TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU

ISIRGAN OTU (URTICA DiOICA) EKSTRESININ
KOLON KANSERI HUCRE SERILERI UZERINDEKI
APOPTOTIK, ANTIPROLIFERATIF VE ANTIOKSIDAN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Fettah KORKMAZ

TIBBi BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Yrd. Do¢.Dr.Oya Sena AYDOS

2010- ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTIiTUSU

ISIRGAN OTU (URTICA DiOICA) EKSTRESININ
KOLON KANSERI HUCRE SERILERI UZERINDEKI
APOPTOTIK, ANTIPROLIFERATIF VE ANTIOKSIDAN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Fettah KORKMAZ

TIBBi BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Yrd. Do¢.Dr.Oya Sena AYDOS

2010- ANKARA



Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Bivoloji Programi
cercevesinde yiriitiilmis olan bu calisma, asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarthi : 15/10/2010

i

A ~
4 / e
Prof. Dr. Aysel ARICIOGLU

Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Jiiri Baskani

ottt

Dog. Dr. Aslihan AVCI Prof. Dr. Asuman SU GLU
Ankara Universitesi : Ankara Universitesi
Tip Fakdltesi Tip Fakdltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Raportor

R
f?“" \Jo Xzt~

ProfgDr. Cigdem GUNGOR Yrd. Do¢. Dr. O. Sena AYDOS
Ankara Universitesi Ankara Universitesi
Tip Fakdltesi Tip Fakdiltesi
Tibbi Mikrobivoloji Anabilim Dali Tibbi Bivoloji Anabilim Dah

Tibbi Parazitoloji Bilim Dali



ICINDEKILER

Kabul ve Onay

Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar

Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Isirgan otu (Urtica dioica)

1.1.1.  Genel Bilgi

1.1.2. Kimyasal Bilesenleri

1.1.3. Igerdigi Bilesenlerin Onkolojik Bakimdan Onemi
1.1.4. Isirgan otunun Halk Hekimliginde Kullanimi

1.1.5. Isirgan otunun Medikal Onemi ve Etkileri

1.2. Kanser

1.2.1. Genel Bilgi

1.2.2. Kolorektal Kanserler ve Kolon Karsinogenezinin Molekiiler Mekanizmasi
1.2.3. Inflamasyon ve Kolon Kanseri

1.2.4. Siklo-oksijenaz-2 (COX-2) ve Kolorektal Kanserler
1.2.5. NF-KB ve Kolorektal Kanserler

1.3. Apoptoz

1.3.1. Apoptoz Yolaklar

1.3.2. Apoptoz Mekanizmasini Kontrol Eden Yolak ve Proteinler
1.3.3.  Apoptoz Yolak Modlatérlerini Hedefleyen Ajanlar
1.3.4. Kanserli Hiicrelerde Apoptoz

1.3.5. Tedavide Apoptoz

1.4. Urtica dioica’nin Onkoloji A¢isindan Onemi

MATERYAL VE YONTEM

ii

11

IV

IX

XI

o233, IS, I SN SN

14
14
15
18
19
22

24
25
27
29
30
32

33

35



2.1. Materyal

2.2. Yontem

2.2.1.  Hicre Serilerinin Kiltlru

2.2.2. Isirgan otu (Urtica dioica) Ekstresinin Hazirlanigi

2.2.3. Hiicre Canliliginin Tespiti (Hiicre Proliferasyonunun Olgiilmesi)
2.2.4.  Apoptoz Tayini

2.2.5. Antioksidan Enzim Duzeylerinin Olgiilmesi

3. BULGULAR

4, TARTISMA

5. SONUC VE ONERILER
OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

OZGECMIS

35

35
35
35
36
36
37

38

44

55

57

58

59

71



iv

ONSOZ

Bu tez c¢alismasinda kanser i¢in yeni alternatif tedavilere 1s1k tutulmasi
amaclanmaktadir. Tiirkiye’de halk arasinda sagaltici etkisine olan inan¢ nedeniyle
yaygin olarak kullanilan antioksidan ve flavonoidler bakimindan zengin olan 1sirgan
otunun, insan kolon kanseri hicre serilerindeki antiproliferatif etkisi ve alternatif tedavi

araci olarak kullanilabilirligi aragtirilmistir.

Bu tez calismasmin yapilmasini onaylayan Ankara Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlisii yonetimine ve tez caligmasmin yapildigi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalinin tiim olanaklarinin en iyi sekilde kullanilmasini saglayan calismam
sirasinda yardimlarini ve destegini esirgemeyen Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Bagkan

degerli hocam Prof. Dr. Asuman SUNGUROGLU’na sonsuz siikranlarimi sunarim.

Tez caligmalarim sirasinda yakin ilgi ve destegini gordiigiim, bilgi ve deneyimlerinden
faydalanma firsati buldugum, ¢alismalarimda bana sabirla yol gosteren tez danismanim
degerli hocam Yrd. Do¢. Dr. Oya Sena AYDOS’a tesekkiir eder, siikranlarimi arz

ederim.

Ayrica bu tez ¢aligmasi sirasinda her zaman yanimda olup yardimer olan Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali asistan1 Tiilin Ozkan’a, diger asistanlar ve ¢alisanlarina da tesekkiir

ederim.

Tez verilerinin statiksel degerlendirmesini yapan Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Biyoistatistik Anabilim Dalindan Yrd. Dog. Dr. S. Kenan KOSE’ye, tez calismasi igin
gerekli kimyasal analizlerin yapilmasina verdikleri katkilarindan ve bilgilerinden dolay:
Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dalina ve Baskanligina da

sonsuz siikranlarimi sunarim.

Ayrica ¢aligmalarim sirasinda bana moral olarak destek olan anneme, babama, esime,
oglum ve kizima sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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Adenozin Deaminaz
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Apopitotik proteaz aktivasyon faktorii 1 (Apoptotic protease activating
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Mouse melanoma timar hiicre serisi
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BCL-2-associated x protein

B-cell lymphoma/leukaemia 2 ailesi proteinleri

Butile hidroksianizol (Butylated hydroxyanisole), bir yapay
antioksidan

Butile hidroksitoluen (Butylated hydroxytoluene) , bir yapay
antioksidan

Proapoptotic Bcl-2 family member

Proapoptotic Bcl-2 family member

Iyi huylu prostat genislemesi (Benign prostatic hypertrophy)
Kolit-temelli kanser (Colitis-associated cancer)
Caspase-activated deoxyribonuclease

Katalaz (Catalase)

Karbon triklorit(Carbon trichloride), reaktif bir serbest radikal
Karbon tetraklorit (Carbon tetrachloride), hepatotoksik bir kimyasal
Siklooksijenaz (Cyclooxygenase) 1

Siklooksijenaz 2

Sitokrom

Sitokrom P450, Faz-I enzimi

Sitokrom b5, Faz-1 enzimi
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Cyt P450 R NADPH- sitokrom P450 redktaz

cytb5R NADH- sitokrom b5 rediiktaz

DART TOF-MS Direct Analysis in Real Time’ ‘a time-of-flight’- ‘mass spectrometer’
(Bitki ve ekstrelerdeki kimyasal bilesenleri atmosfer basincinda,
sample hazirlamadan veya islemsiz hizli ve dogru olarak tanimlamay1
sagliyan bir kimyasal karakterizasyon analizi yontemi, kiitle

spectrometrisi i¢in iyonizasyon kaynagi) (Roschek ve ark., 2009)

DIABLO Direct IAP (inhibitors of apoptosis) binding protein with low PI

DISC Oliim-baslatan sinyal kompleksi (Death Inducing Signaling Complex)

DTD DT-diaforaz, bir hepatik biyotransformasyon enzim sistemi

DPPH 1,1-diphenyl-2picrylhydrazyl serbest radikali

EGF Epidermal growth factor

EGFR Epidermal growth factor receptor

ELISA Enzimbagimli immiinoabsorbent assayi (Enzyme Linked
Immunoabsorbant Assay)

ESCOP European Scientific Cooperative on Phytotherapy

ESR Electron Spin Resonance spectroscopy

FADD Fas-associated death domain protein

FAP Familial adenomatous polyposis

FAP-1 Fas-baglantili fosfataz-1, bir Fas-engelleyici (associated) protein

Fas (CD95/APO-1) TNF reseptor ailesinden bir hiicre ylizeyi “6liim
reseptori”

FasL Fas Ligand1

FasR Fas Reseptoru

FLIP FLICE (caspases-8)-inhibitory proteini, bir 61im domeyni proteini

GPx Glutatyon peroksidaz

GR Glutatyon rediiktaz

GSH Indirgenmis (reduced) glutatyon

GSK-p Glikojen sentaz kinaz-p

GST Glutatyon S-transferaz

H Histon

HelLa Human epithelial carcinoma timar hicre serisi
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Lymph node carcinoma of the prostate
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Matrix metalloproteinase

N-Metil-N-Nitroso-Urea

Mammalian target of rapamycin
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit
Nukleer faktor-kappa B

Natural killer cells
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Reaktif oksijen turleri (reactive oxygen species (ROS) )
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Second mitochondria-derived activator of caspase
Signal transducer and activator of transcription 3
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Transforming growth factor-§
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1. GIRIS

1.1. Isirgan otu (Urtica dioica)

1.1.1. Genel Bilgi

Isirgan otu Urtica dioica L., Urticaceae (nettle) ailesinden uzun omurli bir ottur.
Yapraklar1 ve govdesi yakict tiiylerle kaplanmis, tohumlu, cogunda siitsii 6z
bulunmayan, basit yaprakli ve yabanci tozlasma gosteren, kiigiik ¢igcekli, 1liman
bolgelerde yetisen yabani bir bitkidir. Ayn bitki tizerinde yaprak koltuklarinda meydana
gelen cicekler ya erkek ya da disidir. Kok ve tohumdan ¢ogalir, yavas yayilir ve yil
boyunca siirekli olarak bulunur. Isirgan otu her iki yarim kiirenin tropik ve subtropik
bolgelerinde yetismektedir. Urtica, “yakmak” anlamima gelen Latince  “urere”
kelimesinden gelmektedir. Dioica kelimesi “iki evli" demektir. Isirgan otunun yakici
tilylerine dokunuldugunda asetilkolin, histamin ve 5-hidroksitriptamin (serotonin)
salmasindan dolay1 (Fu ve ark., 2006) yakict etki gosterir ve adi da buradan gelmektedir
(Ayan ve ark., 2006).

1.1.2. Kimyasal Bilesenleri

Cizelge 1.1. Isirgan otunun temel kimyasal iceriginde bulunan bilesikler listesi (Taylor, 2005).

e  Alkoloidler, e Kafeik Asit, ®  Neoolilivil,

e  Asetilkolin, e Karbonik Asit, e Palmitik Asit,

® Asetofenon, e  Klorofil (yiiksek ® Pantotenik Asit,

®  Astragalin, oranlarda) ®  Quersetin,

® Butirik Asit, e Klorojenik Asit, ®  Quinik Asit,

e Folasin, e Kolin, e  Skopoletin,

e Formik Asit, e Koproporipirin, e Serotonin,

®  Fridelin, e Ksantofil, e  Stesteroller,

e Histamin, e Kumarik Asit, e Stigmasterol,

® [esitin, e Lignanlar, ®  Suksinik Asit,

e [ektinler, Urtica dioica ® Linoleik Asit, e Terpenler,
Aglutinin (UDA) e Linolenik Asit, ®  Violaksantin,

e Kaemferoller,




Isirgan otu; potasyum tuzlari, vitamin C, polisakkaritler, lignanlar, formik asit, yiiksek
oranlarda Kklorofil, flavonoidler, steroller, enzimler, fenilpropanlar, kumarinler,
terpenoidler ve koklerinde kiigiik molekiil agirlikli bir lektin olan Urtica dioica aglutinin
(UDA) icermektedir (G6zum ve ark 2003; Akbay ve ark., 2003; Ayan ve ark., 2006).
Isirganin toprak tstii bolimii ‘quercetin-3-O-glucoside’, ‘kaempherol-3-O-rutinoside’
ve ‘isorhamnetin-3-O—glucoside’ igermektedir (Akbay ve ark., 2003). U. dioica ¢icegi
yuksek oranda fenol ve flavonoid icermektedir (Mandal ve ark., 2009).

1.1.2.1. Yapraklarin Icerdigi Bilesenler

Wetherilt (1989)’ un bildirdigine gore bitkinin yapraklart 14.4 mg/100g a-tocopherol,
0.23 mg/100g riboflavin, 13 mg/100g demir, 0.95 mg/100g c¢inko, 873 mg/100g
kalsiyum, 75 mg/100g fosfor, ve 532 mg/100g potasyum igermektedir. Ayrica K, C, B1,
B5 vitaminleri ve provitamin A, Urtisin glikozidi, sistosterin, sepi maddeleri ve ksantofil
icerir (Kog, 2002). Yaprak yiizeyinde bulunan yakici tlylerinde formik asit, histamin,
serotonin ve kolin bulunmaktadir (Sekil 1.1) (Fu ve ark., 2006). Isirgan otu yapraklari
mineraller, Kklorofil, amino asitler, lesitin, karetenoidler (Sekil 1.3), flavonoidler,

steroller, taninler ve vitaminlerce zengindir (Taylor, 2005).

