmali lizerinde kendisine tamamlayici
olan niikleotid dizisi ile birlesir. Primerler hedef DNA’nin amplifikasyonunu baglatmak

icin kullanilir. Bu sebeple primer (6ncii) olarak adlandirilir. Primerin baglanmasi
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sirasinda 1s1 40-60 °C ye diisiiriiliir. Pimerlerin baglanmasi icin gereken 1s1 ve siire

amplifikasyon primerlerinin yogunlagsma ve uzunluklarina baghdir.

Primerlerin uzamasi (extension) asamasinda tamamlayici diziyle birlesen primer
hibritlestigi sarmalin karsiligini sentezler. Bu sentez i¢in termostabil 6zelligi olan
Thermus aquatis adli bakteriden elde edilen Taq polimeraz enzimi kullanilir (Erlich ve
ark., 1991; Culcu, 2007). Taq DNA polimeraz enziminin aktivitesi i¢in ortamda serbest
magnezyum iyonlarina ihtiya¢ vardir (Dilsiz, 2004).

PCR tekniginde bu ii¢ temel asama bir dongiiyii olusturur ve bu dongii 30-45
defa tekrarlanir. Bu dongiilerin sonunda elde edilen PCR iriinlerinin tanimlanmasinda
agaroz jel elektroforez yontemi kullanilir (Sekil 1.17). Bu yontemde elde edilen iiriinler

agaroz jel kullanilarak ultraviyole 151k kaynaginda goriiniir hale getirilir (Culcu, 2007).

PCR ile sag teli, sperm ve degisik dokulardan elde edilen az sayidaki hiicreden
DNA amplifikasyonu yapilabilmektedir. Zarar gérmiis, kirtlmis DNA kalibindan DNA
elde edilmesinde, genetik haritalarin olusturulmasinda, kalitsal hastaliklarin bir¢ogunun
teshisi ve patojen organizmalarin DNA'larinin teshisinde PCR teknigi basariyla

uygulanmaktadir (Culcu, 2007).

1.10.2.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA- Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA) ve Uygulama Alanlar:

RAPD, 1990 yilinda gelistirilmis olup, rastgele secilmis kisa oligoniikleotid
primerler kullanilarak ¢ogaltiminin yapilmasi ve ¢ogaltim iiriinlerinin jel elektroforezi
ile ayrilmasi esasina dayanir (Welsh ve Mc Clelland, 1990; Williams ve ve ark., 1990).
RAPD yonteminin temel teknigi, yiiksek saflikta DNA elde ettikten sonra kisa
uzunluktaki (6-10 baz) primerleri ekleyerek PCR yapmay1 ve son olarak iriinleri jel
elektroforeziyle elektriksel alanda yiiriiterek UV altinda ortaya c¢ikan farklilig:
gozlemlemektir (Arif ve ark., 2010) (Sekil 1.17).

RAPD yontemi PCR yontemi baz alinarak gelistirilmistir (Atienzar, 2006; Vural
ve Dageri, 2009). RAPD sonrasi elde edilen sonuglar her deneyde degisen baglanma
noktalar1 (Budak ve ark., 2004), ekipman ve kisi farkliliklar1 nedeniyle her defasinda

ayni sonucu vermemektedir (Arif ve ark., 2010). RAPD c¢alismalarin da kullanilan
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primerler genellikle on baz uzunlugunda olmakla beraber, daha uzun ya da daha kisa
olan primerler de c¢aligmalarda kullanilabilir. Boylece daha kisa primerlerin
kullamimiyla daha yiiksek oranda polimorfizm belirlenebilirken, daha uzun
primerlerden de ¢esitli haritalama ve parmak izi analizlerinde yararlanilabilir (Kavakli,
2006; Yesbek, 2007). Ayrica primerlerin ¢ok degisik DNA bolgelerine baglanma
olasthigmi arttirmak i¢in daha diisiik sicaklik dereceleri (34-36 °C) kullanilmaktadir
(Williams ve ark., 1990).

RAPD-PCR sonrasi elde edilen monomorfik bantlar tiire 6zgii bantlar olarak
diistiniilmektedir. Her tiir i¢inde, bu tiire 6zgii bantlar homozigot bdlgeler ya da alanlari
temsil eder (Zhou ve ark., 2005). Taksonomik karisikliga sahip olan bazi tiirlerin
(safron gibi) kiiltiir ve koruma stratejileri, polimorfik ya da monomorfik oldugunun
belirlenmesi RAPD ile miimkiin olabilmektedir (Rubio-Moraga ve ark., 2009). Bazi
genlerin tanimi igin, gen gruplart yada genomlari bulunmali ve bireyler arasi

degismeyen bdlgeler ile olan benzerlikleri ortaya ¢ikarilmalidir (Altukhov ve ark.,

2000).

RAPD yontemi yaygin olarak genetik cesitlilik arastirmalarinda polimorfizmin
belirlenmesinde, soy agaci ¢ikarilmasinda (akrabalik iliskilerinde), genetik
haritalamada, genotipik farklilasma, molekiiler taksonomi, zararli genlerin
belirlenmesinde ve cinsiyet markeri gibi g¢esitli uygulamalarda o6zellikle farkli
topluluklar arasinda ve hatta ayni1 organizmanin farkli doku, organ ve kisimlar1 arasinda
farklilasma ve farklilasma kapasitesi i¢in kullanilmaktadir (Atienzar, 2006; Bharmauria
ve ark., 2009; Uzonur ve ark., 2004; Alpsoy ve ark., 2010; Kekeg ve ark., 2010).

RAPD ile yapilan calismalarda genomik kararsizliga sahip kanser hiicrelerini
bulma ile ilgili ¢alismalarda yararli oldugu ortaya ¢ikmistir (Atienzar, 2006). Bunlarin
yaninda, genetik haritalarin olusturulmasi, tohumlarin test edilmesi, varyasyon/tiir
tanimlanmasi, marker yardimli se¢ilim ve bitki 1slah1 ¢alismalar1 kullanim alanlarindan

bazilaridir (Yesbek, 2007).

Ekotoksikolojik calismalarda RAPD degiskenleriyle yapilan farkli PCR
sonuclarinda ortaya cikan bantlarin fazla/az olusu ile toksikolojik degerlendirmeler

yapilabilmektedir (Atienzar, 2006).
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Sekil 1. 17 : RAPD-PCR reaksiyonunun sematik gosterimi

RAPD-1, RAPD-2 reaksiyolar1 bir tane primer ve iki tane farkli kalip DNA
kullanilmistir.

a) Oklar reaksiyona katilmis olan ayn1 diziye sahip primerin kopyalaridir
b) Oklarin yonii DNA sentez yoniinii belirlemektedir
c¢) Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir

1.RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla iiriin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki
DNA dizisinin ¢ogaltilmasiyla {iriin B olusmaktadir.

2.RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlar1 arsindaki bolgedeki DNA
dizisinin
cogaltilmasiyla {irtin B olugsmaktadir.

Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ ye eklenen primerlerin tiimiinden PCR sonucu bant

elde edilemez. Elde edilebilen bantlar agaroz jelde goriintiillenmektedir.



BOLUM 2

MATERYAL ve METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Bitki Ornekleri

Urtica dioica bitkisi ile ¢aligilmistir. Yilda iki defa (ilkbahar- sonbahar) ¢i¢ek
acmas1 tedavi amacl kullanimda her doénemde elde edilmesini kolaylastirmaktadir.
Sekil 2.1°de bu donemlerde toplanan 1sirgan otunun alindigi sehirler ve toplama zamant
gosterilmistir. Orneklerin toplanmasi ve ulasimi sirasinda zarar gérme orani en aza
indirilecek sekilde muhafaza edilmistir. Laboratuara ulastiktan sonra deneylerin
yapilacag: siireye kadar igeriginin bozulmamasi icin gerekli 1s1 derecesi olan -30 °C’de

muhafaza edilmistir.
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Sekil 2.1 : Tirkiye’nin farkli sehirlerinden ve farkli donemlerde alinan U. dioica

ornekleri.



2.1.2. Cihazlar

Termal Dongii Cihaz: :

Santrifiij :

Derin Dondurucu :
Buzdolaba :
Elektroforez :
Transliiminator:
Vorteks :

Hassas Terazi:
Pipetler :

Pipet Uclar :

Spektrofotometreler:

Florometre :

Su banyosu:
Isitict :

Ultrasonik banyo :

Homojenizatdr :

TECHNE TC-512(UK)

Hettich, Mikro 22

BEKO

Philips, (+4°C, -20°C), Sanyo MDF-U332 (-30°C)
Mupid-One

Bio-Rad GelDoc 2000

IKA LABORTECHNIK

Sartorius, Scaltec SPB 54

Thermo, Electron Corporation CH57666-4500
Neptune BT brand barrier tips

UNICAM HeAios a

Qubit™ Florometer

GFL

WiseStir Wisd Laboratory Instruments MSH- 20A
Sonamak Ultrasonic Cleaner

IKA LABORTCHNIK Ultra Turrax T 25 basic

2.1.3. Kullanilan Kimyasallar

2.1.3.1. Bitki Su Infiizyonlar1 ve Metanol Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

32

Metanol ve su ile hazirlanan 1sirgan otu ekstraktlari i¢in % 70’lik metanol ve

distile su kullanilmistir.

2.1.3.2. Kimyasal Analiz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Toplam antioksidan kapasite 6l¢iilmesini saglayan CUPRAC yo6nteminde, ; 1,0

x 10 M bakar (I) kloriir (CuCl,-2H,0) ¢ézeltisi ve 1 M amonyum asetat tampon (pH
7.0) ¢ozeltisi (NH4AC) distile suda, 7,5 x 10° M Neokuproin ¢ozeltisi % 96’11k etanol

(EtOH) ile hazirlanmustir.

Toplam antioksidan kapasite Ol¢lilmesini saglayan diger bir ydntem olan

ABTS’de; 4,0 x 10° M ABTS (2,2°-azinobis [3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat]) ¢ozeltisi
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distile suda, 1,2 x 10 M hidrojen peroksit (H20,) ¢cozeltisi % 96’lik etanolde (EtOH),
2,4 x 10° M HRP (Horseradish peroksidaz) ¢ozeltisi etanol ve distile su karisiminda

(1:1) hazirlanmistir.

Toplam fenolik igerik belirlenmesinde kullanilan yontem olan Folin Ciocalteu
yonteminde % 2’lik Na,COs, 0,1 M NaOH, % 0,5 CuSOg4, % 1 NaKC4H4Os (Sodyum
potasyum tartarat), distile su ile hazirlanmistir. % 2’lik Na,COs3 ile 0,1 M NaOH
karigtirllarak Lowry A ¢ozeltisi, % 0,5 CuSQyq ile % 1°lik NaKC4H4Og karistirilarak
Lowry B ¢ozeltisi hazirlanir. 50 ml Lowry A ile 1 ml Lowry B ¢ozeltilerinin
karistirtlmasiyla da Lowry C ¢6zeltisi hazirlanmis olur. Folin Ciocalteu ¢6zeltisi ise

distile su ile 1:3 oraninda seyreltilmis olarak kullanilir.

2.1.3.3. DNA izolasyon Kimyasallari
DNA izolasyonu i¢in Macherey-Nagel marka NucleoSpin® Plant II Kit
kullanilmis, hiicre yikimi asamasinda PL1 buffer kullanilan protokole gore izolasyon

yapilmustir.

2.1.3.4. Florometre Kimyasallari

Qubit Florometre cihazinda DNA konsantrasyon olgiimleri i¢in 2-1000 ng arasi
DNA miktarii 6l¢mek icin kullanilan Quant-IT dsDNA BR Assay Kit icerisindeki
kimyasallar Quant-iT™ tampon ¢ozelti, Quant-IT™ ayirag (reagent) ve ¢alisma
soliisyonudur.