2
z
= —— Acetylcholine 2000 ppm
S ——— Histamine 40 ppm
g | N, ——- Serotonin 20 ppm
B TN, o e Formic acid 1000 ppm
5 1 N \
2
i Y
=< 3 N T .
0 = | | | T
200 225 250 275 300 325

Wavelength (nm)

Sekil 1.1. Isirgan otu tiiyii toksinlerinin UV spektrasi. (Fu ve ark., 2006).



Cizelge 1.2. Isirgan otu yaprak ekstresinde, DART TOF-MS kimyasal karakterizasyon analizi ile belirlenmis

100 bilesik (Roschek ve ark., 2009).

. Nispi . Nispi
Bilesigin Ad1 Olgiilen Bolluk  Bilesigin Adi Olgiilen Bolluk
Kiitle (%) Kiitle (%)
aminobutyric asit 104.0712 19.4027 1,6-dioxaspiro[4.4]non-3-ene 201.0927 1.7105
1,4-benzoquinone 109.0304  5.6214  4-aminoantipyrine 204.1046 3.3994
2-acetylpyrrole 110.0661  9.1518  4-methyl-7-ethoxykumarin 205.0775  23.7605
resorcinol 111.0536  9.5431  Carvylacetate 209.1562  13.1682
6-azacytosine 113.0467 31.2587 Flavan 211.1169 2.1584
creatinine 114.062  6.2286  Harmine 213.1023 1.9492
proline 116.0706 ~ 3.4373  vitamin B5 220.1107  3.1573
levulinic asit 117.0551 38.5861 pantothenic asit 220.1107 3.1573
Indole 118.0597 3.0894  1,2-O-isopropylidene-D-glucoside 221.107 4.382
L-threonine 120.0583  1.3511  Hydrocotarnine 222.1122 6.8038
acetophenone 121.0661  6.5386  Flavones 223.0708 0.9831
vitamin B3 (niacinamide) 123.0582  4.2889  6-benzylaminopurine 226.1141 2.7388
pyrogallol 127.047  19.4107 Carnosine 227.1129 3.3847
leucine 132.1008 4.7604 Kavain 231.1032 1.6417
glutaric asit 133.0504 19.6285 Dihydrokavain 233.1186 1.9648
2-deoxy-D-ribose 135.0566  1.3173  Harmol 235.1107 3.455
adenine 136.0633  49.4889 isopropyl-B-D-thio-galacto- 239.0939 0.9677
pyranoside

anisaldehyde 137.0664 10.9016 Phosphatidylcholine 243.1153 2.7201
tyrosol 139.0812  6.4353  6-aminochrysene 244.1076 8.621
histidinol 142.0903  4.2666  Osthole 245.0978  6.9901
3-hydroxy-2,3 145.0536  14.7854 4-shogaol 249.126 1.5636
dihydromaltol

nonanol 145.1654  0.634  Pterostilbene 257.1251 2.8696
galactal 147.0665  7.4541  1,2,5,6-di-0-iso propylidene 261.1266 2.8952
cinnamide 148.082  2.0246  Lotaustralin 262.1355 2.575
hydroxycinnamaldehyde 149.0549 9.1354  abscisic asit 265.137 1.6699
chitosan 150.0821 9.813  Adenosine 268.107  11.7278
ribose 151.0693  4.5401  3,4-dimethoxychalcone 269.124 3.4104
anthranilic asit methyl ester  152.0755  7.5959  podocarpic asit 275.172 3.8764
adonitol/arabitol 153.079  8.4557 Homatropine 276.1514 2.762
4-deoxypyridoxine 154.0905  7.7181 linolenic asit 279.2302 0.974
diphenyl 155.0777 4.8341  Piperine 286.139 2.132
methylkumarin 161.0618  1.0294  Isopilosine 287.1357 2.4398
L-2-aminoadipic asit 162.0799  4.2859  7-shogaol 291.1887  4.1135
levoglucosan 163.0628 100 Pukateine 296.1367 0.7118
eugenol 165.0855 8.4339  Convolvamine 306.1629 1.7648
phenylalanine 166.0922  10.241  Bioallethrin 313.2726  12.8033
synephrine 168.0994 32.6556 8-dehydrogingerdione 319.1892 1.5626
2,3-dimethoxyhydroquione ~ 171.066  0.8038 incensole oxide 323.2634 0.949
shikimic asit 175.062  10.1962 deoxyharringtonine 330.1772 1.1885
DL-a aminopimelic asit 176.0905 53511  Carnosol 331.1828 1.885
cinnamyl acetate 177.0838  4.0369 integerrimin 336.1791 0.7261
dimethyl-L-tartrate 179.0593  3.0288  10-gingerdione 349.2333 2.1386
glucosamine 180.0902 35.5968 incensole oxide acetate 365.2665 0.9937
coniferyl alcohol 181.0892  21.0621 9-amino-camptothecin 368.156 0.5496
mannitol 183.0873  6.8052  eleutheroside B 373.1404 0.1661
n-acetyl-L-glutamine 189.0821  2.7638  cholecalciferol 385.3388 3.0758
4-methylmethoxykumarin 191.0687 0.7431  Solanidine 398.3456  4.7657
carvacryl acetate 193.1216  8.4651 mogroside backbone (-3H20) 423.3612 4.7064
ferulic asit 195.0668 1.1773  alpha-tocotrienol 425.3518 8.6566
DL-a-methyl-m-tyrosine 196.0951  4.9624  hecogenin 431.317 0.9077
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Sekil 1.2. 450nm de 1sirgan otu yapragimin HPLC karotenoid profili (Guil-Guerrero ve ark., 2003).

1.1.2.2. Kéklerinin Icerdigi Bilesenler

Isirgan otu kokleri izolektin karigimi (Y4 UDA=Urtica dioica agglutinine) (% 0.2-0.6),
polisakkaritler (asidik arabinogalaktan, 2 glukanlar, 2 glukogalakturonanlar), steroller
(3-B-sitosterol, hidroksi-sitosterol ve onlarin glukozitleri), skopoletin (kumarin), dimerik
fenilpropan-lignanlar (neo-olivil, sekoizolarisirezinol ve onlarin asetil- ve glukozitleri,
dehidrodikoniferil alkol, ve izolarisirezinol, 3,4-divanilliltetrahidrofuran), fenilpropanlar
(homovanillilalkohol ve onun  4’-0-glukozit’i), fenoller (p-hidroksi-benzaldehit),
seramitler, triterpenoik asitler, monoterpendioller ve glukozitleri, ve yag asitlerini

icermektedir (Taylor, 2005; Chrubasik ve ark., 2007).

Cizelge 1.3. U. dioica tohumu ve yagindaki yag asitleri (Kan ve ark., 2009).

Yag asitleri Yag asitlerinin
(Fatty acids) yiizdesi
Palmitic 12.524+0.24
Stearic 7.524+0.17
Oleic 34.93+0.71
Linoleic 44.29+0.48
Eicosanoic 1.09+0.07

Kuru 1sirgan otu % 18 protein, % 14.5-17 albiminli madde, % 2.5 yagli madde ve
tohumlari % 8-10 civarinda sabit yag icerir (Cizelge 1.3). 1 kg taze bitki 130 mg C
vitamini, 730 mg karoten ve oksalat icerir. Kilu ise % 6.3 demirtrioksit, silisyum,

potasyum, kalsiyum icerir (Kog, 2002).



1.1.3. Icerdigi Bilesenlerin Onkolojik Bakimdan Onemi

Isirgan otunun icerdigi bilesenlerden lektin UDA (Jordinson ve ark., 1998; Mody ve
ark., 1995; Sames ve ark., 2001; De Mejia ve ark., 2005; Chrubasik ve ark., 2007), genel
olarak lignanlar olarak bilinen bifenolik bilesiklerden Sekoizolarisirezinol (Prasad,
2000; Taylor, 2005; Danbara ve ark., 2005; Saarinen ve ark., 2005; Chrubasik ve ark.,
2007; Murray ve ark., 2007; Jin ve ark., 2009; Johnsen ve ark., 2010), Eugenol (Kaur
ve ark., 2006), benzoquinone (Roschek ve ark., 2009; Martinez ve ark., 2005), 7- B -
hydroxysitosterol (Prostate Cancer Fund, 2007; Chaurasia ve ark., 1987; Roussi ve ark.,
2005; Hovenkamp ve ark., 2007), bir omega-3 yag asiti olan Linolenik ve Linoleik
Asitler gibi gerekli yag asitleri (Kelley ve ark., 2007; Prostate Cancer Fund, 2007;
Rochfort ve ark., 2008; Kan ve ark., 2009), C, B1, B3, B5, A, K vitaminleri (Habu ve
ark., 2004), bitirat gibi kisa zincirli yag asitleri (Das ve ark., 2007; Tong ve ark., 2005;
Hofseth, 2008), bir amino asit turevi olan Betaine (tri-methyl glycine) (Rochfort ve ark.,
2008), karotenler (carotene) (Kog, 2002; Guil-Guerrero ve ark., 2003), Likopen
(lycopene) (Guil-Guerrero ve ark., 2003; Kune ve ark., 2006; Tang ve ark., 2008; Tang
ve ark., 2009), ksantin (xanthin), lutein (Guil-Guerrero ve ark., 2003), Kalsiyum (Das ve
ark., 2007) ve Cinko (Prostate Cancer Fund, 2007) potansiyel antikanserojen maddelerdir.

1.1.4. Isirgan otunun Halk Hekimliginde Kullanim

Cizelge 1.4. Isirgan otunun halk hekimliginde kullamldig1 rahatsizhiklar (Kog 2002; Simsek ve ark., 2004;
Giilgin ve ark., 2004; Giirhan ve ark., 2004; Kiiltiir, 2007).

e Kanser, ® Hemorhoid

® Bobrek Rahatsizligi ® FEgzama

® Bobrek tasi diistirme e  Artritik agrilar

e drar soktiirme e (Gut) Gout

o  Oksiiriik ve Solunum Yollar ® Siyatik
rahatsizliklar ® Noralgi

e Tiiberkiiloz e Kadin hastaliklar1 (Burun ve iiterus

® Sac dokiilmesini dnleme ve kepege kanamalar1, agir1 menstruasyon)
kars1 ® Tansiyon

e Felg e Seker hastalig1

® Hazmin kolaylastirilmas1 ® Miishil olarak

® Mide agrist ® Ates distiriicli

® Romatizma ® Bagirsak parazitlerini diigtiriicti

e Kemik erimesi ® Sanlik

® Mantar Enfeksiyonlarn e Kalbin kuvvetlenmesi




Isirgan otunun kok, gdévde, yaprak, cicek ve tohumlar1 herbal ilaglarin yapiminda
kullanilmaktadir. U. dioica halk hekimliginde yukaridaki hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir.

1.1.5. Isirgan otunun Medikal Onemi ve Etkileri

Isirgan otunun literatiirde belirlenmis etkileri asagida listelenmistir:

e Antioksidan (Ozen ve ark., 2003; Trouillas ve ark., 2003; Giilgin ve ark., 2004; Mavi ve
ark., 2004; Toldy ve ark., 2005; Cetinus ve ark.,2005; Martinez ve ark., 2005; El
Haouari ve ark., 2006; Celik ve ark., 2007; Tello ve ark., 2008; Toldy ve ark., 2009)

e Antiinflamatuvar (Obertreis ve ark.,1996; Riehemann ve ark., 1999; Randall ve ark.,
1999; Klingelhoefer ve ark., 1999; Randall ve ark., 2000; Trouillas ve ark., 2003;
Martinez ve ark., 2005)

e Antiproliferatif (Trouillas ve ark., 2003; Martinez ve ark., 2005; Abu-Dahab ve ark.,
2007)

e Antiallerjenik (Roschek ve ark., 2009)
e Antikanser (Martinez ve ark., 2005; Rochfort ve ark., 2008)
e Kanser tedavisinde kemopreventif (Suh ve ark., 1995; Durak ve ark.,2004)

® Bagisiklik sistemi uyaricisi/modiilatorii (immunemodulator) (Klingelhoefer ve ark.,
1999; Fijalek ve ark., 2003; Galelli ve ark.,1995; Akbay ve ark., 2003; Harput ve ark.,
2005)

® Lenfositlerin proliferationunu tesvik edici (Wagner ve ark., 1989; Harput ve ark., 2005)
e UDA ile T-hicreleri mitojeni (Galelli ve ark., 1993)
e Antihiperglisemik (antihyperglycemic) (El Haouari ve ark., 2006)

e Anti-mikrobik; Antibakteriyel ve Antifungal (Broekaert ve ark., 1989; Lerner ve ark.,
1992; Uzun ve ark., 2004; Aksu ve ark., 2004; Gulcin ve ark., 2004; Martinez ve ark.,
2005; Turker ve ark., 2008; Kelet ve ark., 2001; Kan ve ark., 2009)

e Antiviral (Balzarini ve ark., 1992; Erturk ve ark.,1999; Bedoya ve ark., 2002; Balzarini
ve ark., 2005; Manganelli ve ark., 2005; Martinez ve ark., 2005; Turville ve ark 2005;
El Haouari ve ark., 2006; Meer ve ark.,2007)

e Antiparamezyum (Chrubasik ve ark., 2007)

e Insektisidal (Lerner ve ark., 1992)



e Hipokolesterolemik (Nassiri ve ark, 2009)

e Antiplatelet/ antitrombojenik (antitrombik) (Martinez ve ark., 2005; EI Haouari ve ark.,
2006; Rochfort ve ark., 2008)

e Astringent, antianemik (EI Haouari ve ark., 2006)

e Antiulser (Gulgin ve ark., 2004; EI Haouari ve ark., 2006)

e Kardiyovaskiler (Testai ve ark., 2002)

e Diuretik ve natritretik (Tahri ve ark., 2000; Treasure, 2003; El Haouari ve ark., 2006)
e Tansiyon diisiiriicii (hipotensif) (Tahri ve ark., 2000; El Haouari ve ark., 2006)

e Antidiyabet (Newall ve ark., 1996; Ziyyat ve ark., 1997; Bnouham ve ark., 2003;
Farzami ve ark., 2003; Martinez ve ark., 2005)

e Antiromatizmal (Obertreis ve ark., 1996; Riehemann ve ark., 1999; Randall ve
ark.,1999)

® Agn kesici (analgezik) (Gulgin ve ark., 2004; Yongna ve ark., 2005; El Haouari ve ark.,
2006)

U. dioica’nin bu etkileri yapisinda bulunan ¢ok sayida flavanol glikozitleri vasitasiyla
gerceklestirdigi belirtilmektedir (Fijalek ve ark.,2003; Akbay ve ark., 2003; Martinez ve
ark., 2005; Tanakol, 1998).