2.1.3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinda Kullanilan Kimyasallar

i. Fermentas DreamTaq™ PCR Mastermix (2X)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in gerekli DNA Polimeraz enzimi (hot start),

tampon ¢ozelti, MgCl, ve ANTP’leri igeren formiilasyona sahip soliisyondur.

il. FINNZYMES Phire® Bitki Dogrudan PCR Kiti Kimyasallari

Bitki dokularindan dogrudan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yapilabilmesi hedeflenerek dizayn edilmistir. Tek prosediir ve uygulama ile DNA
pirifikasyonu yapmadan PCR ile DNA amplifikasyonu yapilmasmi saglar. Kit
igerigindeki kimyasallar Phire® DNA polimeraz (Hot start), 2X Phire® Bitki PCR
Tampon Cozeltisi (ANTP ve MgCl,) ve Diliisyon Tampon Cozeltisidir.



iii. Molekiiler Tayinde Kullanilan Primerler
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Calismamizda molekiiler tiir tayinine yonelik tiir tespiti yapabilecek primerler

online veritaban ve programlart kullanilarak kullanilarak dizayn edilmistir. NCBI,

Primer 3 ve Oligo Analyzer programlari kullanilarak dizayn edilen Urtica dioica primer
seti Tablo 2.1°deki gibidir. Dizileri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°deki gibi verilen tim

primerler Alpha DNA (Kanada) firmasi tarafindan sentezlenmistir.

Tablo 2.1 : Dizayn edilen Urtica dioica primeri.

Tm
Gen Bolgesi Uzunluk Primer Sekans )
Urtica dioica ) ) 5> GCATGTCGCAGTACCTCTTG
Right Primer 57
isolectin VII 3’
precursor 463 bg
. . 5> GCCTTGTGGTTCTGGATGTC
(chiab5.7.2) gene, Left Primer 3 57
exon 3

iv.  Oligoniikleotid Primerleri

RAPD- PCR yontemi i¢in kullanilan10 b¢ uzunlugundaki primerler asagidaki

gibidir.

Tablo 2.2 : Oligoniikleotid primerler.

Primer Adi
OPA-08
OPA-09
OPA-14
OPA-18
OPB-01
OPB-05
OPB-06
OPB-07

Dizisi
5’-GTGACGTAGG-3’
5-GGGTAACGCC-3'
5-TCTGTGCTGG-3'
5-AGGTGACCGT-3'
5-GTTTCGCTCC-3'
5-TGCGCCCTTC-3'
5-TGCTCTGCCC-3'
5’-GGTGACGCAG-3’

Primer Ad1
OPB-08
OPB-10
OPB-11
OPB-12
OPB-14
OPB-17
OPB-18

Dizisi
5-GTCCACACGG-3'
5-CTGCTGGGAC-3'
5-GTAGACCCGT-3'
5-CCTTGACGCA-3'
5-TCCGCTCTGG-3'
5-AGGGAACGAG-3'
5-CCACAGCAGT-3'




35

2.1.3.6. Agaroz Jel Elektroforezi Kimyasallar:

Agaroz

Sigma marka agaroz kullanilmistir. 80 ml i¢in 1,6 g agaroz kullanilmistir.

10X TBE Tampon Cozeltisi
Her litre igin 108 g Tris base, 55 g Borik Asit, 40 ml 0.5M EDTA (pH 8.0)

6X Yiikleme Boyasi
0.5 mM Tris-HCI (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavi, % 0.03 xylene cyanol FF,
% 60 gliserol, 1 mM EDTA.

GeneRuler™ 100 bp DNA Olcii Standardi
100- 1000 bg dl¢ii araliginda (100 pl, 0.5 pg/ul), 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 1 mM
EDTA.

SafeView™ DNA Boyasi
SafeView™, agaroz jel goriintilemede ssDNA (tek zincirli DNA), dsDNA (gift

zincirli DNA) ve RNA tespit etmeye yarayan yeni ve giivenli niikleik asit boyasidir.

Etidyumbromiir (EtBr) yerine kullanilabilecek, karsinojenik olmayan, daha hassas yeni

bir goriintiileme boyasidir. SafeView™ agaroz jel gorlintillemede baglandigi niikleik

asitten (ssDNA, dsDNA, RNA) yesil floresan 1s1k yayilmasini saglar.



2.2. METOD

2.2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi
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Isirgan otu Diinya’da genis yayilim gosteren ve iilkemizde de her bolgede

yetisebilen bir bitkidir. Calismamizda 1sirgan otunun ilkbahar ve sonbahar olmak {izere

cicek actig1 her iki donemde toplanan Ornekleriyle calisilmistir. Toplanan ornekler

Tablo 2.3’de belirtildigi sekliyle yeniden isimlendirilmis ve numaralandirilmistir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan 1sirgan otu 6rneklerinin kisaltma, toplandiklar iller,

toplanan bitki kisimlar1 ve hangi mevsimde toplandiklarinin bilgileri.

Kodlamalar Sehir Bitki Kism Toplanan Mevsim
uD-1 Antalya Yaprak, Govde Sonbahar
uUD-2 Van Yaprak, Govde Sonbahar
UD-3 Mugla Yaprak, Govde, Kok Sonbahar
UD-4 Istanbul (Anadolu) Yaprak, Govde Sonbahar
UD-5 Ordu Yaprak, Govde, Kok Sonbahar
UD-6 Tekirdag Yaprak, Govde Sonbahar
ubD-7 Erzurum Yaprak, Govde, Kok [Ikbahar
UD-8 Mersin Yaprak, Govde, Kok [Ikbahar
uUD-9 Tokat Yaprak, Govde, Kok [Ikbahar
UD-10 Istanbul (Avrupa) Yaprak, Govde [lkbahar
UD-11 [zmir Yaprak, Govde, Kok [Ikbahar
uUD-12 Konya Yaprak, Govde, Kok [lkbahar

2.2.2. Isirgan Otu Orneklerinin Su Infiizyonu ve Metanol Ekstraksiyonu
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Isirgan otu yapraklar i¢in yapilan metanol ekstraktinda %70’lik 10 ml metanol
icerisine 1 g parcalara ayrilmis 1sirgan otu yapraklari eklenir. Ultrasonik banyoda
agizlan kapali cam erlenler i¢inde 1 saat siiren ilk agsamanin ardindan ekstraksiyon sivisi
alinarak erlende kalan 1sirgan otu tizerine 10 ml metanol eklenir ve 45 dakika daha
ultrasonik banyoda ekstraksiyon yapilir. Ekstraksiyon sivisi tekrar alinarak 1sirgan otu
tizerine son olarak 5 ml daha %70’lik metanol eklenip 15 dakika inkiibasyonu

yapildiktan sonra siiziiliir ve tiim ekstraksiyon sivilar1 bir araya getirilir.

Infiizyon igin, 1 g tartihp kiiciik pargalara ayrilan isirgan otunun yaprak
ornekleri ile 95 °C’ye getirilmis 25 ml distile su igerisine koyularak 8 dakika siire ile 95
°C’de ekstraksiyon islemi yapilmistir. Isirgan otu drneklerinin yaprak, govde ve kok

kisimlari i¢in ayr1 ayr1 infiizyonlar yapilmistir.

Deneylerde kullanilan 1sirgan otu kisimlarinin hepsi yas materyal olarak

kullanilmustir.

2.2.3. CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu(II) Iyonu

Indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

Deney tiiplerinin igerisine sirasiyla 1 ml 1,0 X 102 M Cu(II) kloriir ¢ozeltisi, 1
ml 1 M amonyum asetat tampon (pH 7.0) ¢dzeltisi, 1 ml 7,5 x 10° M neokuproin
¢ozeltisi ilave edilir. Daha sonra x ml 1sirgan otu metanol-su ekstrakt ¢ozeltilerinden ve

son olarak (1- x) ml distile su ilave edilerek ¢ozeltiler karistirilir.

(Cozeltiye ornek yerine 1 ml distile su eklenen tiip ise referans olarak hazirlanir.
Tiipler oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika bekletilir ve siire sonunda

coOzeltilerin referans ¢ozeltiye kars1 450 nm’deki absorbanslari 6l¢iiliir.

Bu yontem metanol ekstraksiyonu yapilmis yaprak ve infiizyon yapilmis yaprak,
govde ve kok oOrneklerine uygulanmistir. Abzorbanslart Slgiilen 6rneklerin toplam

antioksidan kapasitesi CUPRAC yontemin ile asagidaki formiile gore hesaplanmistir.
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Taoplam Toplam
Abzorbans Reaksivon Hacmi Ekstrat Hacmi
Toplam Antioksidan Kapasite gupr. (mmol Troloks/g) = X X
c Alman Hacim g Bitki

€ cuprac © 16200 Lmol™t.cm™

2.24. TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; Troloks Esdegeri
Antioksidan Kapasitesi)/ABTS Yontemi

Deney tiiplerinin igerisine sirasiyla 1 ml 4 x 10° M ABTS, 1 ml 1,2 x 10* M
H,O, ve 1 ml 2,4 x 10° M HRP ilavesinden sonra ¢Ozelti karistirilir ve olusan ABTS
radikalinin absorbansinin kararli hale gelebilmesi i¢in 5 dakika oda sicakliginda
bekletilir. Bu siire sonunda x ml 1sirgan otu metanol ekstrakt-inflizyon ¢ozeltilerinden

ve (1 —x) ml distile su ilave edilir ve 5 dakika daha oda sicakliginda bekletilir.

10. dakika sonunda 730 nm’de 1sirgan otu ekstrakti ilave edilmemis referansa
kars1 absorbans degerleri okunur. Radikal ¢ozeltisinin (6rnek yerine drnek ¢oziiciisii
iceren) absorbansindan, 6rnek igeren ¢6zeltinin absorbansi ¢ikarilarak AA absorbans

degerleri hesaplanir.

AA = AA Radikal ¢ozeltisi = AA Ornek Cozeltisi

Bu yontem metanol ekstraksiyonu yapilmis yaprak ve infiizyon yapilmis yaprak,
govde ve kok orneklerine uygulanmistir. Abzorbanslart Olcililen orneklerin toplam

antioksidan kapasitesi ABTS/HRP yontemi ile asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

Toplam Toplam
Abzorbans Reaksivon Hacmi Elestrat Hacmi
Toplam Antioksidan Kapasite sg7smre (mmol Troloks/g) = X X
& Alman Hacim g Bitla

€ ssromme » 27500 Lmol™t.cm™
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2.2.5. Folin-Ciocalteu Yontemi

Deney tiiplerine koyulan 2,5 ml Lowry C iizerine x ml 1sirgan otu metanol
ekstrakti- inflizyonu 6rnekleri ve (2-x ml) distile su eklenir. 10 dakika inkiibasyon
sonrasinda bu tiiplere 0,25 ml seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edilir ve 30
dakika daha oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Igerisinde érnek bulunmayan 2 ml
distile su, 2,5 ml Lowry C ve 0,25 ml Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi bulunan referansa karsi

750 nm’de abzorbansi Olgiiliir.

Bu yontem metanol ekstraksiyonu yapilmis yaprak ve infiizyon yapilmis yaprak,
govde ve kok oOrneklerine uygulanmistir. Abzorbanslart Olglilen 6rneklerin toplam

antioksidan kapasitesi  Folin-Ciocalteu yontemi ile asagidaki formiile gore

hesaplanmustir.
Toplam Toplam Elstrat
Abzorbans Reaksivon Hacmi Hacmi
Toplam Fenolik Madde Icerigi rolin-Ciocaiten (mmol Gallik asit/g) = X X
c Alman Hacim g Bitki

EFoIin-CiocaIteu : 3254 |—mO|-1.Cm_l

2.2.6. Urtica dioica’ya Ozgii Primer Dizaym Orneklerin Molekiiler Tayininin

Yapilmasi

Primer dizayn etmek i¢in, giivenilir ve siirekli giincellenen veritabanlari
kullanilmaktadir. Calismamizda kullanilmak tizere Urtica dioica bitkisine 6zgii primer

dizayn etmek icin sirasiyla NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Primer 3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) ve  Oligo  Analyzer

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx) veritabanlari

kullanilmistir.

Primer se¢iminde 6nemli optimum 6zellikler asagidaki gibidir;
e Primer 18-25 baz uzunlugunda olmalidir,
e Kendi igerisinde homoloji gostermemeli; O6zellikle 3° ucunun primer-dimer

formasyonundan ka¢inilmalidir,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx
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e 3’ ucunun DNA kalib1 {izerinde spesifik olmayan bdlgelere baglanmadigi
kontrol edilmelidir,

e Guanin-Cytosin (GC) tekrar1 dort bp den fazla olmamalidir,

e GCigerigi % 40 ile % 70 arasinda olmalidir,

e Erime 1silar1 (Melting temperatures :Tm) birbirine olabildigince yakin olmalidir,

e Loop (halka) olugturmamalidir.

Primer dizayni i¢in ilk basamak NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sitesinde

arama sinirini “nucleotide” olarak degistirip arama kutusuna Urtica dioica yazilarak
tarama sonuglarini incelemektir. Uygun oldugu diisiiniilen bir gen bolgesi belirlenip
“FASTA” formatma ulasilir (FASTA: DNA dizilerinin biyoinformatik programlari
tarafindan okunmasi i¢in olusturulmus standart formattir.

(http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA _dizisi Erisim tarihi: 20.10.2010) (Sekil 2.2).

:-.-3 NCBI Resources ¥ How To (v

Nucleotide Searchi| Nucleotide =]  Umis Adncedsearch Help

Alphabet of Life I T
Displa Settins:

Urtica dioica agglutinin isolectin VIl precursor (chia5.7.2) gene, exon 3 and partial cds

GenBank: AF059563.1

GenBank  Graphics

>gl|4321723|gb|AF059563.1|UDCHIAZ2E8VZ Urtica dioica agglutinin isolectin VII
precursor (chia5.7.2) gene, exon 3 and partial cds
GEACCCAATCATATCATTCRARGACGGCCTIGIGETIICTGGATGTICCCAGCACGACRARCARRCCTTCATGC
CATGACATIGTCCTCARTGCCRACTCCGCCGCTRARCACAGCCCCARACARAGGTGTGAT CAGCRAACATTR
TTAGCCGCGCTTTITGGGCACGACGACTITGCCGTTAGGICTTCARGCATCGGATTTTACRAGRAGGTACTG
CeRCATGCTGEGRAGT GAGCTAT GGACAT GACTTGRAAGTACTGGTTCGATARCACT CCATCATCGGAGTTC
CARCGCATCCAARTGCGTGTTGCGECETARARACARGCTAGTCCTCCCCAAGTGGCTGTCTTGTTGTARG
AGTAGCTCTICTCATAGCGAGAGRGCGGCATGTTGAAT CCATGTTATGCTATGTAATATTATGTTACGCAT
GTATGTTAGRARCATATATGTGTGATTITCTAGCTCTITACGAG

Sekil 2.2: Urtica dioica’ya ait agglutinin isolectin VII precursor (chia5.7.2) gene, exon 3

gen bolgesinin FASTA formati.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

41

FASTA formati kopyalandiktan sonra Primer 3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cqi) sitesindeki metin

penceresine yapistirilir. Bu site, verilen FASTA formatina ait uygun primerler belirler.
Bu sirada dizayn edilmek istenilen primere ait tim bilgiler (Tm degeri: baglanma
sicakligi, primer uzunlugu vs.) girilerek “Pick primers” tiklanir ve uygun olan primerin

secilmesi saglanir (Sekil 2.3).

BODDITICHNAL OLIGOS

start len tm gcd any 3' seq
1 LEFT PRIMER 26 20 60.52 55.00 2.00 2.00 QCCTTGTGGITCIGGATGTC
RIGHT FRIMER 218 20 59.47 55.00 4.00 1.00 QCATGTCGCAGTACCICITG
PRODUCT SIZE: 193, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 2.00
2 LEFT PRIMER 189 20 =9.47 55.00 4.00 2.00 CRAAGAGGTACTGCGACATGEC
RIGHT FRIMER 388 20 &60.37 50.00 4.00 0.00 GATTCARCATGCCGCTCTCT

PRODUCT SIZE: 150, PATR ANY COMFL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

3 LEFT PRIMER 199 20 59.47 55.00 4.00 2.00 CRAAGAGGTACTGCGACATGEC
RIGHT FRIMER 387 20 60 .37 50.00 4.00 0.00 ATTCARCATGCCGCICICIC
PRODUCT SIZE: 189, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 3.00

4 LEFT PRIMER 47 20 S o 2 50.00 2.00 0.00 CAGCACGACAACARMCCTTIC
RIGHT FRIMER 234 20 60.24 55.00 4.00 2.00 CCATAGCTCACTCCCAGCAT
PRODUCT SIZE: 188, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

Etatistics

Con too in in no tm tm high high high

zid many tar excl bad GC too too any 3' poly end

ered H= get reg GC% clamp low high compl compl X s=tab ok
Left 3183 0 0 0 0 0 724 1638 11 16 0 61 733
Right 3262 0 0 0 17 0 1217 1317 3 18 0 50 642

Fair Stats:
Fonsidered 573, unacceptable product size 393, high end compl 17, ok 163
primer3 release 1.1.4

Sekil 2.3 : Primer 3 programiyla istenilen 6zelliklere uygun olarak belirlenen ilk dort

primer setine ait ekran goriintiisii.

Uygun olan 4 primer belirlendikten sonra bu primerlerin uygunlugunu
denetlemek icin Oligo Analyzer

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx) sitesinde her primer

seti i¢in hairpin, selfdimer, heterodimer yapma durumlar1 (optimum G-S orani, diisiik
Delta G ve hairpin degeri gibi) incelenir ve istenmeyen konformasyonlar1 en az

olusturan primer seti belirlenir (Sekil 2.4).


http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx
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/ oy Sign Im " My Account 0 Ttems €
/ & Workdwide
IMTEGRATED DMNA TECHNOLOGIES -
Home -| Products -| Qrder -| Support -| Services - SciToaols -
IDT I Scitools
.OligoAnalyzer 3.
Instructions | Definitions | Feedback
Sequence # Bages 0 Target Type | Dha -
5'- [5CC TTG TGG TTC TG ATG TC =
Olige Conc [p 35 pM Halrpin
Na* Conc 50 mM
Mg** Conc |5 MM
= -3 dNTPs Cone 37 mmM
™ Mismaich
| Chear baquanos I | Asd To Order Datsult Eattings
Results 5' mods Internal Mods 3 mods Mixed Bases
HAIRPIN
General Information
Sequence Narme: 20 B=z= Oligs
Batch Duste: 10/2/2010
- <" | Sequence:
GCCITETEGTICTEGATETC
=" ADD TD ORDER
CLICK TO VIEW
DOT FLOT
Stuchre
AG -0.53 kezal.mzi="?
T, 31.7°C
5 AH -22.8 keal.mel="?
AS -74.8 cal K 'male™
COMNECTIVITY
CLICK TO
ENLARGE —

Sekil 2.4 : Oligo Analyzer programinda primerlerin uygunluk derecelerinin

belirlenmesi.

Oligo Analyzer veritabaninda en uygun primer se¢imi yapildiktan sonra segilen
primerin gergekten Urtica dioica bitkisine 6zgii olup olmadigmin tayini ise BLAST

yapilarak saglanir. Bunun i¢in BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) sitesine

girilerek arama segenekleri “nucleotide blast” olarak ayarlanir ve dizayn edilen primerin
sag ve sol dizileri sirayla metin penceresine yazilir ve “Choose Search Set- Database “
ayar1 “Others” secildikten sonra Blast yapilir. E-Value degeri, sonuglarin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gdsteren degerdir. Sorgunun, diisiik E-Value degere sahip

sonuglarla homolog olma ihtimali fazladir. (Sekil 2.5).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [!'J UniGene E GEO E Gene E Structure lIJ Map Viewer ﬂ PubChem BioAssay
Sequences producing significant alignments:

Accession Description s';%:(e :git: oogv% o A @ uli‘ei:t
AF059565.1 Urtica dioica agglutinin isolectin VII precursor (chia5.7.3) gene, exon 3 a 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059563.1 Urtica dioica agglutinin isclectin VII precursor (chia5.7.2) gene, exon 3 a 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059561.1 TUrtica dioica aqalutinin isolectin VII precursor (chias.7.1) gene, exon 3 a 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059559.1 m.aqqlutmm isolectin VI precursor (chia5.6.1) gene, exon 3 an 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059557.1 Urtica dioica agglutinin isolectin V precursor (chia5.5.2) gene, exon 3 anc 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059555.1 Urtica dioica agglutinin isclectin V precursor (chia5.5.1) gene, exon 3 anc 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059539.1 Urtica dioica aaalutinin isolectin I precursor (chia5.1.3) aene, exon 3 and 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059537.1 Urtica dioica agglutinin isolectin I precursor (chia5.1.2) gene, exon 2 and 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059551.1 Urtica dioica putative agglutinin isolectin III precursor (chiaS.3.1) gene, ¢ 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059535.1 Urtica dioica agglutinin isclectin I precursor (chia5.1.1) gene, complete ¢ 40.1 40.1 100% 0.055 100%

Sekil 2.5 : Belirlenen primer setinin Blast sonug tablosu.

Online veritabanlar1 ve programlar1 kullanilarak dizayn edilen primer seti Alpha

DNA (Kanada) firmasi tarafindan temin edildikten sonra 100 pmol/ml stok ¢ozelti
seyreltmesi yapildiktan sonra FINNZYMES Phire® Dogrudan PCR kiti kullanilarak

PCR yapilmistir. Bu kite ait bilesenler Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4 : FINNZYMES Phire®Dogrudan-PCR bilesenlerine ait bilgiler.

Dogrudan-PCR Bilesenleri

Son Hacim

Phire® Plant PCR Tampon Cdzelti (2X)

10 pl

Phire® Plant Hot Start DNA Polimeraz

0.4 ul

Primer (F)

0.5uM/20 pl

Primer (R)

0.5uM/20 pl

Ornek (s1v1)

0.5 ul

Ornek (katr)

0.5 mm

ddH,0O

8 ul

Toplam hacim

20 pl

Tiirkiye’nin 12 farkli ilinden toplanan 1sirgan otu Ornekleri ile molekiiler tiir

tayini i¢in dizayn edilen primerler kullanilarak PCR yapilmistir. Yapilan PCR’a ait

sartlar Tablo 2.5’teki gibidir.
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Tablo 2.5 : FINNZYMES Phire® Dogrudan-PCR sartlarina ait bilgiler.

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 98 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 5 saniye

Baglanma 57 5 saniye 40
Uzama 72 20 saniye

Sonlanma 72 1 dakika 1

Yabancit maddelerin uzaklastirilmasi i¢in ornekler distile su ile birka¢ defa
yikandiktan sonra kit icerisindeki zimba (uni-core) ile bitkilerin yaprak dokularindan
0,5 mm capinda doku kesiti alinmistir. Bu bitkisel dokulara higbir igslem uygulanmadan
FINNZYMES Phire® Bitki Dogrudan PCR kiti ile hazirlanmis tiip i¢indeki PCR

bilesenlerine dogrudan eklenmistir.

Orneklerden doku kesiti alinmasi sirasinda ornekler arasi kontaminasyonun
engellenmesi i¢in her bir farkli dokudan kesit alindiktan zzimbanin ucu % 2’lik NaClO

¢ozeltisine batirilmis ve sterilizasyonu saglanmistir.

2.2.7. DNA Izolasyonu

12 farkli sehirden toplanan 1sirgan otu 6rnekleri deneylerin yapilacag: siireye
kadar -30°C de muhafaza edilmistir. Ornekler 6nce distile su ile yikanmis daha sonra
her ornegin kok, govde ve yaprak kisimlarindan yaklasik olarak 100 mg alinarak
dakikada 11,000 PRM devir ile mekanik parcalama yapan IKA LABORTCHNIK Ultra
Turrax T 25 basic marka homojenizator ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon
sonrast Macherey-Nagel firmasinin NucleoSpin® Bitki DNA izolasyon kiti kullanilarak

DNA izolasyonu yapilmistir.

MN-NucleoSpin® Bitki DNA izolasyon kiti ile DNA izolasyon prosediirii
asagidaki gibidir:
e 100 mg ornek iizerine 400 ul PL1 tampon ¢ozeltisi ve 10 ul RNase enzimi

eklenerek vortekslenir.