1.1.5.1. Anti-Inflamatuvar Etkileri

Isirgan otu ekstresinde bulunan  ‘4-shogaol’, ‘piperine’, ‘8-dehydrogingerdione’,
‘deoxyharringtonine’ ve ‘carnosol’iin in vitro anti-inflamatuvar aktivitelere etki eden

temel fonksiyonel biyoaktifler oldugu belirlenmistir. Bu aktiviteler

1. Histon (H)1 reseptorinin inaktivasyonu ve 6nlenmesi, bdylece histamin Uretim ve
salinimi1 6nlenmis olur;

2. Triptazin onlenmesi, boylece mast hicresinin degrantlasyonu onlenir ve sonra da
allerji semptomlarina da sebep olan pro-inflamatuvar aracilarinin, kemokinlerin
(chemokines) ve sitokinlerin (cytokines) salinimi engellenmis olur;

3. Siklooksijenaz (COX) -1 ve -2'nin onlenmesi, bdylece prostaglandin sentezi
engellenmis olur; ‘4-shogaol’, ‘deoxyharringtonine’ ve ‘carnosol’ etki eden temel
biyoaktiflerdir.
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4. Hematopoietik Prostaglandin D2 Sentaz (HPGDS) in onlenmesi, boylece ozellikle
Prostaglandin D2 iiretimi engellenmis olur. Prostaglandin D2 allerjik rhinitiste temel
bir pro-inflamatuvar aracidr.

Cizelge 1.5. Isirgan otu ekstresinde bulunan anti-inflamatuvar ve anti-allerjik bilesikler
(Roschek ve ark., 2009).

Bilesik Ad1 Molekiil Agirhgi (M)  Kimyasal Simifi
Resorcinol 110.037 fenol
Levoglucason 162.053 sakkarit
Isopropyl-b-D-thio-galactopyranoside 238.088 sakkarit
Leucine 131.095 amino asit
DL-methyl-m-tyrosine 195.09 amino asit
Proline 115.063 amino asit
Levulinc asit 116.047 fatty asit
Shikimic asit 174.053 fenolic asit
Synephrine 167.095 alkaloid
Adenine 135.055 alkaloid
Threonine 119.058 alkaloid
6-azacytosine 112.039 alkaloid
Piperine 285.137 alkaloid
deoxyharringtonine 329.163 alkaloid
4-shogaol 248.121 fenol
8-dehydrogingerdione 318.183 fenol
carnosol 330.183 fenol
Phosphatidylcholine 242.115 fosfolipit
osthole 244.11 kumarin
4-methyl-7-ethoxykumarin 204.079 kumarin
Vitamin B3 (nicotinamide veya niacinamide) 122.048 vitamin
Vitamin B5 219.111 vitamin

Resorcinol ve Vitamin B3 de yukaridakiler kadar gii¢lii olmasa da COX-1 ve COX-2’yi
engelleyen diger biyoaktiflerdir. Shikimic asit gibi polifenolikler kadar gingeroller,
Ozellikle 4-shogaol ve 8-dehydrogingerdione da inflamasyon inhibitorleridir. Tyrosine
amino asidinin mast hiicreleri tarafindan salinan 6zel allerjenleri emdigi ve ektrede
bulunan DL-methyl-m-tyrosinin vicuttaki histamine ve Prostaglandin D2 gibi ig
(endogenous) allerjenlerin yiikiinii hafiflettigi gosterilmistir. 4-methyl-7-ethoxykumarin
ve osthole gibi kumarin (coumarin) tdrevleri de anti-inflamatuvar ve anti-allerji

birimlerine katki1 saglamaktadir (Roschek ve ark., 2009).

Isirgan otunun inflamasyondaki etkisi, Nukleer Faktor kappa B (NF-KB)
aktivasyonundaki onleyici etkisine baglidir (Riehemann ve ark., 1999; Randall ve ark.,

2000) ve imminomodulator olarak etki eder (Klingelhoefer ve ark., 1999).



Cizelge 1.6. Isirgan otundaki anti-inflamatuvar /anti-allergen bilesenler ve hedef noktalar1 (Ayers ve ark.,
2008, Roschek ve ark., 2009).

Etken Madde Hedefi

Nicotinamide (B3 vitamini) COX-1/COX2/H1-receptor
Synephrine Hl1-receptor

Adenine PGDS

Vitamin B5 PGDS
DL-methyl-m-tyrosine H1-receptor

Osthole Tryptase/H1-receptor
4-shogaol H1-receptor

1.1.5.2. Antioksidan Etkileri

1.1.5.2.1 Radikaller ve Oksidasyon

Reaktif oksijen tirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tlrleri (RNT) aktif oksijen ve
nitrojeninin ¢esitli formlaridir. Bu formlar superoksit iyonlar1 (02 ), hidroksil (OHe) ve
nitrik oksit radikalleri (NO¢) gibi serbest radikalleri, ve hidrojen peroksit (H,0O,) ve
nitrous asit (HNO>) gibi serbest olmayan-radikal tiirlerini i¢erir. ROT ve RNT canlilarda
cesitli metabolik islemlerle olusturulurlar. Normal aerobik solunum, uyarilmis
polimorfonukleer 16kositler ve makrofajlar, ve peroksizomlar hiicreler tarafindan
tiretilen oksidanlarin ¢ogunun temel i¢ (endogenous) kaynaklari olarak belirmektedir.
Di1s (exogenous) kaynaklar ise sigara, iyonize radyasyon, organik c¢ozicller ve bocek
zehirlerini icermektedir (Mavi ve ark.,2004; Kanter ve ark., 2005; Celik ve ark., 2007).

ROT normal fizyolojik konsantrasyonlarda hiicresel aktiviteler icin gerekli iken, yuksek
konsantrasyonlarda toksik olabilir ve oksidatif strese yol agabilir. Gereginden fazla
iiretildiginde, ROT doku hasarina sebep olur, doku hasari da ROT iiretimine sebep olur.
Serbest radikaller lipit peroksidasyonuna sebep olur. Oksidasyon sadece lipitlere etki
etmez. ROT ve RNT mutasyonlara yol agcan DNA hasarina sebep olabilir. Bunlar blyuk
hiicresel birimlerin hasarina neden olabilir ve kanserin bircok formu, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kalp hastaliklari, damar sertligi (arteriosclerosis), diabetus melitus, malarya,
sonradan kazanilmis bagisiklik bozuklugu sendromu, felg (stroke) ve yaslanma gibi 100
den fazla hastalik ile ilgili oldugu gosterilmistir (Mavi ve ark., 2004; Kanter ve ark.,
2005; Celik ve ark., 2007; Chrubasik ve ark., 2007).
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Guanin’in oksidasyonu ile 7,8-dihidro-8-oksoguanin (0xoG) dretilir (Sekil 1.3). OxoG,
adenin ve sitozin ile baz ¢ifti olusturabilmesinden dolayr olduk¢a mutajendir.
Replikasyonda adenin ile baz ¢ifti olusturduklarinda G:C den T:A transversiyonuna
sebep olur. Bu insan kanserlerinde yaygin olarak bulunan bir mutasyondur (Watson ve
ark., 2008).

alkylation

oxidation

deamination

/H
N2
H

alkylation

Sekil 1.3. Alkilasyon, oksidasyon ve radyasyon ile Guanin modifikasyonlari (Watson ve ark., 2008)

1.1.5.2.2 Antioksidan Savunma Sistemleri

Butun aerobik organizmalar antioksidan savunma sistemleri ve enzimlerine sahiptir
(Kanter ve ark., 2005; Celik ve ark., 2007). Antioksidanlar, serbest radikallerin etkisini
notralize edebilmektedirler. Normal saglikli durumlarda viicutta iiretilen antioksidanlar
serbest radikallere kars1 viicudu savunmada rol oynarlar. Ancak bu dogal antioksidan
mekanizma yeterli olmayabilir. Hastalik durumunda tibbi bitkiler gibi diger
kaynaklardan gelen antioksidanlar etkili tedavi igin gereklidir. Bdtile hidroksianizol
(BHA) ve bitile hidroksitoluen (BHT) gibi yapay antioksidanlarin yan etkileri
bilinmediginden, antioksidanlarca zengin besinlerin almmast 6nemlidir. Bol
antioksidanli besinlerin tiiketilmesi ile hastaliklarin ortaya ¢ikma olasilig ters orantilidir

(Mavi ve ark.,2004; Kanter ve ark., 2005; Kulkarni ve ark., 2006).

Wistar ratlart ile yapilan bir ¢alismada, 1sirgan otu takviyesinin serebellum ve ‘frontal
loptaki’ serbest radikallerin konsantrasyonlarini diisiirdiigii belirlenmistir (Toldy ve ark.,
2005). Antioksidan vitaminler (A, C ve E), antioksidan enzimler (katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), ve glutatyon rediiktaz (GR)),

seruloplazmin gibi antioksidan sistemler hiicreleri lipit peroksidasyona karsi korur. U.
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dioica lipit peroksidasyonu diistriir. U. dioica ekstresi antrum (forestomach) da
glutatyon S-transferaz (GST), SOD ve CAT aktivitesini, ve akcigerlerde de SOD ve
CAT aktivitesini indiiklemede etkilidir (Ozen ve ark., 2003; Kanter ve ark., 2005; Celik
ve ark., 2007).

Bitki  kullaniminin Onleyici potansiyeli asagidaki maddelerin miktarin1 6lgerek

hesaplanir:

e Serum markir enzimleri: Aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz,

kreatin fosfokinaz, asit fosfataz, alkalin fosfataz, laktat dehidrogenaz (LDH)

e Antioksidan savunma sistemleri: indirgenmis (reduced) glutatyon (GSH),
glutatyon reduktaz (GR), SOD, glutatyon-S-transferaz (GST), CAT

e Lipit peroksidasyon diizeyi: Malondialdehit (MDA)

Faz-1 enzimleri (sitokrom P450 (cyt P450), sitokrom b5 (cyt b5), NADPH- sitokrom
P450 rediktaz (cyt P450 R) NADH- sitokrom b5 rediktaz (cyt b5 R)) ve faz-ll
enzimleri (GST ve DT-diaforaz (DTD)) hepatik biyotransformasyon enzim
sistemleridir. U. dioica baz1 hepatik biyotransformasyon enzim sistemleri ve antioksidan
enzimlerin aktivasyonunu etkili bir sekilde ayarlamaktadir. LDH ve MDA aktivitelerini
diigirmesi U. dioica’nin hiicre diizeyinde herhangi bir hasara yol agmadigini
gostermektedir (Ozen ve ark., 2003; Celik ve ark., 2007). cyt P450 karsinogenezle ilgili
bir enzimdir (Martinez ve ark., 2005).

Sitokrom (Cyt) P450’nin, ¢ogu “xenobiotic” bilesigin salgilanmasini1 kontrol eden
oksidatif aktivitede 6nemli bir rolii vardir. Cyt P450 sistemini iceren mikrozomlardaki
detoksifikasyon reaksiyonunda, elektron NADPH yada NADH’dan bir sitokrom P450
R veya sitokrom b5 R flavoproteini yoluyla cyt P450 ve cyt b5’nin farkli izomorfik
faktorlerine akar gider. Kritik bir detoksifikasyon enzimi olan GST gesitli sitotoksik,
mutajenik ve karsinojen kimyasallara karsi korunmayr indiklemektedir. DTD’nin
indiiklenmesi ¢ogu antikarsinojen maddenin potansiyelini tanimlamak i¢in bir aragtir. U.

dioica farelerde karacigerde GST ve DTD aktivitelerinde 6nemli yiikselmelere sebep
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olmakta ve 6nmide (forestomach) da bu enzimlerin aktivitelerini indiklemektedir. U.
dioica antioksidan savunma sistemlerini ayarlayarak oksidatif stresin etkisini azaltabilir.

Kanserin antioksidan enzimler ile iliskili oldugu rapor edilmektedir (Ozen ve ark.,
2003).