45

65 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilir.

e 8000 rpm’de 1 dakika maddelerin dibe ¢okmesi i¢in santrifiij yapulir.

e Ornek, violet halkali NucleoSpin filtre kolonu igeren tiipe aktarilarak 2 dakika
10000 rpm’de santrifiij ile filtrasyon yapilir. Violet halkali NucleoSpin filtre,
izolasyonun ilk agamalarinda mevcut atiklar1 uzaklastirmak i¢in kullanilir.

e Omnek iizerine 450 pl PC tampon ¢dzeltisi eklenerek vortekslenir.

e 700 pl 6rnek yesil halkali NucleoSpin filtre kolonu igeren yeni bir tiipe aktarilir.
10000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir. Filtre edilmis alttaki sivi uzaklastirilir.

e Omegin bulundugu siiziintii (iist faz) iizerine 400 pl PW1 tampon ¢dzeltisi eklenir.
10000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir. Filtre edilmis alttaki s1v1 uzaklastirilir.

e Ornek iizerine 700 pl PW2 tampon ¢dzeltisi eklenir. 10000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenir. Filtre edilmis alttaki s1v1 uzaklastirilir.

e Ornek iizerine 200 pl PW2 tampon ¢ozeltisi eklenir. 10000 rpm’de 1 dakika
santrifiijlenir. Filtre edilmis alttaki s1v1 uzaklastirilir.

e 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij ile bos kurulama yapilir.

e Filtrasyon kolonu DNA 6rnegini saklayacagimiz tiipe takilir.

e PE tampon ¢ozeltisi 70 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilir.

e Ornegin bulundugu siiziintii (iist faz) {izerine 50 pl PE tampon ¢ozeltisi (70 °C’ye
1s1tilmis) eklenir. 10000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

e Ornek iizerine tekrar 50 ul PE tampon ¢ozeltisi (70 °C’ye 1sitilmis) eklenir. 10000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

e Filtre kolonu uzaklastirilir ve saf DNA -20 °C’de saklanir.

2.2.8.DNA Konsantrasyonu Olciimii

DNA izolasyonu sonrasinda her bir 6rnek i¢cin DNA konsantrasyonu Qubit™

Fluorometer ve Quant-IT dsDNA BR Assay Kit ile yapilmustir.

Qubit™ Fluorometer ile DNA miktar tayini protokolii asagidaki islemlerle

gerceklestirilir:
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a. Calisma soliisyonu hazirlanmasi:

1,5 ml yada 2 mI’lik mikrosantrifiij veya 15 ml’lik santrifijj tiipiine Standart (2 yada
3 adet) ve calisilacak ornek miktar1 (n) basina 199 pl Quant-iT™ tampon ¢ozelti
eklenir. [(n+3) x 199 ul]

Quant-iT™ tampon ¢ozelti tlizerine, Standart (2 yada 3 adet) ve ¢alisilacak 6rnek
miktari (n) basina 1 ul Quant-iT™ ayirag (reagent) eklenir. [(n+3) x 1 ul]

Sonugta, her drnek ve standart basina “199 ul Quant-iT™ tampon ¢ozelti ve 1 ul
Quant-iT™ ayirag (reagent) ” olmak tlizere 200 ul calisma soliisyonu elde etmis

oluruz.

b. Standartlarin Hazirlanmasi:

0,5 pl seffaf ve ince cidarli mikrosantrifiij tiipiine;
Standart 1 i¢in; 190 ul Working solusyon ve 10 ul standart 1 eklenir.
Standart 2 i¢in; 190 ul Working solusyon ve 10 ul standart 2 eklenir.

c. Orneklerin Hazirlanmast:

Kullanilacak 6rnek miktaria gore 180-199 ul Working solusyon ve 1-20 ul 6rnek
eklenir.

d. Inkiibasyon:
Quant-iT™ dsDNA, ssDNA ve RNA Kkitleri i¢in en az 2 dk boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilir.

e. Protokoliin secilmesi ve Cihaz kalibrasyonu:

Inkiibasyon sonrast Qubit™ Fluorometer cihazinda Quant-iT™ kit secenegine
gelip bir 6nceki kalibrasyonu kullanilir ya da yeni bir kalibrasyon yapilir.

Yeni kalibrasyon yapilacaksa asagidaki yonergeler takip edilir;

Standart 1’in yer aldigr mikrosantrifiij tiiplinli cihazin ilgili haznesine yerlestirip
cihaz kapag kapatilir ve “GO” tusuna basarak Standart 1 okutulur.

Standart 2’in yer aldig1 mikrosantrifiij tliplinii cihazin ilgili haznesine yerlestirip

cithaz kapagini kapatilir ve “GO” tusuna basarak Standart 2 okutulur.
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f.  Orneklerin Olciilmesi:

= Olgiilecek 6rnegi iceren mikrosantrifiij tiipii cihazin ilgili haznesine yerlestirilir ve

cihaz kapagi kapatilir ve “GO” tusuna basarak ornekler okutulur.

g. Standardin Kalibrasyonu

= Hazirlanan standart 2, 6rnek Olglimlerinden sonra giines 15181 alacak sekilde 5
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi cihazin ilgili
haznesine yerlestirilerek “GO” tusuna basilir ve konsantrasyonu ol¢iiliir. Cikan
sonucun 100 pg/ml’ye yakin olmasi Olgiilen degerlerin giivenilirligi agisindan

Onemlidir.

2.2.9. Agaroz Jel Hazirlanmasi ve Jel Elektroforezi

PCR fiirlinlerin incelenebilmesi i¢in % 2’lik agaroz jel hazirlanir. Bunun i¢in 2 g
Agaroz 100 ml 0.5xTBE tampon ¢6zeltisi igerisine eklenir ve manyetik karistirici ile
beraber 1sitict yardimiyla ¢éziinmesi saglanir. Hazirlanan soliisyon kaynama derecesine
geldiginde 1siticidan almir ve 65 °C-70 °C’ye sogumasi beklenir. Birka¢ dakika sonra
icine 5 pl/100 ml konsantrasyonunda SafeView floresan boyasi karigtirilir. SafeView
floresan boyast DNA bazlar arasina girebilen ve bu sayede DNA’y1 UV 15181 altinda
gorebilmemizi saglayan, bilinen kanserojenik ve mutajenik boyalara goére giivenli

oldugu iddia edilen bir boyadir.

Isis1 65 °C-70 °C’ye diisiiriilen jel hazirlanan kaliba dokiiliir ve sogumasi
beklenir. Soguma sirasinda dokiilen kalibin seklini alan jele, yerlestirilen tarak
sayesinde 20-22 kuyu agilmas saglanmigtir. Ornekler bu kuyulara yiikleme tamponu ile
karistirtlarak yiiklenir. Bu tampon 6rneklerin yiiklenebilmesini, 6rneklerin yiirtimesinin
takibini yapabilmemizi saglarken, hem de yerine gore bir ¢esit standart boy markort

gibi kullanilmaktadir.

Elektroforezde 10 volt/cm’de yiiriitiilen DNA’lar1 goriintiilemek i¢in bir UV
151k kaynagi kullanilmaktadir. Fotograflar Geldoc 2000 sistemi ile ¢ekilmistir.
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2.2.10. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA - Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RAPD- PCR) Sartlar

RAPD-PCR yonteminin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA
lizerinde rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisilk baglanma
sicakliginda cogaltma yapmasidir. Toplam hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlanan

orneklerin igerigi Tablo 2.6’daki gibidir.

Tablo 2.6 : Bir RAPD-PCR tiipiindeki bilesenler.

RAPD-PCR Bilesenleri Son Hacim/Konsantrasyon
DreamTaq™ PCR Mastermix(2X) 12.5 ul

Primer karigimi 0.1-1.0 uM
Ornek DNA’s1 10pg-1pg
ddH,0 5.5 ul

Toplam hacim 25 ul

Bazi1 durumlarda daha iyi sonug alinabilmesi igin fazladan Taq DNA polimeraz
enzimi ilave edilebilir. Bu durumda toplam sonu¢ degismeyecek sekilde hesaplamalar
tekrarlanir. Hazirlanan bu karnigimlar Tablo 2.7°deki sartlara uygun olarak
amplifikasyon i¢in makineye yerlestirilir. Her 1sirgan otu 0rneginin yaprak, govde ve

kok kisimlart ayri ayri galisilmis ve her 6rnek igin bilesenler x3’1ii olarak hazirlanmistir.

Tablo 2.7 : RAPD-PCR kosullari.

Basamak Sicaklik (°C)  Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 1-3 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye

Baglanma 36 30 saniye 40
Uzama 72 1 dakika/kb

Sonlanma 72 5-15 dakika 1
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BOLUM 3

BULGULAR

Calismamizin bulgular1 3 ana baslhik halinde sunulmustur. Tiirkiye’nin 11 farkl
sehrinden elde edilen 1sirgan otu 6rneklerinin Urtica dioica tiirii oldugunun anlasilmasi
calismamizin devami igin Onem arz etmektedir. Bu nedenle ilk Once Orneklerimizin
U.dioica dogrulugunu igeren sonuglar ortaya konulmustur. Daha sonra % 70 metanol
ekstrakti ve infiizyonu yapilan U. dioica orneklerinin toplam antioksidan kapasite ve
toplam fenolik madde igerikleri belirlenerek schirlerarasindaki farkliliklar belirlenmis,
son olarak da yaprak, govde, kok kisimlart ayrilan U. dioica Orneklerinin

DNA’larindaki degisim incelenmistir.

3.1. Tiire Ozgii Primer Dizaym ve ilgili PCR Sonuglar

Klasik morfolojik 6zelliklere bakilarak tiir tespiti yapilan 12 farkli sehirden
temin edilen Urtica dioica oOrneklerinin molekiiler agidan da tiir tespiti igin,

online veri tabanlart  (NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),  Primer 3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) ve  Oligo  Analyzer

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx))  kullanilarak
dizayn edilen primer seti 5° GCCTTGTGGTTCTGGATGTC 3°, ve primer 5’
GCATGTCGCAGTACCTCTTG 3’ ile yapilan tiir tayinine yonelik PCR sonucu Sekil

3.1’de verilmistir. DNA purifikasyon-izolasyon islemine gerek duymadan ¢aligilmaya
olanak saglayan FINNZYMES Phire® Bitki Dogrudan PCR kiti ile hedeflenen DNA
bolgeleri ¢ogaltilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx
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Sekil 3.1 : FINNZYMES Phire® Bitki Dogrudan PCR kiti ile yapilan tiir tayinine
yonelik PCR sonuglari. 193 b¢’lik amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik agaroz jel
fotografi. UD-1Y, UD-2Y... UD-10Y, UD-11Y (Antalya, Van, Mugla, Istanbul
(Anadolu), Ordu, Tekirdag, Erzurum, Mersin, Tokat, Istanbul (Avrupa), Izmir) yaprak
ornekleridir. Ik kuyu (M) boy markériinii, son kuyu negatif kontrol &rnegini

gostermektedir.

Online veritabanlar1 ve programlar kullanilarak dizayn edilen primer setinin,
PCR sonrasinda 193 bg¢ uzunlugunda bant verdigi gozlenmistir. Bu sekilde klasik
morfolojik yontemler ile yapilan tiir tayinini molekiiler yontemlerle de teyit etmekteyiz.
Kullanilan FINNZYMES Phire® Bitki Dogrudan PCR kiti ile kros-kontaminasyon riski
en aza indirilmistir. Zimba (uni-core) ile bitkilerin yaprak dokularindan 0,5 mm g¢apinda
doku kesiti elde edilmesi sirasinda % 2’lik NaClO ¢ozeltisi ile sterilizasyonu saglanmis

ve her PCR’da negatif kontrol kullanilarak kontaminasyon olmadigi dogrulanmustir.

Kullanilan primerlerin U. dioica 6zglinligiiniin teyidi sanal ortamda BLAST
analizi (Sekil 3.2), deneysel ortamda ise nane ve fasulye bitkileri kullanilarak yapilan
PCR ile gosterilmistir (Sekil 3.3). PCR icin FINNZYMES Phire® Bitki Dogrudan PCR

kiti kullanilmastir.
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¥ Descriptions
Legend for links to other resources: [!] UniGene E GEO E Gene & Structure III Map Viewer 28 PubChem BioAssay
Sequences producing significant alignments:
AF059565.1 Urtica dioica agglutinin isolectin VII precursor (chia5.7.3) gene, exon 3 al 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF0SO563.1 Urtica dioica aqglutinin isolectin VII precursor (chia5.7.2) gene, exon 3 al 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059561.1 Urtica dioica aqalutinin isolectin VII precursor (chia5.7.1) gene, exon 3 a 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059559.1 Urtica dioica agglutinin isolectin VI precursor (chia5.6.1) gene, exon 3 an 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059557.1 Urtica dioica agglutinin isolectin V precursor (chia5.5.2) gene, exon 3 anc 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059555.1 Urtica dioica agalutinin isalectin V precursor (chia5.5.1) gene, exon 2 anc 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059539.1 Urtica dioica agalutinin isolectin I precursor (chiaS.1.3) gene, exon 3 and 401 40.1 100% 0.055 100%
AF059537.1 Urtica dioica agglutinin isolectin I precursor (chiat.1.2) gene, exon 3 and 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059551.1 Urtica dioica putative agglutinin isolectin IIT precursor (chiaS.3.1) gene, ¢ 40.1 40.1 100% 0.055 100%
AF059535.1 Urtica dioica agglutinin isolectin T precursor (chia5.1.1) gene, complete ¢ 40.1 40.1 100% 0.055 100%
XM D02458654.1 Sprghum bicolor hypothetical protein, mRNA 32.2 32.2 80% 14 100%
AK335177.1 Triticum aestivum cDNA, clone: WT012_E04, cultivar: Chinese Sprinc 32.2 32.2 80% 14 100%
XM 0D02414467.1 Ixodes scapularis glycerol-3-phosphate cytidylyltransferase, putative 32.2 32.2 80% 14 100%
CPO01628.1 Micrococcus luteus NCTC 2665, complete genome 32.2 84.7 80% 14 100%
ET085155.1 Zea mays full-length cDNA clone ZM_BFb0326G17 mRNA, complete 32.2 32.2 80% 14 100%
FM382234.1 Nymphaea jamesoniana mRNA for putative wuschel homeobox proteir 32.2 32.2 80% 14 100%
EM882153.1 Gnetum gnemon mRMNA for putative wuschel homeobox protein WOX3 32.2 32.2 80% 14 100%
AC234236.3 Homo sapiens FOSMID clone ABC13-48696600G23 from chromosome 32.2 2.2 80% 14 100%

Sekil 3.2 : Primer setinin Blast sonuglari.

Sekil 3.2°de diisiik giivenilirlik degerine sahip farkli canli ile eslesmeler de

goriilmektedir.

Sekil 3.3: Fasulye ve nane bitkileri ile bazi Urtica dioica tiirleri ile yapilan PCR
amplifikasyon sonuglarmi gosteren % 2’lik agaroz jel fotografi. ilk kuyu (M) boy

markoriinii, son kuyu negatif kontrol 6rnegini gostermektedir.
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3.2. Toplam Antioksidan Kapasite ve Toplam Fenolik Madde I¢erik Sonuclar

DNA yapisinin gesitli kirlilik tiplerine maruz kaldiginda, ya da degisken ortam
sartlara gore degisim gosterdigi bilinmektedir ve bunlar canlinin fizyolojik yapisinda
da birtakim degisikliklere neden olabilmektedir. Bu degisiklikler etnobotanik olarak
kullanilan bazi bitkilerin kimyasal yapilarinda da degisimler olusturabilmektedir. Bu
durumu gostermek amaciyla 12 farkli 1sirgan otu Orneginin toplam antioksidan
kapasitesi ve toplam fenolik icerik miktarlarindaki degisimler ¢esitli deneyler ile

gosterilmistir.

CUPRAC yontemi Cu (II) neukuprain ¢ozeltisinin amonyum asetat tampon
ortaminda antioksidan madde varliginda Cu (II) neukupraine indirgenmesi esasina
dayanir. 450 nm’de abzorbansi olgiilen degerler CUPRAC formiilii ile (sayfa 41)

hesaplamasindan sonra toplam antioksidan kapasite degerini vermektedir.

ABTS yontemi 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen
radikal katyonunun hidrojen verici antioksidanlar tarafindan inhibe edilmesine dayali
bir metoddur 730 nm’de abzorbansi dlciilen ¢ozeltinin toplam antioksidan kapasitesi

ABTS formiiliine gore (sayfa 42) hesaplanmustir.

Folin-Ciocalteu yontemi CuSO4 (bakir (II) siilfat) ¢6zeltisinin alkali ortamda
protein veya antioksidanlar ile kompleks yapmasi esasina dayanir. 750 nm’de 6lgiilen
abzorbans degerleri Folin-Ciocalteu formiilii ile hesaplanarak (sayfa 43) toplam fenolik

igerikleri belirlenir.

3.2.1. Isirgan Otu Yaprak Orneklerinin Sonuglar

% 70 metanol ekstrakt1 ve inflizyonu hazirlanan 1sirgan otu yaprak ornekleri ile
yapilan CUPRAC, ABTS/HRP ve Folin—Ciocalteu deneylerinin sonuglari Tablo
3.1’deki gibidir. Hesaplamalar troloks ve gallik asit i¢in belirlenen formiiller ile

yapilmustir (sayfa 41, 42, 43).
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Tablo 3.1 : Urtica dioica yapraklariin metanol ekstrakti ve infiizyonuna ait toplam

antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde sonuglari.

Yontem CUPRAC ABTS/HRP Folin—Ciocalteu
Sehir mmol Troloks/g mmol Troloks/g mmol Gallik asit/g
Metanol Su Metanol Su Metanol Su
Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak Yaprak
Antalya |1,11x10°| 1x10~ 0,37x10° | 0,43x10° | 2,98x10° | 3,6x10°
Van 0,37x107° | 1,13x10% | 0,24x10° | 0,45x10°| 1,51x10° | 3,9x10%
Mugla | 0,51x107 | 1,1x10° | 0,28x10° | 0,44x10” | 2,02x10° | 2,6x107
Istanbul | 0,17x107 | 0,18x107% | 0,04x10° | 0,35x10° | 0,47x107° | 0,93x10°
(Anadolu)
Ordu | 0,44x107° | 0,98x107% | 0,27x10° | 0,42x102 | 1,89x102 | 3,7x107
Tekirdag | 0,94x107 | 0,75x10” | 0,33x10° |0,37x107? | 2,53x10° | 2,8x10%
Erzurum | 2,08x107° | 11,6x107% | 0,57x10° |0,99x10° | 4,34x10° | 25x107
Mersin | 0,5x107 | 2,2x10% | 0,23x102% | 0,60x10% | 1,69x107% | 4,6x107
Tokat |2,62x107 | 1,72x10° | 0,75x102% | 0,52x107% | 5,76x107% | 4,9x10°
[stanbul | 0,2x10% | 0,31x10% | 0,14x10° | 0,36x10°| 0,89x10° | 2,7x10°
(Avrupa)
[zmir |0,42x10°| 1,2x10° | 0,25x10% | 0,48x107| 1,98x10% 4x10
Konya |0,33x107| 1,75x10” | 0,15x10° |0,59x10 | 0,93x10” | 4,12x10°

% 70 metanol ekstrakti yapilan U. dioica yapraklariin toplam antioksidan

kapasite ve toplam fenolik igerik korelasyonu Sekil 3.4, 3.5’te verilmistir. Toplam

fenolik madde igerigi ve toplam antioksidan kapasite korelasyonu CUPRAC ydntemi
(Sekil 3.4); ABTS yontemi i¢in 0,9882 (Sekil 3.5) olarak bulunmustur.
Folin-CUPRAC ve Folin-ABTS deneylerinin sonuglarinin  degerlendirildigi  bu

i¢in 0,9569

grafiklerde toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik igeriklerinin oOrtiistiigi

goriilmektedir. Bu sonug deney giivenilirliligi agisindan 6nemli ve destekleyicidir.
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Sekil 3.4 : % 70 metanol esktratt yapilmis Urtica dioica yaprak orneklerinin Folin—
CUPRAC korelasyonu.
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Toplam Fenolik igerik-FOLIN ( mmol GA/g Fw 1sirgan otu)

Sekil 3.5 : % 70 metanol esktrati yapilmis Urtica dioica yaprak orneklerinin Folin—
ABTS korelasyonu.

Infiizyonu yapilan U. dioica yaprak drneklerinin toplam antioksidan kapasite ve
toplam fenolik icerik korelasyonu Sekil 3.6, 3.7°da verilmistir. Isirgan otu yapraklarinin
inflizyon ornekleri i¢in; toplam fenolik madde icerigi ve toplam antioksidan kapasite
korelasyonu CUPRAC yontemi i¢in 0,9903 (Sekil 3.6); ABTS yontemi icin 0,8739
(Sekil 3.7) olarak bulunmustur.
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Korelasyon egrilerinin degerleri toplam fenolik madde igerigi ve toplam

antioksidan kapasite sonuglarinin birbirleriyle ortiistiigii ve infiizyon yapilmig 6rnekler

ile yapilan deneylerin giivenilir oldugu gorilmiistiir.

Toplam Antioksidan Kapasite-CUPRAC
(mmol Troloks/ g Fw 1sirgan)

0,14
0,12

0,1
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R?=0,9903

T T T T T
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Toplam Fenolik igerik-FOLIN ( mmol GA/g Fw isirgan otu)

0,3

Sekil 3.6 : Inflizyonu yapilmig Urtica dioica yaprak orneklerinin Folin-CUPRAC

korelasyonu.

Toplam Antioksidan Kapasite- ABTS
(mmol Troloks/ g Fw isirgan)

0,012
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Toplam Fenolik icerik-FOLIN ( mmol GA/g Fw isirgan otu)

0,3

Sekil 3.7
korelasyonu.

Inflizyonu yapilmis Urtica dioica yaprak orneklerinin Folin-ABTS
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3.2.2. Isirgan Otu Gévde Orneklerinin Sonuglar

Sadece infiizyonlar1 hazirlanan U. dioica govdeleri ile yapilan CUPRAC,
ABTS/HRP ve Folin—Ciocalteu deneylerinin sonuglari Tablo 3.2’deki gibidir.

Hesaplamalar troloks ve gallik asit i¢in belirlenen formiiller ile yapilmistir (sayfa 41,
42, 43).

Tablo 3.2 : Urtica dioica gévdelerinin inflizyonuna ait toplam antioksidan kapasite ve

toplam fenolik madde sonugclari.

Yontem CUPRAC ABTS/HRP Folin — Ciocalteu
Sehir mmol Troloks/g mmol Troloks/g mmol Gallik asit/g
Antalya 9,87x10™ 3,3x10™ 57,6x10™
Van 39,1x10™ 18,2x10™ 200x10™
Mugla 16,9x10™ 8,72x10™ 91,7x10™
[stanbul (Anadolu) 10,3x10™ 5,51x10™ 66,6x10™
Ordu 36x10™ 15,9x10™ 150x10™
Tekirdag 34x10™ 15,5x10™ 192x10™
Erzurum 14,5x10™ 7,32x10™ 89x10™
Mersin 35,7x10™ 15,8x10™ 198x10™
Tokat 21,8x10™ 11,3x10™ 110x10™
istanbul (Avrupa) 12,7x10™ 7,2x10™ 85,8x10™
fzmir 7,22x10™ 4,4x10™ 62x10™
Konya 15,2x10™ 7,41x10™ 91,6x10™

Infiizyonu yapilan U. dioica gdvde drneklerinin toplam antioksidan kapasite ve
toplam fenolik icerik korelasyonu Sekil 3.8, 3.9°de verilmistir. Isirgan otu govdelerinin
infiizyon ornekleri i¢in; toplam fenolik madde igerigi ve toplam antioksidan kapasite
korelasyonu CUPRAC yontemi i¢in 0,9381 (Sekil 3.8); ABTS yontemi i¢in 0,9311
(Sekil 3.9) olarak bulunmustur. Korelasyon egrilerinin degerleri toplam fenolik madde
igerigi ve toplam antioksidan kapasite sonuglarinin infiizyon yapilmis U. dioica gévde

orneklerinde de birbirleriyle ortiistiigii anlamina gelmektedir.
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Sekil 3.8 : Infiizyon yapilmis Urtica dioica govde drneklerinin Folin-CUPRAC

korelasyonu.
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Sekil 3.9 : Infiizyon yapilmis Urtica dioica govde orneklerinin Folin-ABTS

korelasyonu.