Karsinojen trikloroasetik asit (TCA), MDA konsantrasyonunu yiikselterek, serum
marker enzimlerini yiikselmekte ve oksidatif sistemde inis ¢ikislara neden olmaktadir.
U. dioica sulu ekstresi TCA’ya maruz birakilan farelerde 6nemli bir kimyasal koruyucu

etki gostermistir (Celik ve ark., 2007).

Bir diger calismada, N-Metil-N-Nitroso-Urea (MNU) tatbikiyle meme kanseri
olusturulmus farelerde 1sirgan otu, artan MDA diizeyini diisiirmekte ve total antioksidan
durumu (TAS) dizeyini de ylkselterek koruyucu etki gostermektedir (Tello ve ark.,
2008).

Nitric oxide (NO) inflamasyonu ortaya ¢ikaran ve siddetlendiren bir serbest radikaldir.
NO/RNT oraninin inflamasyon ve kanserojenezde 6nemli rolii bulunmaktadir. Kronik
seviyede yiiksek NO/RNT orani nitrasyon, nitrozilasyon, nitrozasyon, ve oksidasyon
gibi ¢esitli kimyasal islemlere yol acar (Hofseth, 2008). Isirgan otu sulu ekstresi T
lenfositlerinin proliferasyonunu secici olarak uyarmakta ve inflamatuvar makrofajlarda

NO dretimini 6nlemektedir (Harput ve ark., 2005).

Karbon tetraklorit (Carbon tetrachloride (CCly)) hepatotoksik bir kimyasal maddedir.
CCl, toksisitesinin nedeni reaktif serbest radical CCls’tir. Bu radikaller hepatik
sitokrom (cytochrome) P450 tarafindan olusturulmaktadir. Aktif ara birimler lipit
peroksidasyonununa ve hiicre zarlarinda bozulmalara sebep olur. U. dioica, CCl,-tatbik
edilen farelerde lipit peroksidasyonunun ve Kkaraciger enzimlerinin seviyelerini
diisiirmiis, ve antioksidan savunma sisteminin aktivitesini ylikseltmistir. Ayrica CCls-
tatbikinin indlkledigi kilo kaybini da 6nlemistir. U. dioica polar ekstresi e (+)-neoolivil,
(-)-secoisolariciresinol, dehydrodiconiferyl alcohol, isolariciresinol, pinoresinol, ve 3,4-

divanillyltetrahydrofuran  lignanlarim1  i¢cermektedir ve anti-inflamatuvar etki



13

gostermektedir (Kanter ve ark., 2005). Secoisolariciresinol glukozit Grinlerinin anti-
oksidatif 6zellikleri tanimlanmustir (Prasad, 2000; Jin ve ark., 2009).

Son yillardaki beslenme ve besin bilimi aragtirmalar1 potansiyel antioksidan etkili bitki
urinleri Gzerine dikkati cekmektedir (Trouillas ve ark., 2003). Yapilan galismalarda
1sirgan otu ekstresinin total antioksidan aktivitesinin, a-tokoferol (Musette ve ark 1996),
BHA, BHT ve kuersetin (Gllgin ve ark., 2004) gibi glclu antioksidandan bile daha fazla
oldugu gosterilmistir.

Heber ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda (2002) karotenoidler arasindaki siralamada

Likopenin en potansiyel antioksidan oldugu saptanmistir.

likopen > a-tokoferol > a-karoten > [-criptoksantin > zeaksantin=pf-karoten > lutein

Karotenoid karisiminin tek bilesikten daha etkili oldugu da saptanmistir. Likopen yada
lutein varliginda bu sinergistik etkinin daha ¢ok gii¢lii oldugu da belirtilmektedir. Isirgan
otu karotenoidlerce de zengindir (Kog, 2002). Guil-Guerrero ve ark. bildirdigine gore
(2003) 1sirgan otu degisik lutein, karoten, ksantin ve likopen izomerlerini icermektedir

(Sekil 1.3).

Insan diyetindeki ve tibbi bitkilerdeki antioksidan ve flavonoid kaynaklarin arastirilmasi
gereken Onemli konular arasindadir. Fenolik bilesiklerin ve 6zellikle flavonoidlerin
kanserin goriilme sikhigini azalttigi yapilan caligmalarla saptanmigtir (Nicodemus ve
ark., 2001; Adom ve ark.,2003).

Peroksidasyon radikal olmayan birinden bir elektron c¢eken bir reaktif radikal ile
baglatilan bir zincir reaksiyondur. Bdylece bir radikal normale donerken ayni zamanda
yeni bir radikal olusur ve reaksiyon devam eder. Fenollerin varliginda, fenoller bir
elektronlu hidrojen verir ve radikal ortamdan uzaklastirilmis olur. Yeni olusan phenoxy
radikal rezonans stabilite nedeniyle dnceki radikalden daha kalicidir. Bu sekilde zincir
reaksiyonlar yavaglatilabilir. Metanollii (methanolic) ekstreler sulu ekstrelerden daha

¢ok apolar bilesik igerir. Bilesigin polaritesinde diisiis, peroksidasyonun oldugu apolar



14

fazda bilesigin solubilitesinde bir yiikselmeye sebep olur. Bu nedenle, metanolli

ekstreler sulu ekstrelerden daha fazla antioksidan etkiye sahiptir (Mavi ve ark.,2004).

1.2. Kanser

1.2.1. Genel Bilgi

Anormal doku kdtlesi olarak bilinen ‘tumor’ yada ‘ur’, hiicreler olmasi gerekenden daha
cok boliindiigiinde veya gerektigi halde 6lmediginde ortaya ¢ikar. Neoplazm olarak ta
bilinen bu timorler iyi huylu (benign = kanser olmayan) veya koétt huylu (malignant =
kanser ) olabilirler. Bu duruma karsinojen kimyasal maddeler, radyasyon, DNA veya

RNA timor virtsleri neden olabilir.

Saglikli bir hiicrenin biiylimesi etrafin1 saran doku tarafindan salinan 6zel biiylime
faktorleri ile yonetilir. Buna ragmen, kanser hiicreleri ya bu biiylime faktorleri
olmaksizin biiylir ya da kendileri bu faktorleri yaparlar. Kanser hiicrelerinin ¢ogu

kendilerini besleyecek yeni kan damarlarinin olusumunu tetikleyebilmektedir.

NORMAL
Mitoz . , Apoptoz
- [ - - - l —
P 4 N
. \,
denge
KANSER

YUKSEK
Proliferasyon

DUSUK
Apoptoz

dengesizlik

Sekil 1.4. Hiicre proliferasyonu ve apoptoz dengesi.
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Kanser hicrelerinin proliferasyon hizi ¢ok yiiksektir. Kontrol digi hiicre ¢ogalmasi ve
komsu dokulara invazyon ozelligi gosteren kanser hiicreleri, kan ve lenf sistemi yoluyla
viicudun diger boliimlerine yayilabilir. Birkac temel kanser ¢esidi vardir. Karsinoma
deride veya i¢ organlar boyunca uzanan veya onlari kaplayan dokularda gorilen
kanserdir. Sarkoma kemik, kikirdak, yag, kas, kan damarlari, veya diger bag veya
destek dokuda baslayan kanserdir. Losemi kan olusturan kemik iligi gibi dokularda
baslar ve yiiksek rakamlarda anormal kan hiicreleri iiretilir ve dolasima girer. Lenfoma
ve myeloma savunma sistemi hiicrelerinde baslayan kanserdir. Merkezi sinir sistemi

kanserleri beyin ve omurilik dokularinda baglar.

1.2.2. Kolorektal Kanserler ve Kolon Karsinogenezinin Molekiiler Mekanizmasi

Dinya genelinde her sene 1 milyondan fazla yeni kolorektal kanser (KRK) durumu
teshis edilmektedir. KRK diinyada en sik goriilen {igiincii kanser ve dordiincii en yaygin
kanserden 6lum sebebidir (Terzic ve ark., 2010). KRK 0zellikle sanayi ulkelerinde
yaygin olarak goriilen ve kanser dliimlerinde ikinci en biiylik sebebi olusturan kanser

tarleridir (Magrini, 2002; Terzic ve ark., 2010; Langdon, 2004).

wy» Spread o other organs

Sekil 1.5. Kolon kanseri evreleri
(http://www.healthkey.com/healthwise/media/medical/nci/cdr0000415501.jpg)


http://www.healthkey.com/healthwise/media/medical/nci/cdr0000415501.jpg
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Kolon kanseri sporadik, kalitsal veya “inflamatuvar bowel” hastalig1 temellerine bagl
olabilir. Onceden KRK ge¢misi olan hastalar da yiiksek risk altindadir (Terzic ve ark.,
2010; Jasperson ve ark., 2010).

KRK durumlarinin sadece % 20’si familial temellere dayanmaktadir. ‘Familial
adenomatous polyposis’ (FAP), ‘hereditary non-polyposis kolon kanseri’ (HNPCC) ve
diger daha seyrek goriilen sendromlar gibi kalitsal KRK sendromlarinda ya timor
engelleyici genlerde (FAP taki APC geni) ya da DNA yanliseslesme tamir fonksiyonu
ile ilgili genlerde (HNPCC’de hMSH gen grubu) kalitsal genetik mutasyonlar vardir.
Kolarektum boyunca genis bir alanda yayilmis olarak bulunan bu genetigi bozuk
hiicreler bitylime kontroliinde degisiklige yol acar ve bdylece belirli bir sayida polip
(polyp) gelisir. FAP’da ana kusur timor baskilayici gende oldugu igin, yiizlerce polipe
yol agan bir ¢ok klonal proliferasyon alani vardir fakat siradaki kanser transformasyonu
hizlanmaz. Diger taraftan HNPCC’de, DNA tamir genlerinde bir hata vardir ve bu
abnormal gen havuzlu hiicre kolonilerinin artarak cogalmasi ile sonlanir ve polip
formasyonu ile ilgili olmasa bile kanser transformasyonunu hizlandirir (Das ve ark.,
2007; Terzic ve ark., 2010).

Bununla birlikte KRK durumlarinin bityiik bir oran1 kalitilabilir genetik degisikliklerden
daha cok cevresel sebeplerle ilgilidir. Risk faktorleri ¢evresel ve besin kaynakl
mutajenleri, 6zel bagirsak kommensalleri ve patojenleri, ve tiimor gelisiminden Once
gelen kronik bagirsak inflamasyonunu icermektedir (Das ve ark., 2007; Terzic ve ark.,
2010; Jasperson ve ark., 2010). Bir ka¢ onkogenin aktivasyonunu ve iki ya da daha fazla
kanser baskilayici geninin kaybmi igeren genetik bozukluklar kanser gelisimi igin
yeterlidir (Langdon, 2004).

Kolorektal karsinogenez ile ilgili genler fonksiyonlarina gore iki gruba boltnebilir
(Langdon, 2004):

1. Hiicre sinyal yolaklarinda igerilen genler: APC, K-ras ve DCC gibi
2. Genomik stabiliteyi surdirmede icerilen genler: p53 ve yanliseslesme tamir
genleri gibi
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Bir timor engelleyici gen olan APC’deki mutasyonlar sporadik kolorektal kanserlerdeki

ilk olaylardir ve “familial adenomatous polyposis” in temelini olusturur.

hMSH2, hMLH1, hPMS1,hPMS2, ve  hMSH6 gibi yanliseslesme tamir genlerindeki
bozulmalar kalitsal nonpolyposis kolorektal kanser hastalar1 ve mikrosatelit instabiliteli

bazi1 sporadik kolorektal kanserlerden sorumludur (Jasperson ve ark., 2010).

Kolorektal tiimorlerde KRK’ye yolacan iki temel genetik yolak belirlenmigtir:

Birinci yolak, sporadik KRK’lerin % 60-70’inde goriiliir, Adenomatous Polyposis Coli
(APC) timor-suppressor genindeki inaktive edici, K-ras onkojenindeki aktive edici, ve

p53 timar-suppressor genindeki inaktive edici mutasyonlar: igerir.

Ikinci yolak, sporadik KRK ’lerin geri kalan % 15-20’sinde goriiliir, hatali yanliseslesme
tamir sistemini icerir. Bu tamir sisteminin kaybi genomik instabiliteye ve tiimor-
suppressor genlerinde (Bax gibi) fonksiyon kaybmma ve onkojenlerde fonksiyon
kazanilmasina (B-catenin’de oldugu gibi) yol agan yiiksek sayida mutasyonlarin

birikmesine sebep olur (Magrini, 2002; Das ve ark., 2007).

Kolit bagimli kanser (Colitis-Associated Cancer (CAC)) atesli bagirsak hastaligi
(Inflammatory Bowel Disease (IBD)) ile ilgilidir. Tedavisi zor ve 6liim oran1 yiiksektir.
Noninflamatuvar KRK ve CAC benzer kanser gelisim evrelerini i¢cermektedir. IBD-
bagimli  kanserin  bir inflamasyon-displezya (dysplasia)-karsinoma sirasinda
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Inflamasyon kolon epitelindeki degisiklikler kaskadin,
bu da epitel hucrelerinin apoptotik ve regeneratif aktivitelerini indiklemektedir.
Kolorektal kanser (KRK)’in mekanizmasi ve kolit-baglantili kanserin gelisimi Sekil

1.6.’da goriilmektedir.
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Sekil 1.6. Kolorektal kanser (KRK)’in mekanizmasi ve kolit-baglantili kanserin gelisimi (Terzic ve ark., 2010).

Kolorektal ve kolit baglantili tiimorler de ¢esitli bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
elimine edilmektedir. Notrofiller (neutrophil), mast hucreleri, tabii éldurict (natural
killer (NK)) hticreler, dendritik hiicreler, ve timor-bagimli makrofajlar dogustan var
olan bagisiklik sistemi hiicreleridir. Antikanser bagisiklik kadar inflamasyon, kanser

gelisimi ve timdr biiytimesi i¢in de T hicreleri gerekmektedir (Terzic ve ark., 2010).

1.2.3. inflamasyon ve Kolon Kanseri

NO ve nitrik oksit sentazlar, NF-KB, ROT ve RNT’ler, COXs, pro- ve anti-inflamatuvar
sitokinler, metaller; antioksidan enzimle, peroksizom proliferatori ile aktive edilen
reseptor (PPAR) ligandlari, kinazlar, buyime faktorleri, ve timor engelleyici proteinler,
p53 ve retinoblastoma (pRb)’ nin hepsi kronik inflamasyon ve kanserin 6nlenmesi ve
tedavisinde potansiyel hedeflerdir (Hofseth, 2008). Isirganotu katkisinin farelerde ROT
seviyesini ve NF-kB’nin DNA’ya baglanma aktivitesini diisiirdiigii saptanmistir (Toldy
ve ark., 2009).
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Cizelge 1.7. Kolo-rektal karsinogenezde olaylar, temel kimyasal-onleme hedefleri ve ajanlar1 (Das ve ark., 2007).

Olaylar Temel hedefler Kimyasal-onleyici ajanlar
Normal epitel COX reseptorii Aspirin, steroit-olmayan anti-
EGFR . inflamatuvar ilaglar (NSAID)
Tipik olmayan (aberrant) crypt foci POI}{aml.ne sentezl S0 1nh1b1t6rler1
Oksidatif stres EGFR (Epidermal Growth Factor
S?fr? (Bllf) 351t1.b1y0101151 Receptor) onleyicileri
Adenoma Siklin-bagimli kinaz Ornithine dekarboksilaz 2 inhibitdrleri
@ Ostrojen reseptdrleri UDCA (ursodeoxycholic asit)
Bl e Eukleerfaktor-KB 5-aminosalisilatlar
aspaz- Statinler
p-Catenin Kalsiyum ve D vitamini
KRK AP Besin lifleri

Epigenetik degisiklikler

Genetik mutasyonlar Selenyum (Selinium)

Ostrojen reseptorii modiilatorleri
Folate (folik asit)

B-Karoten (Carotene)

Balik yag1 (omega-3 yag asitleri)
Resveratrol

PPAR ligandlari

VEGEF inhibitorleri

1.2.4. Siklo-oksijenaz-2 (COX-2) ve Kolorektal Kanserler

Siklo-oksijenaz-2 (COX-2) reseptorleri ¢ogu KRK’de sik¢a bahsedilmektedir. Sadece
karsinogenez degil oksidatif stres, serbest radikal temelli hasar ve “apoptozun
downregulasyonu” gibi bir cok dejeneratif ve inflamatuvar yolak COX-2 reseptor
ekspresyonunu yikseltmektedir (Das ve ark., 2007; Terzic ve ark., 2010). Adenomadan
karsinomaya gegciste prostaglandin biyosentezinde hiz sinirlandirict bir enzim olan
COX-2 nin ekspresyonunun yiikselmesi gerekir (Terzic ve ark., 2010). Bu reseptorlerin
uyarilmas: angiyogenez, hiicre proliferasyonu ve apopitozun onlenmesini de igeren
fonksiyonlarin hiicre-i¢i ve hiicreler-arasi modiilasyonuna sebep olmaktadir (Das ve
ark., 2007).

COX-2’nin asirt ekspresyonu insan kolon karsinomalarinin % 80’inden fazlasinda
gorulmektedir. HT-29 kolon kanseri hiicre serisi {izerinde yapilan bir g¢alismada,
inflamatuvar sitokin timor nekroz faktori (TNF)-a ile COX-2 mRNA ve protein
seviyeleri 10-kattan daha fazla aktif hale getirilmistir. Cesitli hiicre ve dokularda COX-
2’nin ekspresyonu indiiklemekte etkili olan belirli bir sayida sitokin, fizyolojik stres,
onkojenler, ve mitojenler tanimlanmistir. inflamasyon ve kanseri tedavi etmek icin
COX-2’ye 0Ozel inhibitorler gelistirilmistir (Tong ve ark., 2005). Sentetik COX-2
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inhibitorleri ve steroit-olmayan anti-inflamatuvar ilaglar (NSAID)’in kardiyovaskiler
riskleri bulunmaktadir. Ornegin, Rofecoxib kardiyovaskiiler trombotik olaylara sebep
olmakta ve Celecoxib kullanimi tatbik edilen doza bagli olarak kardiyovaskiiler
sebeplerden oliimlere, miyokardiyal enfarktiise, felg veya kalp yetmezligine sebep

olmaktadir (Jia, 2003; Das ve ark., 2007).

Dexamethasone, resveratrol, ve flavonoidleri igeren belirli bir sayida anti-inflamatuvar
ve antineoplastik bilesigin COX-2 gen ekspresyonunu engelledigi gosterilmistir (Tong
ve ark., 2005).

Hayvan ve bitkilerde bulunan bazi dogal maddelerin COX-2’yi oOnleyici 6zellikler
gosterdigi belirlenmistir. Curcumin ve onunla ilgili bilesikler, resveratrol ve balikta
bulunan omega-3 yag asitleri dogal COX-2 0Onleyicileridir (1zzo ve ark., 2003; Das ve
ark., 2007). Isirgan otunda bir omega-3 yag asiti olan Linolenik asit bulunmaktadir
(Taylor, 2005; Kelley ve ark., 2007; Prostate Cancer Fund, 2007; Rochfort ve ark.,
2008; Kan ve ark., 2009; Roschek ve ark., 2009). Dogal COX-2 onleyicileri guvenilir,
toksik-olmayan kimyasal-0nleyici ajanlardir. Ancak etkili doz ve doz siklig1 tizerinde

calisilmas1 gerekmektedir.

Isirgan otu ekstresinde bulunan ‘4-shogaol’, ‘deoxyharringtonine’, ‘carnosol’,
‘resorcinol’ ve Vitamin B3 ve diger baz1 bilesenler COX-1 ve COX-2’yi engelleyebilen
biyoaktiflerdir (Ayers ve ark., 2008; Roschek ve ark., 2009).

Dogal COX ve lipooksijenaz (LOX) ‘dual inhibitorlerinin’ inflamasyon ve kanserlerin
onlenmesi ve tedavisinde potansiyel bir rolii bulunmaktadir. Insanlarda gériilen gesitli
kanserlerde COX-2’nun asir1 ekspresyonu goriilmektedir. Hayvanlarda deri, gogiis ve
safra tumdorlerinin tedavisinde COX-2 inhibitorlerinin etkili oldugu gésterilmistir. COX-
2’nun asir1 ekspresyonun prostaglandin E2 ve 5-hidroksieikozatetraenoik asit (5-
HETE)’in fazlaca iiretimine sebep oldugu, bunun da apoptozu 6nledigi ve tiimerojenik
hlcrelerin yayilict olmalarimi arttirdigi gosterilmistir. Isirganotu tohumlarinda bulunan
Linoleik, Oleik ve Palmitik asitler (Kan ve ark., 2009) de ‘dual inhibitorlerdir’, hem
COX hem de LOX inhibitorleridir (Cizelge 1.8.).
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Cizelge 1.8. U. dioica tohumu yag asitlerinin COX ve LOX inhibitor aktiviteleri (Jia, 2003).

Yag asitleri ICso 1Cs

COX-1, uM LOX, uM
(Fatty acids) ( hM) ( uM)
Linoleik asit 13.3 27.9
Oleik asit 58.2 36.6
Palmitik asit 67.3 >100

Isirgan otu bileseni kumarin (coumarin)’lerden Osthole (Roschek ve ark., 2009),
flavonler (Roschek ve ark., 2009) ve Kaamferol (Taylor, 2005) gibi flavoneller de
potansiyel COX ve LOX ‘dual inhibitori’diir.

Urtica dioica L.’deki aktif bilesenlerden bir digeri olan romatizma (reumatoid arthritis)
tedavisinde de kullanilan Klorojenik asitin de ICsp = 83 uM ile 5-LOX ve ICsy = 38 uM
ile COX yolagima kars1t moderate etki gosterdigi saptanmistir. Bununla beraber , diger
bir bilesen Kafeik asitin ise COX yolagina karsi hi¢ bir etki gostermezken, 5-LOX (ICs
= 200 pM) yolagina kars1 zayif bir inhibitor etki gosterdigi rapor edilmektedir (Jia,
2003).

Butirat da TNF-o indiikli COX-2 aktivasyonunu engellemektedir. Batirat, HT-29
hicrelerinde TNF-a indiiklit COX-2 aktivasyonunu engellemektedir. Biitirat, exon 1’den
2’ye Polimeraz II elongasyonunu engelleyerek c-myc ve COX-2 genlerinin
aktivasyonunu baskilamaktadir. Biitirat ve trikostatin (tricostatin) A gibi histon
deasetilaz (HDAC) inhibitorlerinin  COX-2 transkripsiyonunu engelleyebildigi
saptanmistir ve kanser hiicrelerinin proliferasyonu onleyebilecegi diisiiniilmektedir
(Bordonaro ve ark., 1999; Tong ve ark., 2005). Biitirat NF-KB aktivasyonunu da
Onlemektedir (Hofseth, 2008).

Isirgan otu gibi besinlerdeki liflerin ve nisastanin kolondaki bakteriler tarafindan
fermentasyonu ile, kolonositler (colonocytes) igin 6nemli enerji kaynaklarindan birisi
olan ve antikarsinojen Ozellik gosterdigi gozlemlenen biitirat gibi kisa zincirli yag
asitleri olusturulur (Das ve ark., 2007). Butiratin insanda kolon hiicrelerinde hidrojen
peroksit ve nitrozamitlerin genotoksik aktivitesini dnleyebilecegi saptanmistir. Butiratin
kolon hiicrelerinde glutatyon transferaz II’yi yiikselttigi de saptanmistir (Wollowski ve
ark., 2001).
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Radyasyon ve kemoterapi COX-2 ve prostaglandin biyosentezini indiiklediginden
timorlerdeki yukselen COX-2 aktivitesinin Onlenmesi terapatik agidan oldukga
onemlidir. Isirgan otu bilesenleri bu bakimdan da olduk¢a faydali goriinmektedir

(Aggarwal ve ark., 2006).

Bu bilgiler de gostermektedir ki 1sirgan otu kanserin 6nlenmesi veya tedavisinde etken
olma potansiyeline sahip degisik bilesenler icermektedir. Bazilar1 ‘segici COX-2
inhibitori’ ve bazilar1 da ‘COX ve LOX dual inhibitorleri’ 6zelligi gostermektedir (Jia,
2003). Bu c¢alisgmada bu bilesenlerin beraber olarak etkinligini, sulu ekstrelerini HCT
116 p53(+/+) ve HCT 116 p53(-/-) hicre serilerine uygulayarak calistik.

1.2.5. NF-KB ve Kolorektal Kanserler

Transcripsiyon faktori NF-KB bir dimerdir; altbirimlerin her kombinasyonu farkli
genlerin duzenlemesinde igerilir. 5 alt birim bulunur: p105/p50, p100/p52, RelA (p65),
c-Rel, ve RelB. Bunlar sitoplazmada 6ncu (precursor) olarak veya 6zel inhibitorler, KB
inhibitor proteinleri (IKB), ile inaktif halde bulunurlar (Terzic ve ark., 2010).

TUmor gelisimine yardimci olan sitokin (cytokine)’lerin ¢ogu NF-KB transkripsiyon
faktorleri araciligiyla aktif hale getirilir veya 6ncu kanser (premalignant) hucrelerde ve
immun/inflamatuvar hucrelerinde NF-KB sinyallesmesini aktif hale getirir. NF-KB’nin
kolorektal ve Kkolitis-bagimli tiimérogenezde belirgin bir roli vardir. Kolorektal ve
kolitis-bagimli tiimorlerin % 50°sinden fazlasinda tipik olmayan NF-KB aktivasyonu
belirlenmistir ve fare ¢alismalar1 da CAC gelisiminde NF-KB i¢in bir rol bigmistir. NF-
KB’nin protimérijenik rolii klasik veya alternatif aktivasyon rotasi ile basarilabilir. NF-
KB’nin aktivasyonu, hicre proliferasyonu ve angiogenez ile, hicre o6liminln
engellenmesiyle, ve hiicre istilasi (invasion) ve metastazinin promot edilmesiyle
timorigenezi  destekleyebilir. NF-KB’nin antiapoptotik aktivitesi diger genler
paralelinde Bcl2, Bcl-xL, ve cFLIP’in aktivasyonu yoluyla dizenlenir. NF-KB’leri

aktiflestirilmis kanser hucreleri kemoterapotiklere ve iyonize radyasyona karsi
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direnclidir. NF-KB aktivitelerinin onlenmesi bu ajanlara karsi hiicre duyarliligini

oldukga arttirir (Terzic ve ark., 2010).