3.2.3. Isirgan Otu Kok Orneklerinin Sonuclari

Ulkemizin 8 sehrinden alinan U. dioica kok &rnekleriyle hazirlanan infiizyonlar

ile toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde tayini sonuglar
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Tablo 3. 3°deki gibidir. Hesaplamalar troloks ve gallik asit i¢in belirlenen formiiller ile

yapilmustir (sayfa 41, 42, 43).

Tablo 3.3: Isirgan otu koklerinin inflizyonuna ait toplam antioksidan kapasite ve

toplam fenolik madde sonuglart.

Yontem CUPRAC ABTS/HRP Folin — Ciocalteu
Sehi mmol Troloks/g mmol Troloks/g mmol Gallik asit/g
Mugla 21,7x10™ 9,7x10™ 120x10™
Ordu 24,6x10™ 10,4x10™ 123x10™

Tekirdag 60,9x10™ 20,9x10™ 198x10™

Erzurum 10,3x10™ 4,54x10™ 75,7x10™
Mersin 39,7x10™ 14,1x10™ 141x10™
Tokat 20x10™ 8,49x10™ 111x10™
fzmir 19,6x10™ 7,32x10™ 107x10™
Konya 14,5x10™ 5,04x10™ 75,6x10™

Infiizyonu yapilan U. dioica kok orneklerinin toplam antioksidan kapasite ve

toplam fenolik igerik korelasyonu Sekil 3.10, 3.11°da verilmistir. Isirgan otu koklerinin

inflizyon ornekleri i¢in; toplam fenolik madde igerigi ve toplam antioksidan kapasite
korelasyonu CUPRAC yontemi i¢in 0,9408 (Sekil 3.10); ABTS yontemi igin 0,9812
(Sekil 3.11) olarak bulunmustur.

Korelasyon egrilerinin degerleri toplam fenolik madde igerigi ve toplam

antioksidan kapasite sonuglarinin birbirleriyle Ortiistiigli anlamina gelmektedir. Bu

sonuglar inflizyon yapilmis U. dioica kok Ornekleri ile yapilan toplam fenolik madde

icerigi ve toplam antioksidan kapasite deneylerinin giivenilirliligi agisindan nemli ve

destekleyicidir
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Sekil 3.10 : Infiizyon yapilmis Urtica dioica kok oOrneklerinin Folin-CUPRAC
korelasyonu.
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Sekil 3.11 : Inflizyon yapilmis Urtica dioica kok 6rneklerinin  Folin~ABTS

korelasyonu.

3.3. Orneklerin DNA Konsantrasyonlari

MN-NucleoSpin® Bitki DNA izolasyon kiti kullanilarak U. dioica bitkisinin
yaprak, govde ve kok kisimlarmdan DNA izolasyonu yapilmistir. Orneklerin Qubit
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Florometre cihazinda Quant-IT dsDNA BR Assay Kit kullanilarak yapilan DNA

konsantrasyon ol¢timleri Tablo 3.4’teki gibidir.

Tablo 3.4 : Urtica dioica bitkisinin yaprak, gévde ve kok kisimlarmin florometrik

DNA konsantrasyon 6l¢iim sonuglart.

KODLAMA SEHIR DNA KONS;?::IJESSYON LARI
UD-1 Antalya Yaprak 28,8
Govde 18,2
UD-2 Van Yaprak 30,1
Govde 21,9
< Yaprak 9,83
Mugl ’
UD-3 ue Govde 5,29
Kok 5,00
UD-4 Istanbul (Anadolu) Yaprak 33,7
Govde 335
Yaprak 25,2
Ordu ’
UD-5 Govde 5,48
Kok 11,1
. Yaprak 20,7
Tekird :
UD-6 seas Govde 7,63
Kok 11,0
Yaprak 69,1
Erzurum ’
ub-7 2drd Govde 11,8
Kok 4,97
. Yaprak 23,7
Mersin :
UD-8 ' Govde 0,010
Kok 1,81
Yaprak 32,7
Tokat :
UD-9 oKa Govde 4,65
Kok 10,8
UD-10 Istanbul (Avrupa) Yaprak 18,7
Govde 5,81
izmir Yaprak 56
UD-11 Govde 3,33
Kok 12,6
Yaprak 21
Konya
UD-12 y Govde 7.10
Kok 3,12
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3.4. RAPD-PCR Sonuclar:

Atienzar ve Jha’nin 2006°da yaptig1 ¢aligmada, ayn1 kosullar altinda kullandig:
11 primer seti hayvan, bitki ve bakteriyel organizmalarda yiiksek kalitede sonuglar
vermis ve destekleyici benzer sonuglar alindigi belirtilmistir. Ayrica bu caligmada
kullanilan primerler ile optimizasyona gerek duyulmamis ve ayni kosullar altinda farkli
DNA’lar ile yapilan RAPD-PCR sonuglarindan yiiksek kalitede bantlar elde edilmistir.
Bu c¢alismanin 1s18inda ¢alismamizda kullandigimiz bazi oligoniikleotid primerler

sunlardir; OPB-1, OPB-5, OPB-6, OPB-7, OPB-8, OPB-10, OPB-11, OPB-12, OPB-17.

Uzonur’'un 2005 yilinda Mytilus galloprovincialis ile yaptigi doktora
calismasinda kullandig1 oligoniikleotid primerlerden bazilar ise; OPA-8, OPA-9, OPA-
14, OPA-18, OPB-18’dir. Bu primerler Uzonur’un bilgi ve danismanliginda

deneylerimizde kullanilmistir.

Urtica dioica ile yapilan RAPD-PCR c¢aligsmalari; tekrarli ve her dokuda sonug
veren primerlerin belirlenmesi, dokular arasi farkliliklar1 ve yine dokular arasi
korunmus bolgeleri belirlemede kullanilarak primerlerin belirlenmesi ile devam

edilmistir.

Mugla 6rneginin yaprak, govde, kok DNA’lar1 kullanilarak 15 farkli primer ile
RAPD-PCR yapilmistir. Bu primerlerden 6 tanesi ile yapilan deney sonuglar
Sekil 3.12-a,b’deki gibidir. Sekil 3.12-a,°’da OPB-5, OPB-7, OPB-11 primerleri ve
Mugla oOrneginin yaprak, govde ve kokleri ile yapilan RAPD-PCR sonuglari

goriilmektedir.

Sekil 3.12-b,’de ise Mugla 6rneginin yaprak, govde, kokleri ve OPB-12, OPA-
14, OPB-18 primerleri ile yapilan RAPD-PCR’in amplifikasyon iiriinlerinin % 2’lik

agaroz jel elektroforezi sonuglar1 gortilmektedir.
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r Y i
UD-3Y UD-3G UD-3K QUD-3Y UD-3G  UD-3K JUD-3Y UD-3G UD-BK\ g

Konrtol

Sekil 3.12-a,b: Mugla 6rnegi ile belirtilen primerler kullanilarak yapilan RAPD-PCR
sonuglari. Ayni1 bitkinin yaprak, govde, kok kisimlariin DNA’sindaki benzerlik (OPB-
7, OPA-14) ve farkliliklagmalar (OPB-5, OPB-12, OPB-18) gériintiilenmistir. Tk kuyu

(M) boy mark®ériinii, son kuyu negatif kontrol 6rnegini géstermektedir.

Sekil 3.12-a,b’de OPB-5, OPB-12 ve OPB-18 primerleriyle elde edilen, ayni
bitkinin yaprak, govde, kok DNA’sindan elde edilen RAPD profillerindeki
farklilagsmalar goriilmekte; OPB-7 ve OPA-14 primerlerinin  monomorfik daha

korunmus bolgeleri gosterdigi diisiiniilmektedir.
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Kalitim acgisindan biiyiilk 6neme sahip olan korunmus boélgeler mutasyona
ugramayan ve nesiller boyu degismeden kalan gen boélgelerini temsil ediyor olabilir.
OPA-14 ve OPB-7 primerleriyle ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyonunda korunmus
bolgeleri ifade ettigi diisiiniilen sonuglar géze ¢carpmaktadir. (Sekil 3.13, 14).

Sekil 3.13 : OPA-14 primeri kullanilarak Istanbul (Anadolu yakasi), Ordu ve Tekirdag
govde Ornekleriyle yapilan aplifikasyon sonuglarini gosteren %2’°lik agaroz jel
fotografi. Ik kuyu (M) boy markoriinii, son kuyu negatif kontrol o6rnegini

gostermektedir.

Sekil 3.13’de ok ile gosterilen bandin Istanbul (Anadolu yakasi), Ordu ve
Tekirdag U. dioica govde orneklerindeki tiir i¢inde korunmus genom bdlgelerini

gosterdigi diisiintilmektedir.

Sekil 3.14°de 1sirgan otu genomunu korunmus boélgeleri (RAMD -random
amplified monomorphic DNA- bantlar1) varligi ve birden fazla olabilecegi oklarla

gosterilmistir.
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M ubD-1G uD-2G UD-3G Negatf

Kontrol

1000

500

Sekil 3.14 : OPB-7 primeri ile sirasiyla Antalya, Van, Mugla, Istanbul (Anadolu
yakast), Tekirdag ve Erzurum govde Ornekleri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyon
sonuglarm gosteren %2’lik agaroz jel fotografi. Ik kuyu (M) boy markériinii, son kuyu

negatif kontrol 6rnegini gostermektedir.

U. dioica genomundaki polimorfik bolgeleri ve degiskenlik gosteren bolgeleri
incelemek amaciyla belirlenen primerlerden biri olan OPB-12 primeri ile x3’lii olarak

yapilan RAPD-PCR sonuglar1 Sekil 3.15’de gosterilmistir.

Sekil 3.15 incelendiginde ayni orneklerin yaprak ve gdvdelerinin RAPD-PCR
profilindeki farkliliklar acik bir bigimde goriilmektedir.

Genetik heterojenite varliginin incelenmesi i¢in belirlenen diger bir primer olan

OPB-18 ile yapilan RAPD-PCR sonucu ise Sekil 3.16’te goriilmektedir.
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M UD-7G UD-8G UD-9G  egaut
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Sekil 3.15 : Erzurum, Mersin ve Tokat oOrneklerinin yaprak (a) ve govde (b)
kisimlartyla yapilan RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’°lik agaroz jel
fotografi. Ilk kuyu (M) boy markoriinii, son kuyu negatif kontrol Ornegini

gostermektedir.

M UD-7K UD-8K UD-9K  pesat

1000

500
400
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Sekil 3.16 : Erzurum, Mersin ve Tokat Orneklerinin kok kisimlar1 ile yapilan
amplifikasyon sonuclarini gosteren %2’lik agaroz jel fotografi. Ilk kuyu (M) boy

markdriinii, son kuyu negatif kontrol 6rnegini géstermektedir.

Erzurum, Mersin ve Tokat U. dioica 6rneklerinin kokleri ve OPB-18 primeriyle

yapilan RAPD-PCR sonucunda tamamen farkli profil bantlar1 elde edildigi goriilmiistiir.
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Molekiiler tiir tayini yapilmis 1sirgan otu Orneklerinin genetik diizeydeki
farklilagsmalar1 farkli boyutlarda olabilir. Adaptasyon, ¢esitli mutajen ajanlar, kirlilik
gibi faktorlerin etkisiyle DNA diizeyinde degisiklikler meydana gelebilir. Ornegin
bireyin farkli kisimlart incelendiginde genetik diizeyde degisim goriilmezken ayni tiiriin
farkl1 bolgedeki baska bir bireyi ile aralarinda genetik diizeyde bir farklilik olabilir
(Sekil 3.17), bireyin kisimlart arasinda farkliliklar olusabilir (Sekil 3.18-a, b, ¢) ya da bu
kisimlar kendi icerisinde de farkliliklar gosterebilir (Sekil 3.19, 20, 21).