NF-KB aktivasyonunun klasik mekanizmasi CAC ve KRK de olmaktadir ve ‘pattern’
taniyict reseptorler ile ve TNF, IL-1, ve IL-17 gibi tumor-promoting sitokinleri ile
sinyallesmeyi icerir. Bu sinyal transdiiksiyon yolaklari, 1 diizenleyici (IKKy/NEMO) ve
2 katalitik (IKKo ve IKKp) alt birimden olusan IKB kinaz (IKK) kompleksini aktif hale
getirir. Aktiflestirilen IKKB IoB’leri fosforlastirir, onlar1 yibikltinasyon ve pesi sira
gelen proteazomda degredasyon icin hedef haline getirir, niukleusa gitmesi ve gen
transkripsiyonunu diizenlemesi icin NF-KB’yi (6zellikle p50/p65°yi) serbest birakir.
Alternatif yolak bir IKKo homodimeri ve p52/RelB transkripsiyon faktorlerini igerir.
KRK ve CAC da, bu yolak RANKL ve lymphotoxin-p gibi sitokinler ile aktif hale
getirilebilir. Uzun sureli NF-KB nukleer retensiyonu kolorektal timérlerin % 50’sinden
fazlasinda bazi durumlarda kuralli olarak aktif olan STAT3 ile diizenleniyor olabilir
(Terzic ve ark., 2010).

Kolorektal ya da kolitis-baglantili timdrlerde NF-KB veya STAT3 te aktive edici hig bir
mutasyon belirlenememistir. Bu transkripsiyon faktorlerinin parakrin (paracrine) veya
otokrin yollarinda veya onlarin sinyal yolaklarmin ‘upstream’ birimlerinin aktivasyonu

Uzerinde aktive edildigini gostermektedir (Terzic ve ark., 2010).

IBD, kolon mukozas1 epitel ve myeloid hiicrelerindeki 1srarli NF-KB aktivasyonu ile
iligkilidir. Farelerde antisens oligonukleotidler ile RelA ekspresyonunun énlenmesi, bir
surd 1IBD semptomunu hafifletmektedir. Kronik, T-hticresi gudumli kolitlerde NF-KB
aktivasyonunun epithel hiicrelerde degil myeloidde gerekli olduguna inanilmaktadir,
cinkd myeloid htcrelerde IKKpB’nin inaktivasyonu, IL-10-kusurlu farede bagirsak
inflamasyonunu diistirmistiir. Bununla birlikte, Dekstran sodyum sulfat aktivasyonu ile
indlklenen bagirsak yaralanmasma bagli kronik kolitlerde, bagirsak epitel
hicrelerindeki NF-KB aktivasyonunun koruyucu bir rolii vardir. Kronik IBD’yi tedavi
etme ve hafifletme siireci kontroliinde yaygin olarak kullanilan sulfasalazine,
mesalamine, glikokortikoitler ve methotraxate iceren ilaglarin ¢ogu NF-KB ya da IKK

kinazlar1 onlemektedir. Enterositlerdeki IKKB’ nin kosullu olarak alinmasi, tumor
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boyuna etki etmeden timor oranini % 80 diisiirmektedir, bu da NF-KB aktivasyonunun
gelisme veya biliylimeden ziyade tiimor promasyonunun ilk evrelerinde igerildigini
gostermektedir. Epitel hucrelerdeki NF-KB hiperaktivasyonun timér oranini arttirdigi

sanilmaktadir (Terzic ve ark., 2010).

IKKB’nin enterositlerin proliferasyonuna etki etmemesine ragmen, myeloid htcrelerde
IKKB’nin ¢ikarilip alinmasi inflamasyon-indUkli enterosit proliferasyonunu ve kolit-
baglantili  tiimorlerin  inflamasyon-dirtult  biytmelerini  6nlemektedir. Myeloid
hiicrelerde (6zellikle lamina propria makrofajlart ve dendritik hticrelerde) NF-KB
aktivasyonu oncl kanser (premalignant) enterositlerin biyume faktorleri olarak hareket
eden sitokinlerin iiretimiyle sonuglanir. TNF-o, IL-6, IL-1B, ve IL-11 bu sitokinlerin
bazilaridir. Hastalarin serum Orneklerinde belirlenen TNF-o ve IL-6’nin ekspresyonu,

yuksek kolorektal adenoma riski ile baglantilidir (Terzic ve ark., 2010).

1.3. Apoptoz

Canlilarin yasam dongiisiiniin temel unsurlari dogum, biiyiime, lireme, yaslanma ve
Olimdiir. Yasamin siirdiirilmesi, organizmada yapt ve fonksiyonun fizyolojik
gereksinimlerin belirledigi smurlar i¢inde korunmasina baglidir. Bunun igin hiicre
cogalmasi ve 6liimii arasinda bir denge bulunmas: gerekir. Bu denge kayboldugunda,
yani ¢ogalandan ¢ok hiicre 6ldiigli ya da farklilastiginda dejeneratif hastaliklar, 6len ya
da farklilasandan daha fazla hiicre ¢ogalmasi durumunda ise kanser ve otoimmiin

hastaliklar goriiliir (Lowe ve ark., 2000; Mak, 2003).

Hiicre oliimiinde iki temel mekanizma vardir; nekroz ve apoptoz. Dis etkilerden zarar
goren hiicreler nekroza, dis veya i¢ uyari ile programli intihara tesebbiise diirtiilenen

hlcreler ise apoptoza yonelirler (Ghobrial ve ark., 2005).

Apoptoz, kromozom kondensasyonu, nukleozomal DNA degredasyonu ve
fragmantasyonu ile ortaya ¢ikan bir programlanmig hiicre 6lim mekanizmasidir. Bu

islem cesitli tetikleyicilerle aktif hale getirilen ve pesi sira gelen sinyal modullerinde
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yerlestirilen belirli bir sayida kompleks protein tarafindan kontrol edilmektedir
(Ghobrial ve ark., 2005). Apoptozun bu morfolojik yapisi, Kaspaz (cysteine aspartyl
protease (caspase)) protein ailesi tiyelerinin aktivasyonu ile gergeklestirilir. Hiicreden
arta kalanlar, fagositler veya komsu hiicrelerin lizozomlar1 ile uzaklastirilir (GOzuagik
ve ark., 2004). Programlanmis hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi, hiicre 6lumiinG uyaran ve
hiicre sag kalimii saglayan bircok farkli sinyal ileti yolagmin birlikte aktivitesiyle

gerceklestirilir.

1.3.1. Apoptoz Yolaklar
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Sekil 1.7. Ekstrinsik ve intrinsic apoptoz yolaklar1 (Ghobrial ve ark., 2005).

Apoptoz iki ana yolak ile gerceklesir. Birincisi ekstrinsik veya sitoplazmik yolak, timor
nekroz factorii (TNF) reseptor ailesinin bir (yesi olan Fas 6lum reseptori yoluyla

tetiklenir. Ikinci yolak intrinsik veya mitokondriyal yolak, uyarilinca mitokondriden
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sitokrom (cytochrome)-c salinimi ve 6liim sinyalinin aktif hale getirilmesi ile tetiklenir.
Her iki yolak da bir noktada birleserek  hiicre 6liimiiyle sonuglanan, diizenleyici ve
yapisal molekiilleri bolen kaspazlar olarak bilinen proteazlar serisinin aktivasyonunu
iceren son ortak bir yolakta birlesir (Sekil 1.7.) (Ghobrial ve ark., 2005).

Ekstrinsik yolagin aktivasyonunu ¢esitli yolak ve proteinler diizenler. Transkripsiyonal
olarak inaktif bir gen olan FasL genini ayarlayan aktive edici protein 1 ve NF-KB gibi

transkripsiyon faktorleri ekstrinsik yolagin diizenleyicileridir.

Apoptozun temel dizenleyicileri olan Bcl-2 ailesi Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik,
Bim, ve Hrk gibi proapoptotik Uyeleri ve Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1, ve Mcl-1gibi
antiapoptotik tyeleri icermektedir (Antonsson ve ark., 2000). Bcl-2’nin ekspresyonunun
azalmast antikanser ilaglara karst apoptotik tepkiyi yiikseltirken, Bcl-2’nin
ekspresyonunun artmasi radyasyon terapisine ve kemoterapdtik ilaglara karsi dirence
sebep olur. Ayrica, yiiksek Bcl-2 ekspresyonu hiicre donglsu Gy fazinda hiicrelerin

y1gilmasina sebep olur ve kemorezistansa katki saglar.

Proapoptotik Bcl-2 tiyeleri apoptoz destekleyici olarak davranirken, antiapoptotik

uyeleri sitokrom-c nin salimini engelleyerek apoptoz onleyicisi olarak davranirlar.

“Eugenol” iin mast hiicrelerinde “Serl5 phospho-p53” @n mitokondri icerisine
translokasyonunu ve orada Bcl-2 ve Bcl-XL ile etkileserek apoptozu indiikledikleri
saptanmistir (Kaur ve ark., 2006). ‘Eugenol’ 1sirgan otu ekstresinde de bulunmaktadir
(Roschek ve ark., 2009).

Bcl-2’ nin intrinsik yolakta gereginden fazla ifadesi ekstrinsik kontrollii apoptozu
engeller; ters olarak ta , TNFa NF-KB’nin ekspresyonunu yiikseltir ve Bcl-2 ailesi
proteinlerin antiapoptotik Uyelerini uyarir (Ghobrial ve ark., 2005).

Isirgan otu yapragi ekstrelerinin koliti indiiklenen farelerde kolit belirtilerini azalttiginin

saptanmasi, KRK’ya neden olabilen kronik kolitin Onlenmesinde 1sirgan otu
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ekstrelerinin  uzun stireli kullaniminin etkili olabilecegi diisiindiirmektedir. Bu
ekstrelerin ayrica ‘faecal’ IL-lbeta ve mukozal TNF-alfa konsantrasyonlarini da

diistirdiigii belirlenmistir (Konrad ve ark., 2005).

1.3.2. Apoptoz Mekanizmasim1 Kontrol Eden Yolak ve Proteinler

Apoptoz mekanizmasini bir siirii yolak ve protein kontrol etmektedir. p53, NF-KB,
fosfatidilinozitol (phosphatidylinositol) 3 kinaz (PI3K)/Akt yolagi, ve yubikiitin

(ubiquitin) / proteozom yolagi bunlara 6rnektir.

1.3.2.1. p53

p53 gesitli stres sinyalleri tarafindan aktif hale getirilen bir timor siipresor proteindir.
p53, mitokondri biitiinliigii ve gegirgenliginin temel diizenleyicisi olan bir ka¢ Bcl-2
ailesi proteini (sadece Bax ve BH3 proteinlerini) ayarliyarak mitokondriyal yolak
yoluyla apoptoza neden olmaktadir. Oliim uyarisinin varhginda, sadece BH-3 birimini
igeren proteinler proapoptotik proteinlere el koyan ve onlarin aktivasyonunu engelleyen
anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini 6nleyerek Bax ve Bak’1 aktif hale getirir. Aktif hale
getirildiklerinde, Bax/Bak mitokondrinin dis zarina sokulur ve mitokondri icerisinden
apoptojenik proteinlerin serbest birakilmasina yol agan kanallar1 olusturur. Kanserlerin
cogunda goriilen p53 kayb1 genomik diizensizlige, hiicre dongiisii diizensizligine, ve
apoptozun engellenmesine yol agmaktadir. P53’{in apoptozu destekleme mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir (Ghobrial ve ark., 2005). p53 ekspresyonu hatali olan

kanser hiicreleri kemoterapiye cevap vermemektedir (Cao ve ark., 2005).

1.3.2.2. Nikleer Transkripsiyon Faktorii NF-xB

NF-KB apoptoz, viral replikasyon, tiimorigenez, inflamasyon, ve bir siirii otoimmiin
hastalikta gerekli bir siirii genin ekspresyonunu diizenleyen bir nikleer transkripsiyon

faktorudur. NF-KB biiylime faktorleri, sitokinler, limfokinler, radyasyon, farmakolojik
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ajanlar, ve stresi iceren cesitli uyarilar tarafindan aktif hale getirilir. NF-KB inaktif
formunda, IKB ailesi inhibitor proteinlerine bagl olarak, sitoplazmada bulunur. NF-KB
aktivasyonuna sebep olan ¢esitli uyar1 IKB’nin fosforilasyonuna ve de degredasyonuna
sebep olur. Bu da NF-KB alt birimleri tizerine niikleer lokalizasyon sinyalleri iletilmesi

ve sonra molekiiliin niikleusa translokasyonu ile sonlanir. NF-KB niikleusta c¢esitli

genlerin transkripsiyonunu baglatir (Ghobrial ve ark., 2005).
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Sekil 1.8. p53, NF-KB, yubikiitin/proteozom Sistemi, ve PI3K Yolag ile Ekstrinsik ve intrinsik Apoptoz
Yolaklar1 Kontrolii (Ghobrial ve ark., 2005).

NF-KB muhtemelen doku orijininden ziyade 6liim uyarisinin durumu ile belirlenen anti
ve proapoptotik fonksiyonlarin her ikisini de gosterir. Uygun fizyolojik durumlarda ,
NF-KB’nin aktivasyonu bir surii kompleks proteinin aktivasyonu yoluyla apoptotik

uyartya dirence neden olur. Bununla beraber, belirli uyarilara tepki olarak NF-KB
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aktivasyonu apoptozun indiuklenmesine yol acabilir. Bu kaspaz-1 gibi kaspazlar,
interferon-dizenleyicili faktér-1, c-myc, ve p53 gibi baz1 proapoptotik proteinlerin

aktivasyonu ile agiklanabilir (Ghobrial ve ark., 2005).

1.3.2.3. Yubikutin/Proteozom Sistemi

Bu sistem genis bir proteinaz kompleksinden olugsmakta olup, hiicre biiylimesi ve
apoptozu diizenlemeden sorumludur. Protein degradasyonu olduke¢a koordineli bir islem
olup yubikiiitin molekiillerine baglanarak proteinin tanimasini ve 26S proteozomu ile
sindirilmesini igerir. Cogu hiicre dongiisii diizenleyicileri p53, siklinler ve siklin-bagiml
kinaz inhibitorleri gibi transkripsiyon faktorleri ve  NF-KB yubikiitin/proteozom sistemi

ile diizenlenir.

Cogu Bcl-2 ailesi iiyesi yubikiitin/proteozomun siibstratidir. Proteozom inhibitdrleri ile
apoptozun indiklenmesi p53, p27, proapoptotik Bad veya Bax gibi proteinlerin
baslangigta birikmesine yada sitokrom-c salinimina ve intrinsik apoptoz yolagi

aktivasyonuna sebep olan stres kinaz aktivasyonuna yol agar (Ghobrial ve ark., 2005).

Farkli timorlerde apoptozu kontrol eden farkli sinyal yolaklarimin iyi anlasilmasi, soz
konusu tiimore o©zel molekiiller kusurlara dayali yeni hedeflenmis ajanlarin

kesfedilmesine yardimcr olacaktir.

Bunlar CCI-779 ve RAD 001 gibi rapamisin inhibitorleri ve bortezomib gibi 6zel
modulatorler ile hedeflenebilir. Clnkl bu yolaklar timor hicrelerinde tercihli olarak
degistirilmis olabilir, ve normal dokuyu az kullanan, tiimoérlerde ise segici bir etki igin

bir potansiyel vardir (Ghobrial ve ark., 2005).

1.3.3. Apoptoz Yolak Modulatorlerini Hedefleyen Ajanlar

Proteozom inhibitorleri, mTOR inhibitorleri, ve p53 inhibitorleri apoptoz yolak

modulotorlerini hedeflemektedir.
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Bu ajanlarin etkileri kanser hiicrelerine segici olabilir, ¢ilinkii prolifere ya da transforme
hiicrelerde apoptozu diirtiilemektedirler. Ornegin, c-myc onkojeninin yilksek oranda
ifadesi kanser hiicrelerini, proteozom inhibitdrii diirtiilii apoptoza daha duyarli
yapmaktadir. Proteozom inhibitorleri laktasistin gibi dogal tirtinleri, MG132, ALLN, ve
MG115 gibi peptit aldehidlerini, ve bortezomib gibi boronik asit inhibitorlerini
icermektedir (Ghobrial ve ark., 2005).

NF-KB Inhibitorii (IKB Kinaz Inhibitorii, PS-1,145)

IKB kinaz inhibitorii  PS-1,145 multiple myeloma hiicrelerinde IKB’nin
fosforilasyonunu dnler ve 1liml bir sekilde direk olarak biiylimelerini engeller. PS-1,145
NF-KB ile diirtiillenen adhezyon molekiillerinin upregulasyonunu ve multiple myeloma
hiicrelerinin adhezyonunu ortadan kaldirir. Ozel NF-KB inhibitorleri multiple myeloma

ve diger kanserlerin tedavisinde faydalidir (Ghobrial ve ark., 2005).

1.3.4. Kanserli Hicrelerde Apoptoz

Kolon kanserleri Fas-kontrollii apoptoza karst bir direng kazanmigtir. Normal kolon
epitel hicreleri Fas-kontrollii apoptoza olduk¢a duyarlidir. FasL’in (Fas Ligand) Fas’a
baglanmasi apoptozu gergeklestiren kaspaz (caspase) serisini aktive eder. Uyarilan Fas
bir adaptor protein yoluyla, FADD, bir 6lim-baslatan sinyal kompleksi (DISC)
olusturmak i¢in kaspaz-8’i calistirir. Kaspaz-8 daha sonra interniikleozomal DNA
fragmentasyonu ve membran bleblemesi gibi apoptoz islemlerini baglatan “cellat”
kaspazlar1 aktif hale getirir. Fas sinyali FLIP ve FAP-1 gibi proteinler ile DISC
seviyesinde engellenebilir. Daha asagida, Bcl-2, Fas sinyalini diizenler. p53 normal Fas

sinyali icin gerekli olabilir.
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Sekil 1.9. Normal ve kanserli kolon epitel hiicrelerinde Fas-kontrollii apoptoz. FasL
(Fas ligandi), FasR (Fas Reseptorii), (O’Connell ve ark., 2000).

Kolon kanseri hiicreleri Fas sinyali aktariminda farkli basamaklarda cesitli hatalar
sergileyebilir. Baz1 kolon tiimdrleri Fas’1 kendi kendine ‘“downregule” edebilir. Bazi
timorler FLIP ve FAP-1’1 “upregule” eder. Fas sinyalindeki hatalar kolon kanserinde
yogun olarak belirir. Kolon kanserlerinin yiiksek bir boliimii kaspaz-1’1 “downregule”
eder. Kolon kanserlerinin ¢ogu Bcl-2’yi “upregule” eder veya Bak’1 “downregule” eder.
Mikrosatellit kalict olmayan (MSI) fenotiplerin kolon tiimorleri yiiksek oranda Bax
mutasyonu sergilemektedir. p53 mutasyonlar1 ileri asama kolon kanserlerinde Fas-

kontrolli apoptozu muhtemelen 6nlemektedir (O’Connell ve ark., 2000).
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Sekil 1.10. Fas-karsiatagi (O’Connell ve ark., 2000).
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Fas sinyal iletisindeki hatalardan dolayi, kolon kanseri hiicreleri antitiimér T ve NK
hlcrelerinin FasL-kontrolli sitotoksisitesine direclidir. Fas direnci timor hicrelerinin
kendi FasL’lerini belirtmelerini olanakli hale getirir. Bu da aktif hale gelen T ve NK
hiicrelerine bir apoptoz Olim sinyali dayatir. Bu “Fas karsiatagi” FasL-vurgulayan

timorlere lenfosit infiltrasyonunu onlyor gézikmektedir (O’Connell ve ark., 2000).

1.3.5. Tedavide Apoptoz

Bugiin bir¢ok hastaligin hiicre 6liimii ya da yasami arasindaki dengenin bozulmasi ile
ilgili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle apoptotik strece mudahale ederek, bunun
yeniden dizenlenmesi, énemli tedavi yéntemlerini giindeme getirebilir. Bugine kadar
apoptoz diizeyini degistirdigi bilinen, bir¢cok “non-steroidal antienflamatuvar” ilaclar
vardir. Aslinda biitiin sitotoksik ilaglar ve radyoterapi programlari timor hiicrelerinde
apoptozu baglatir, ancak apoptoza diren¢ gelistiginde tedavide basarisizlik gozlenir.
Ustelik bu tedaviler, normal hiicrelerde de apoptozu baslatir ve kemik iligi Gzerinde
olumsuz yan etkileri vardir. Bu nedenle son zamanlarda gelistirilen yeni birgok tedavi

denemeleri, preklinikte tmit vericidir (Renehan, 2001; Tomatir, 2003).

Apoptoz, veya programli hicre 6limi, hicre proliferasyonunu kontrol veya tamir
edilemeyen DNA hasarma tepki igin hiicrelerin Gliime gitmesini saglayan
mekanizmadir. Apoptozun anlasilmast kanser hiicrelerinin 6lumunu indiikleyen veya
kanser hiicrelerinin sitotoksik ajanlara ve radyasyon terapisine duyarliligini artiran
alisilagelmisin disindaki yeni hedefli terapiler igin bir temel olusturmaktadir. Bu yeni
ajanlar timor nekroz faktorine dayali ‘apoptozu-indikleyen ligand reseptori 1’ gibi
“extrinsic” (sitoplazmaya ait) yolagi hedefleyen, ve antisens bcl-2 oligonukleotitleri gibi
“intrinsic” (mitokhondriye ait) Bcl-2 ailesi yolagimi hedefleyen ajanlari icermektedir
(Ghabrial ve ark., 2005).
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1.4. Urtica dioica’nmin Onkoloji Acisindan Onemi

Kanser tedavisinde tamamlayici ve destekleyici olarak 1sirgan otu kullanimi iilkemizde

oldukca yaygindir (G6zum ve ark., 2003; Gézim ve ark., 2007).

Isirgan otunun kanser ile ilgili olarak etkilerini asagidaki sekilde siralamak miimkiindiir:

e Karsinojenlere karsi, koruyucu etkileri ile kanser olusumunu engellemektedir
(Wollowski ve ark., 2001; Celik ve ark., 2007; Tello ve ark., 2008).

e Kanser sebebi olma olasiligi s6z konusu olan bazi hastaliklar1 tedavi edici

etkileri ile kanser olusumunu engellemektedir (Konrad ve ark., 2005).

e Antiproliferatif etkisiyle timor biiyiimesini yavaslatip/durdurup kanseri tedavi
etmektedir (Koch, 2001; Durak ve ark., 2004; Abu-Dahab ve ark., 2007; Prostate
Cancer Fund, 2007; Jason ve ark, 2008).

e Apopitotik etkisiyle timorl kucllterek kanseri tedavi etmektedir (Koch, 2001).

e Kanser tedavisinde kemoterapide destekleyici etkileri vardir (Suh ve ark., 1995;
Treasure, 2003; Durak ve ark., 2004).

e Kanser tedavisinde radyoterapi yan etkilerini engelleyici etkileri bulunmaktadir
(Treasure, 2003; Aksu ve ark., 2008; Li ve ark., 2010).

Son yillarda tamamlayic1 tedavilerin kanser tedavisinde yaygin olarak yer almasi
(Ezeome ve ark., 2007; G6zum ve ark., 2007) ve bazi kanser tiirlerinde tedavide olumlu
etkilerinin tespit edilmesi (Durak ve ark., 2004) bu alanda yeni ¢aligmalarin yapilmasini

tesvik etmistir.

Antioksidan ve flavonoidler bakimindan zengin olan Tirkiye’de ve diinyada geleneksel
tedavide kanserden korunmada, kanser tedavisinde tamamlayic1 ve destekleyici olarak

sik¢a kullanilan bir bitki olan Urtica dioica (izerine literatiirde bilimsel olarak in vivo ve
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in vitro pek c¢ok calisma olmasina karsin, kolon kanseri iizerine etkilerini arastiran in

Vivo Ve in vitro ¢alismalarin olmadigi goriilmektedir.

Bu tez caligmasinda 1sirgan otunun, insan kolon kanseri HCT 116 hiicre serileri

Uzerindeki apoptotik, antiproliferatif, antioksidan etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD’da gerceklestirildi.

2.1. Materyal

Bu arastirmada Temmuz 2010°da Ankara Golbasi’ndan toplanan taze 1sirgan otu bitkisi
ve HCT 116 p53+/+ ve HCT 116 p53-/- insan kolon kanseri hiicre serisi kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Hucre Serilerinin Kulttrd

Hicre serisi olarak HCT 116 p53+/+ ve HCT 116 p53-/- insan kolon kanseri hiicre
serisi kullanildi. Apoptotik etkinin p53 yolag:1 bagimli ya da bagimsiz oldugunun tespit
edilmesi i¢in p53 geninden yoksun ve p53 geni var olan hiicreler ¢calismada kullanildi.
Hiicreler % 5 CO, igeren 37 °C’ lik etiivde inkiibe edildi. Kiiltiir i¢in ise % 1 pen/strep
ve % 5 L-Glutamin iceren McCoys besiyeri kullanildi.

2.2.2. Isirgan otu (Urtica dioica) Ekstresinin Hazirlanisi

Taze 1sirgan otu kok, gévde ve yapraklariyla beraber biitiin olarak blendirda distile su ile
homojenize edildi. Elde edilen ekstre 15000 rpm’de 4 °C’de 20 dk. santrifiij edildi.

Stipernatant kisim kullanim 6ncesinde filtre edilerek steril edildi.

HCT 116 p53+/+ ve HCT 116 p53-/- hiicrelerinin 1x 10° hiicre/ml olacak sekilde 96 ve
6 kuyucuklu plaklara (96-24 well plate) hiicre ekimi yapildi. Daha sonra 48. saatlerde

alinan orneklere asagidaki testler uygulandi.
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2.2.3. Hiicre Canhlhigimin Tespiti (Hiicre Proliferasyonunun Olciilmesi)

MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit) testi yapilmak iizere
ekstre uygulanmis hiicreler ve negatif kontrolleri 96 kuyucuklu plaklara (96- well plate)
alindi. Kit icerigine uygun olarak; 10:1 (toplam besiyeri: MTT ajani) oraninda MTT
isaretleme ajani ilave edilerek 4 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyon siresini takiben 1:1
(besiyeri: solusyon) oraninda ¢oziicii solusyon ilave edilerek 1 gece inkiibe edildi ve

inkiibasyonun ardindan spektrofotometre ile 550nm-690nm’de Sl¢tim yapildi.