M UD-10G UD-11G UD-11K Negatf

Kontrol

1000

500
400
300
200

100

Sekil 3. 17 : Istanbul (Avrupa yakasi) govde, izmir &reginin gévde ve kok kisimlari ile
yapilan RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gdsteren %2’lik agaroz jel fotografi. Ilk

kuyu (M) boy markdriinii, son kuyu negatif kontrol 6rnegini gostermektedir.

UD-3K Negatif

M Kanitrol

a) b) c)
Sekil 3.18-a, b, ¢ : Mugla 6rneginin yaprak (a), gévde (b) ve kok (c) kisimlarinin OPB-

18 primeri ile yapilan RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik agaroz jel
fotografi. Ilk kuyu (M) boy markériinii, son kuyu negatif kontrol &rnegini

gostermektedir.
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1000

500

Sekil 3.19 : Van (UD-2G) 6rnegine ait govdesin x3’li RAPD-PCR amplifikasyon
sonuglarmi gdsteren %2’lik agaroz jel fotografi. ilk kuyuda (M) boy markérii, son

kuyuda negatif kontrol 6rnegi vardir.

Sekil 3.20 : Tekirdag (UD-6Y) Ornegine ait yapragin OPB-5, OPB-12 ve OPB-18
primerleri kullanilarak x3’li RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik
agaroz jel fotografi. Ilk kuyuda (M) boy markérii, son kuyuda negatif kontrol &rnegi

vardir.

Genetik cesitlilik ya da DNA’da farklilasma (polimorfizm) diyebilecegimiz
durum, populasyonlarin siirekli degisiklik gosteren cevrelerine adapte olabilmeleri i¢in
bir mekanizmadir. Genetik heterojenlik tiirlerin evrimsel adaptasyonlar1 agisindan ¢ok
olumlu bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yiizyillardir cok farkli yayilis alan1 ve
farkli kosullarda yetisebilme 6zelligine sahip olan 1sirgan otunun genetik heterojenite ve

genetik ¢esitliliginin ¢ok yliksek oldugu diistintilmektedir.
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Sekil 3.21 : Erzurum ve Mersin orneklerine ait koklerin x3’li RAPD-PCR
amplifikasyon sonuglarmi gdsteren %2’lik agaroz jel fotografi. Ilk kuyuda (M) boy

markdrii, son kuyuda negatif kontrol 6rnegi vardir.

Tamamen ayni kosullart igceren x3’lii hazirlanmis RAPD-PCR sonuglarinda
gorillen bu degisimin bireylerin maruz kaldigt DNA hasar1 olusturan ajanlardan

kaynaklandig: diistintilmektedir.

Cesitli primerler ile yapilan RAPD-PCR sonuglarina ait bulgular Sekil 3.22, 23,
24, 25’de verilmistir. Sekil 3.23°de tiim U. dioica 6rneklerinin gévde kisimlar1 ve OPB-
18 primeriyle yapilan x1 RAPD-PCR sonucuna gore 12 o6rnek icin 8 farkli RAPD
profili gézlenmektedir.

M 3K 7K 8K 11K Negatf

Kontrol
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1000
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400
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OPA-14

100

Sekil 3.22 : Sirastyla Mugla, Erzurum, Mersin ve Izmir 6rnekleri ve OPA-14 primeri ile
x1 hazirlanmis RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik agaroz jel
fotografi.
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106G 111G 12G

100

Sekil 3.23 : Tiim Urtica dioica 6rneklerinin gévdeleri ve OPB-18 primeriyle yapilan x1
RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %?2’lik agaroz jel fotografi. UD-1G,
UD-2G..., UD-11G, UD-12G (Antalya, Van, Mugla, Istanbul (Anadolu), Ordu,
Tekirdag, Erzurum, Mersin, Tokat, Istanbul (Avrupa), Izmir, Konya) gdévde

ornekleridir.

Negatif
Kontrol

Sekil 3.24 : Sirastyla Mugla, Erzurum, Mersin, Izmir, Antalya, Van, Istanbul (Anadolu
yakas1) ve Istanbul (Avrupa yakasi) ornek yapraklart ve OPB-12 primeri ile x1
hazirlanmis RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik agaroz jel fotografi.

3G 7G 8G 11G 1G 2G 4G 110G Negauf

Kontrol

Sekil 3.25:  Sirastyla Mugla, Erzurum, Mersin, Izmir, Antalya, Van, Istanbul
(Anadolu yakas1) ve Istanbul (Avrupa yakasi) rnek gdvdeleri ve OPB-7 primeri ile x1
hazirlanmig RAPD-PCR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik agaroz jel fotografi.
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Tamamen ayni kosullari iceren x3’lii hazirlanmis RAPD-PCR sonuglarinda
goriilen bu degisimin bireylerin maruz kaldigt DNA hasar1 olusturan ajanlardan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Farkli DNA profillerinin gozlenmesinin nedeni heterojen genetik yap1 ile
ilgilidir. Ayrica gesitli primerler ile yapilan deneylerde de yiiksek seviyedeki genetik
heterojenite gézlenmektedir (Sekil 3.22, 23, 24, 25).
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BOLUM 4

TARTISMA

Isirgan otunu c¢alismamizda kullanmamizin temel amaci, yiizyillardir tiim
Diinya’da tedavide kullanilan bir bitki olmasidir. Genis yayilis alanina sahip olan
isirgan otu iilkemizde de hemen hemen sehirlerde yetismektedir ve romatizmadan

bobrek hastaliklarina, diyabetten kansere kadar genig bir kullanim alanina sahiptir.

Calismamizda bitkisel tedavide biiyiik 6neme sahip 1sirgan otunun molekiiler tiir
tespiti yapilmis, sehirlerarast toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik igerik

miktarlarindaki degisim incelenmis ve genetik yapisindaki cesitlilik degerlendirilmistir.

Morfolojik tiir tespiti ¢aligmalarinda destekleyici bir yontem olarak molekiiler
tiir tespiti caligmalar1 da yapilmaktadir. Bu sayede kontrol edilemeyen ve gézden kagan

durumlarin ortadan kalkmasi ve istenmeyen siniflandirma yanlislar1 engellenmis olur.

Molekiiler tiir tespiti ig¢in Urtica dioica genomuna ait primer seti NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Primer 3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3) ve Oligo Analyzer
(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx)  gibi  online
veritaban ve programlar1 kullanilarak dizayn edilmis ve 12 1sirgan otu Orneginin U.
dioica tiirii oldugu ortaya konmustur. Dizayn edilen primer ve sonrasinda yapilan
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile bu primerin dogru genoma ait olup
olmadig1 incelenmis ve tiim sonuglar U. dioica’ya ait oldugunu gostermistir. Bu sekilde
stirekli giincel tutulan ve oldukga giivenilir olan online pek cok siteden primer dizayni

yapilabilmektedir.
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Uygun iklim sartlari, hava ve su etmenlerinin temizligi gibi faktorler ile bitki
gelisimi maksimum verim ile devam eder. Fakat cesitli kirleticilerin bulundugu,
biyolojik ya da kimyasal stres olusturan maddelerin varhifinda bitkilerde genetik
ve/veya fizyolojik anlamda degisiklikler olmaktadir. Fizyolojik degisiklikler ortam
sartlarina uyum saglamak i¢in geri doniistimlii olabilecegi gibi genetik bir degisiklikten

kaynaklaniyor da olabilir.

Cok farkli iklim ve sartlara uyum saglayabilen 1sirgan otu bitkisinde de kimyasal
birtakim degisimlikler oldugu diisiiniilmektedir. Bu amacla 12 farkli 1sirgan otu
yapraklarinin % 70 metanol ekstrakti ve infiizyon ornekleri ile CUPRAC, ABTS/HRP
ve Folin—Ciocalteu deneyleri yapilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde genel olarak
1sirgan otu yapraklarinin infiizyon 6rneklerinin toplam antioksidan kapasite (CUPRAC
yonteminde Antalya ve Tokat ornekleri, ABTS yonteminde Tokat Ornegi hari¢) ve
toplam fenolik madde igerikleri (Folin yonteminde Tokat haric) % 70 metanol

ekstraktina gore daha yiiksek bulunmustur.

% 70 metanol ekstraktt yapilmis U. dioica yaprak orneklerinin CUPRAC
(toplam antioksidan kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin—Ciocalteu

(toplam fenolik igerik) deneyinin sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Metanol ve infiizyon yapilan 1sirgan otu Orneklerinde en yiiksek degeri veren
sehirlerdeki siralama farkliliklar1 metanol ve suda c¢oziinen bilesiklerin farkliligindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Genel olarak hem % 70 metanol ekstraksiyonunda hem
de infiizyon Orneklerinde en yiiksek degeri veren sehir Erzurum’dur. Metanol ve
infiizyon &rnekleri ile yapilan tiim deneylerde en diisiik degeri ise Istanbul Anadolu ve
Istanbul Avrupa yakasi drnekleri vermistir. Bunun nedeninin Istanbul’daki sanayi ve
kentlesmenin  yiiksek olmasindan  kaynaklanan  kirliligin =~ fazlaligi  oldugu
diistiniilmektedir. Bu yiizden 1sirgan otunun tiiketimi sirasinda {iriiniin yetisme yerinin

Ogrenilmesi kullanim sirasindaki verimin artmasi agisindan oldukg¢a 6nemlidir.
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Sekil 4.1 : % 70 metanol ekstrakti yapilmis U. dioica yaprak orneklerinin toplam
antioksidan kapasite ve toplam fenolik icerik sonuglar. Ornekler sirasiyla 1,2, 3, ... 11,
12: Antalya, Van, Mugla, Istanbul (Anadolu), Ordu, Tekirdag, Erzurum, Mersin,
Tokat, istanbul (Avrupa), izmir, Konya.

Infiizyon yapilmis U. dioica yaprak érneklerinin CUPRAC (toplam antioksidan
kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin—Ciocalteu (toplam fenolik

icerik) deneyinin sonuglar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2 : Inflizyon yapilmis U. dioica yaprak érneklerinin toplam antioksidan kapasite
ve toplam fenolik igerik sonuglari. Ornekler sirasiyla 1, 2, 3, ... 11, 12: Antalya, Van,
Mugla, Istanbul (Anadolu), Ordu, Tekirdag, Erzurum, Mersin, Tokat, Istanbul
(Avrupa), Izmir, Konya.
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Infiizyon yapilmis U. dioica gévde drneklerinin CUPRAC (toplam antioksidan
kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin—Ciocalteu (toplam fenolik

icerik) deneyinin sonuglar1 Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 : Infiizyon yapilmis U. dioica gévde érneklerinin toplam antioksidan kapasite
ve toplam fenolik igerik sonuglari. Sirasiyla 1, 2, 3, ... 11, 12: Antalya, Van, Mugla,
Istanbul (Anadolu), Ordu, Tekirdag, Erzurum, Mersin, Tokat, Istanbul (Avrupa), Izmir,
Konya.

Infiizyon yapilmis U. dioica kok orneklerinin CUPRAC (toplam antioksidan
kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin—Ciocalteu (toplam fenolik

igerik) deneyinin sonuglar1 Sekil 4.4’te gosterilmistir.

0,025
0,02
0,015
H CUPRAC
0,01 - H ABTS
i Folin
0,005 -
O -
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.4 : Infiizyon yapilmis U. dioica kok érneklerinin toplam antioksidan kapasite ve
toplam fenolik icerik sonuclari. Ornekler sirasiyla 1, 2, 3, ... 7, 8: Mugla, Ordu,

Tekirdag, Erzurum, Mersin, Tokat, Izmir, Konya.
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Folin-Ciocalteu yontemine gore belirlenen toplam fenolik madde icerigi ABTS
ve CUPRAC yontemine gore daha yliksek bulunmustur. Bunun nedeni Folin
yonteminin antioksidan karakterinde olmayan (sekerler gibi) bilesenler ile de

reaksiyona girebilmesinden kaynaklanmaktadir.

Isirgan otu ile alakali biyokimyasal deneylerden sonra genetik degisiklikler ile
ilgili uygulamalar 3 asamali olmustur. ilk asamada FINNZYMES Phire® Bitki
Dogrudan PCR Kiti kullanilarak U. dioica’ya yonelik tiir tespiti yapilmistir. Tim
orneklerin U. dioica oldugunun ortaya cikarilmasindan sonraki ikinci asama, genetik
cesitliligin degerlendirilmesinde Atienzar ve Jha, 2006; Uzonur 2005 calismalar
1s1g¢inda 15 farkl oligoniikleotid primerin denendigi RAPD-PCR asamasidir.

NucleoSpin® Plant II Kit kullanilarak izole edilen Urtica dioica’nin yaprak,
govde ve kok DNA miktarlar1 incelendiginde (Tablo 3.4) en yiiksek toplam DNA
konsantrasyonun yaprak kisimlarindan elde edildigi goriilmektedir. Yaprakta bulunan
kloroplast ve mitokondri organellerinin fazlaliginin DNA konsantrasyonunun
artmasinda etkili oldugu disilinlilmektedir. Konsantrasyon sonuglarimizdan elde
ettigimiz diger bilgi ise genellikle kok kisimlarindan gévde kisimlarina gore daha fazla
DNA izole edilmistir. Bu durum ise kokte bulunan meristematik hiicrelerin
yogunlugunun fazla olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica gévdede bulunan bazi fenolik
ve aromatik bilesiklerin DNA izolasyonunda inhibe edici ozellik gosterebilecegi

diistiniilmektedir.

Bu asamada 12 U. dioica 6rnegine ait yaprak, govde ve kok kisimlart ile 15
farkli oligoniikleotid primeri RAPD-PCR yapilmig ve monomorfik bdlgelerin ve
polimorfizm gdsteren bolgeleri incelememizi saglayan primerler belirlenmistir.
Monomorfik bolgeleri gosteren primerler; OPB-7 ve OPA-14 polimorfik bdlgeleri
gosteren primerler ise OPB-5, OPB-12 ve OPB-18 olarak belirlenmistir. OPB-5, OPB-
12, OPB-18, OPB-7 ve OPA-14 disindaki oligoniikleotid primerler ise birey i¢i ve
bireyler arasi degisim yada korunmus bdlge varliginin incelenmesi agisindan yeterli
gorilmemistir. Bunun nedeni devam eden deneylerde degisken sonuglar vermesi en
onemlisidir. Bunun yaninda incelenen %?2’lik agaroz jel fotografindaki bantlarin silik

olmasi, inceleme zorlugu gibi nedenler ile deneylere devam edilmemistir.
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Diger primerler bazi 6rneklerde sonu¢ vermedigi ve monomorfik bolgeler ile
polimormizm gosteren bolgeleri incelememizi saglayacak sonuglar vermediginden
devam eden deneylerde kullanilmamigslardir. Bu bes primer daha 6nceki ¢alismalarda
cesitli bitki, havyan ve bakteriyel canlilar (Daphnia magna, Escherichia coli, Palmaria
palmata, Platynereis dumerilii, Mytilus edulis, Mytilus galloprovicialis) DNA’lar1 ile

calisilmgtir.

Uzun yillar varolan ve c¢esitli iklim kosullarina uyum saglayabilen canlilarin
genetik polimorfizm oranlarinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu yiiksek oran degisen
ortam sartlar1 ya da olumsuz kosullar karsisinda canliyr hayatta tutabilecek bir
ozelliktir. Birey, ylizyillardir gergeklesen iklim degisiklikleri, toprak yapisindaki
degisiklikler ya da sanayi ve niifusun artmasi ile gerceklesen cevde kirliliklerine karsi
direngli hale gelebilir. Bu da genetik diizeyde gergeklesen birtakim degisiklikler ile

miumkin olmaktadir.

Iste bu amagla canlilar ya da bireyler arasindaki farklilasmay1 net bir bicimde
gormemizi saglayan RAPD-PCR yontemi gelistirilmistir. Genetik heterojenlik ya da
monomorfik bolge incelemeleri de dahil olan tim RAPD-PCR uygulamalarinda
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi bir dezavantajdir. Kullanilan malzemelerdeki kiiciik
degisiklikler, pipetleme hatas1 hatta oda sicakliginin farkli olmasina duyarliligt RAPD-
PCR tekrarlanabilirligine olan giiveni azaltmaktadir. Calismamizda, her RAPD-PCR
sonucu kendi igerisinde degerlendirildiginden, farkli PCR sonuglarina ait genetik
haritalardaki farkliliklar g6z oniinde bulundurulmaz. Bu da RAPD-PCR ile gelen bu

problemi ortadan kaldirmaktadir.

Sekil 3.13, 14’de OPA-14 ve OPB-7 primerleri ve U. dioica govde 6rnekleri ile
yapilan RAPD-PCR sonuclarinda monomorfik bantlarin varhi§i ve birden fazla
olabilecegi goriilmiistiir. Korunmus bolgeleri ifade ettigi diisiiniilen bu bantlar canli igin
hayati 6neme sahip bolgelere ait olabilir. Tibbi tedavide genis kullanim alanina sahip
olan 1sirgan otunun bdyle bolgelere sahip oldugunun tam olarak sdylenebilmesi i¢in

birtakim destekleyici ¢alismalara (sekans analizi gibi) ihtiyag¢ vardir.

Yiizyillardir var oldugu bilinen ve Diinya {lizerinde genis yayilis alanina sahip

olan 1sirgan otunun degisik ortam sartlarina uyum saglamasinin en 6nemli nedeninin
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molekiiler diizeyde ortaya c¢ikan degisimlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu
nedenle yeryiiziiniin farkli iklimlerine sahip olan boélgelerinden alinan 1sirgan otu
orneklerinde farklilagsmalarin olmasi kaginilmazdir. Ayrica mutajen ajanlarin varhigi,
olumsuz iklim sartlar1, kirlilik gibi durumlarda da genetik degisiklik goriilmektedir ve
bu degisikligin seviyesi bu tiir mutajenlerin seviyesine gore farklilik gostermektedir.
Omegin Sekil 3.17°de oldugu gibi bireyler arasi polimorfizmin bulundugu Urtica
dioica 6rneklerinde birey i¢i (yaprak-govde-kok) farklilik gézlenmeyebilir. Bu durumda
mutasyonun oldugu fakat birey i¢i degisime sebep olacak diizeyde olmadig1 ve bireyi
genetik olarak degisiklige ugratacak sartlarin derecesi bitkinin farkli kisimlarindaki

farklilagsmay1 belirledigi diistiniilmektedir.

Sekil 3.18-a,b,c incelendiginde Mugla o6rnegine ait RAPD-PCR sonuglari
goriilmektedir. Ayni primer kullanilarak yapilan bu deneylerde yaprak ve govde
kisimlariin RAPD profillerinin kismen de olsa birbirine benzedigi fakat kok kisminin
biiylik oranda farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Ayni sartlar altinda hazirlanan RAPD-
PCR sonuglarindaki bu degisim bitkinin mutajen ajanlara maruz kalan kismu ile ilgili
yorum yapmamizi saglamistir. Buna gore; bitkide kok kisminin stabil olarak bulundugu

toprak ve su gibi faktorler ile ilgili bir kirleticinin oldugu diisiiniilmektedir.

Tiim bunlara ek olarak x3’lii olarak hazirlanan RAPD-PCR o6rneklerinde goriilen
farkliliklar ise maruz kalinan mutajenite seviyesi hakkinda bilgi vermektedir. Ayni
bitkinin belli bir kismina ait olan DNA’nin tamamen ayni olmasini beklenirken ortaya
cikan farklilik mutasyonun ne kadar ciddi boyutlarda oldugunun bir gostergesidir.
Ayrica bu mutajenlerin bitkinin belli bir kisminda degil tiim kisimlarin esit derecede

etkiledigi de goriilmiistiir.

X1 olarak hazirlanan RAPD-PCR sonuglarini gosteren %?2’lik agaroz jel
fotografi incelendiginde de bireyler arasindaki mutasyonlar net bir bi¢imde
goriilmektedir. OPB-18 ve OPB-12 primerleriyle yapilan deney sonuglarinda goriiliiyor
ki tiim Orneklerin U. dioica olmasina ragmen bireylerin hicbiri birbirinin ayni olan

sonug¢ vermemistir.
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SONUC ve ONERILER

Calismamizda cevrenin DNA diizeyinde etkileri ve bu etkilerin fizyolojik
yansimalarinin potansiyelinin iliskilendirilmesinden 6nce U. dioica’nin ig¢sel genetik
heterojenitesinin degerlendirilmesi icin RAPD-PCR yontemi kullanilmistir. RAMD
olarak adlandirilan total DNA’nin RAPD yaklasimiyla tiire 6zgli monomorfik bolgeleri

ve yliksek heterojenite gosteren degisken bolgeleri incelenmistir.

[k olarak genetik cesitliligin incelenmesi, daha sonra genetik heterojenitenin

diizeyi ve bunlarin sebeplerini anlamak i¢in daha spesifik metodlar uygulanmalidir.

Sonuglarimiza gore U. dioica’nin poliformizm gosteren genetik heterojeniteye
sahip oldugunu gostermistir. Tibbi agidan genis etki mekanizmasi olan U. dioica ‘nin

tiim genom sekansinin ¢alisilmasi agisindan énemli bir 6n hazirlik olmustur.

Genetik ve molekiiler diizeyde yeterli ¢alisma bulunmayan U. dioica gibi tibbi

acidan onemli olan bitkilerin etkin kullaniminda 6n ¢alisma olarak 6nemlidir.

Sonraki  caligsmalarda, monomorfik bélgelerin  sekans  ¢aligmalarinin
tamamlanmasindan sonra korunmus bolgelerin gen haritalar1 ¢ikartilarak rekombinant
DNA teknolojisi ile yararli sekanslarin c¢ogaltilmasi ve ilag iiretimi miimkiin

olabilmektedir.

RAPD-PCR profillerinde goriilen degisim goz oniine alindiginda, bu degisimin
bulundugu ortam uyum amagli m1 gerceklestigi ya da herhangi bir kirletici ajan ile mi
oldugu konusu bir netlik kazanmaz. Bunun yaninda gerceklesen polimorfizmin bitkinin
fizyolojik yapisinda nasil bir degisiklik olusturdugu, tibbi acidan yararli olan etki

mekanizmalarindaki degisim (azalma ya da artma), kimyasal, biyokimyasal ya da
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biyolojik yapilarindaki degisim tek basina RAPD-PCR yontemi ile sonuca

ulastirabilecegimiz bir yol degildir.

Yilin iki ayr1 doneminde toplanan 1sirgan otunun toplam antioksidan kapasite ve
toplam fenolik igerik degerleri incelendiginde en yiiksek sonucun alindigi sehirlerin
genel olarak ilkbahar doneminde toplanan bireylere ait oldugu gorilmiistiir. % 70
metanol ekstrakti ve inflizyonu yapilan tiim &rneklerde ise genel olarak Istanbul
Avrupa-Anadolu yakas1 ornekleri en diisiik degerleri vermistir. Tiim bu sonuglarin
1s1¢1inda 1sirgan otunun tedavi amagli kullanimi sirasinda Istanbul sehrinde yetismemis
ve ilkbahar doneminde toplanan bitkinin kullanilmasi istenilen sonucun alinmasi

ac¢isindan 6nem tagimaktadir.

Dogada yabani olarak da yetisebilen tiirlerden biri olan U. dioica igin
toksikolojik takiplerin yapilmasit so6z konusu degildir. Fakat tariminin yapilmasi
durumunda; kimyasal igeriginin zenginligi, kolay yetistirilebilirligi ve bitkinin tiim
kisimlarinin tibbi agidan biiyiik dneme sahip olmasi ve bunlara ek olarak verimsiz tarim

arazilerinin tekrar kullanilabilirligine olanak saglayabilir.
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