Mitokondriyal

Rediiktaz M _H
—_—
=N
-
s 7)\
Sekil 2.1. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit (MTT) assayi; MTT ‘nin

Formazana indirgenmesi.

MTT ile hiicre canlilig1 testinin prensibi sar1 renkli suda eriyen MTT’yi viyole renkli

suda erimeyen Formazana indirgemektir.

2.2.4. Apoptoz Tayini

Apoptozun, hiicre zarindaki Anneksin V proteinini dlcerek belirlenebilmesinden yola
cikarak hiicreler Annexin V ve propidium iyodiir ile isaretlenerek floresan

mikroskobunda sayildi.

Anneksin V, Cat++’a ihtiya¢ duyan, fosfolipite-baglanan bir proteindir. Hiicre zarindaki
fosfatidilserin rezidiilerine kuvvetlice baglanir. Normal bir hiicrede bu rezidiiler hiicre

zarmin i¢ ylizeyindedir ve hiicre zar1 gecirgen (permeable) olmadik¢ca Anneksin V
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buraya ulasamaz. Apoptozun erken sathalarinda fosfatidilserin rezidiileri hiicre disina

dogru yer degistirir.

2.2.5. Antioksidan Enzim Duzeylerinin Olglmesi

Calismada lipid peroksidasyonunun bir gostergesi oldugu bilinen malondialdehit
(MDA) dizeyleri (Dahle ve ark., 1962), antioksidan enzimler olan siperoksit dismutaz
(SOD) (Durak ve ark., 1998; Durak ve ark., 2005), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
katalaz (CAT) (Aebi ve ark.,1997) aktiviteleri, DNA turnover enzimleri olan ksantin
oksidaz (XO) ve ADA (Guisti ve ark., 1974) enzim aktiviteleri hiicre kiiltiiriinden alinan
orneklerde spektrofotometrik yontemlerle Olcildi. Her parametrenin 6lciim prensibi

gosterilen referanslara gore yapildi.

Alman tiim sonuglar Kruskal-Wallis varyans analizine ve Mann-Whitney U Testine gore

degerlendirildi.
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Sonuglar ortalama + standart sapma ve ortanca (minimum-maksimum) degerler seklinde

verilmisgtir.
Cizelge 3.1. HTC 116 P53 +/+ hicre serilerinde enzim aktiviteleri.
Enzim Grup Mean Standard Standard
Deviation Error Mean
CAT % 1.81 Kontrol 3 2.443300 0.4214700 0.2433300
Ekstre 3 2.686700 0.8429300 0.4866700
SOD % 1.81 Kontrol 3 2.950000 1.0661600 0.6155500
Ekstre 3 3.450000 1.0612700 0.6127300
MDA % 1.81 Kontrol 3 0.174700 0.0616500 0.0355900
Ekstre 3 0.188309 0.0236700 0.0136700
ADA % 1.81 Kontrol 3 19.000000 1.0000000 0.5773500
Ekstre 3 20.333300 1.5275300 0.8819200
X0 9% 1.81 Kontrol 3 0.013333 0.0040415 0.0023333
Ekstre 3 0.030667 0.0061101 0.0035277
CAT % 4 Kontrol 3 2.443300 0.4214700 0.2433300
Ekstre 3 2.926700 1.2701700 0.7333300
SOD % 4 Kontrol 3 3.463300 0.1464000 0.0845200
Ekstre 3 3.576700 0.6753000 0.3898900
MDA % 4 Kontrol 3 0.174700 0.0236700 0.0136700
Ekstre 3 0.242000 0.1210000 0.0698600
ADA % 4 Kontrol 3 18.666700 0.5773500 0.3333300
Ekstre 3 21.000000 1.0000000 0.5773500
X0 % 4 Kontrol 3 0.011333 0.0005774 0.0003333
Ekstre 3 0.014667 0.0032146 0.0018559
CAT % 6.66 Kontrol 3 3.173300 0.4214700 0.2433300
Ekstre 3 2.200000 0.0000000 0.0000000
SOD % 6.66 Kontrol 3 3.680000 0.2351600 0.1357700
Ekstre 3 3.036700 0.5541100 0.3199100
MDA % 6.66 Kontrol 3 0.175000 0.0467700 0.0270000
Ekstre 3 0.215000 0.0615400 0.0355300
ADA % 6.66 Kontrol 3 17.333300 1.1547000 0.6666700
Ekstre 3 18.333300 0.5773500 0.3333300
X0 % 6.66 Kontrol 3 0.014000 0.0017321 0.0010000
Ekstre 3 0.014333 0.0015275 0.0008819
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Cizelge 3.2. HTC 116 P53 -/- hiicre serilerinde enzim aktiviteleri.

Enzim Grup N Mean Standard Standard
Deviation Error Mean
CAT % 1.81 Kontrol 3 1.2167000 0.4214700 0.2433300
Ekstre 3 2.4433000 0.4214700 0.2433300
SOD % 1.81 Kontrol 3 3.1367000 0.1662300 0.0959700
Ekstre 3 3.8433000 0.0568600 0.0328300
MDA % 1.81 Kontrol 3 0.3497000 0.1231800 0.0711200
Ekstre 3 0.2420000 0.0400000 0.0230900
ADA % 1.81 Kontrol 3 14.0000000 1.0000000 0.5773500
Ekstre 3 14.6667000 0.5773500 0.3333300
X0 9% 1.81 Kontrol 3 0.0230000 0.0086603 0.0050000
Ekstre 3 0.0140000 0.0070000 0.0040415
CAT % 4 Kontrol 3 2.4433000 0.4214700 0.2433300
Ekstre 3 2.9300000 0.7300000 0.4214700
SOD % 4 Kontrol 3 3.1867000 0.1692100 0.0977000
Ekstre 3 4.7700000 1.6695200 0.9639000
MDA % 4 Kontrol 3 0.2283000 0.0616500 0.0355900
Ekstre 3 0.2957000 0.0616500 0.0355900
ADA % 4 Kontrol 3 13.3333000 0.5773500 0.3333300
Ekstre 3 12.6667000 2.0816700 1.2018500
X0 % 4 Kontrol 3 0.0230000 0.0017321 0.0010000
Ekstre 3 0.0190000 0.0017321 0.0010000
CAT % 6.66 Kontrol 3 3.9033000 0.4214700 0.2433300
Ekstre 3 1.7067000 0.4272400 0.2466700
SOD % 6.66 Kontrol 3 3.0267000 1.4479100 0.8359500
Ekstre 3 2.6900000 0.4464300 0.2577500
MDA % 6.66 Kontrol 3 0.2150000 0.0615400 0.0355300
Ekstre 3 0.2690000 0.1905500 0.1100100
ADA % 6.66 Kontrol 3 10.3333000 0.5773500 0.3333300
Ekstre 3 11.0000000 1.0000000 0.5773500
XO % 6.66 Kontrol 3 0.1140000 0.0127671 0.0073711
Ekstre 3 0.0163330 0.0005774 0.0003333

Bu ¢alismada % 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarda hiicre serisine uygulanan
1sirgan ekstresi gruplarindaki oksidasyonun bir belirteci olan MDA diizeylerindeki artig
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.05).
Bunun yaninda pirin metabolizmasinda purin yikiminin bir géstergesi olan XO enzimi
aktivitesinde ekstre uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmasa da artis gozlendi ADA aktivitesinde her iki grup arasinda fark
gbzlemlenmedi. Antioksidan enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde de istatistiksel

olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi.
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2 1 O Farkli ylzdelerde ekstre
uygulanan gruplar

® Kontrol

Absorbans
I3

1,81% 4% 6,66%
Ekstre yiizdeleri

Sekil 3.1 9%1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonda 1sirgan otu ekstresinin HCT 116 p53 -/-
kolon kanser hiicrelerinde hiicre canlihigl iizerine etkisi.

21 @ Farkl ylizdelerde ekstre
uygulanan gruplar

® Kontrol

Absorbans
o

1,81% 4% 6,66%
Ekstre yluzdeleri

Sekil 3.2 %1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonda 1sirgan otu ekstresinin HCT 116 p53 +/+
kolon kanser hiicrelerinde hiicre canlihig: iizerine etkisi.

% 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarindaki 1sirgan otu ekstresinin HCT116
P53-/- ve HCTI116 P53+/+ hiicre hattinda canlilik {izerine etkisinin arastirildigi
caligmamizda 1sirgan otunun anlamli derecede apoptotik ve antiproliferatif bir etkisi
saptanmadi (Sekil 3.1; Sekil 3.2; Sekil 3.3; Sekil 3.4; Sekil 3.5; Sekil 3.6; Sekil 3.7;
Sekil 3.8).
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Sekil 3.3 HCT 116 p53 +/+ kolon kanseri huicrelerinin AnnexinV ve propodium iyodur ile
isaretlenmis hali.( AnnexinV:yesil propodium iyodiir:kirmmzi floresans)

Sekil 3.4 HCT 116 p53 -/- kolon kanseri hiicrelerinin AnnexinV ve propodium iyodur ile
isaretlenmis hali. ( AnnexinV:yesil propodium iyodiir:kirmizi floresans)



Sekil 3.5 HCT 116 p53 -/- kolon kanseri hiicrelerinin isik mikroskopu ile goriiniisii.

‘ 50.0 um

Sekil 3.6 HCT 116 p53 -/- kolon kanseri hiicrelerinin AnnexinV ve propodium iyodir ile
isaretlenmis hali. ( AnnexinV:yesil propodium iyodiir:kirmzi floresans)
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Sekil 3.7 HCT 116 p53 +/+ kolon kanseri hiicrelerinin isik mikroskopu ile goriiniisii.

s

Sekil 3.8 HCT 116 p53 +/+ kolon kanseri hicrelerinin AnnexinV ve propodium iyodur ile
isaretlenmis hali.( AnnexinV:yesil propodium iyodiir:kirmiz1 floresans).
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4. TARTISMA

Ulkemizde ve diinyada geleneksel tedavide kanserden korunmada, kanser tedavisinde
tamamlayic1 ve destekleyici olarak sik¢a kullanilan bir bitki olan Urtica dioica (izerine
literatiirde bilimsel olarak in vivo ve in vitro pek ¢ok ¢alisma olmasina karsin, kolon
kanseri tizerine etkilerini arastiran in Vvivo ve in Vvitro c¢alismalarin olmadigi

gorulmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) canlilarda cesitli
metabolik  islemlerle  olusturulurlar. Normal aerobik  solunum, uyarilmis
polimorfonikleer 16kositler ve makrofajlar, ve peroksizomlar hiicreler tarafindan

tiretilen oksidanlarin ¢gogunun temel endojen kaynaklarini olusturmaktadir.

ROT normal fizyolojik konsantrasyonlarda hicresel aktiviteler igin gerekli iken, ylksek
konsantrasyonlarda toksik olabilir ve oksidatif strese yol agabilir. Gereginden fazla
tiretildiginde, ROT doku hasarina sebep olur, doku hasar1 da ROT iiretimine sebep olur.
Serbest radikaller lipit peroksidasyonuna sebep olur. Oksidasyon sadece lipitlere etki
etmez. ROT ve RNT mutasyonlara yol acan DNA hasarina sebep olabilir. Bunlar biiyiik
hicre birimlerinin hasarina neden olabilir ve kanserin bir¢ok formu, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kalp hastaliklar1, damar sertligi (arteriosclerosis), diyabet (diabetus mellitus),
malarya, sonradan kazanilmis bagisiklik bozuklugu sendromu, felg (stroke) ve yaslanma
gibi 100 den fazla hastalik ile ilgili oldugu gosterilmistir (Mavi ve ark.,2004; Kanter ve
ark., 2005; Celik ve ark., 2007).

Bittn aerobik organizmalar antioksidan savunma sistemleri ve enzimlerine sahiptir
(Kanter ve ark., 2005; Celik ve ark., 2007). Antioksidanlar, serbest radikallerin etkisini
notralize edebilmektedirler. Normal saglikli durumlarda viicutta iiretilen antioksidanlar
serbest radikallere kars1 viicudu savunmada rol oynarlar. Ancak bu dogal antioksidan
mekanizma yeterli olmayabilir. Hastalik durumunda tibbi bitkiler gibi diger
kaynaklardan gelen antioksidanlar etkili tedavi icin gereklidir. Butile hidroksitoluen

(BHT) ve bitile hidroksianizol (BHA) gibi yapay antioksidanlarin yan etkileri
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bilinmediginden, antioksidanlarca zengin besinlerin alinmasi O6nemlidir. Bol
antioksidanli besinlerin tiiketilmesi ile hastaliklarin ortaya ¢ikma olasiligi ters orantilidir

(Mavi ve ark.,2004; Kanter ve ark., 2005; Kulkarni ve ark., 2006).

Insan diyetindeki ve tibbi bitkilerdeki antioksidan ve flavonoid kaynaklar arastiriimasi
gereken Onemli konular arasindadir. Fenolik bilesiklerin ve 6zellikle flavonoidlerin
kanserin goriilme sikligmi azalttigt ve kanserin tedavisinde, ozellikle tamamlayici
tedavide onemli yeri oldugu yapilan ¢alismalarla desteklenmektedir (Nicodemus ve ark.,
2001; Adom ve ark.,2003; Aksu ve ark., 2008).

Son yillardaki beslenme ve besin bilimi aragtirmalari potansiyel antioksidan etkili bitki
urinleri Gzerine dikkati cekmektedir (Trouillas ve ark., 2003). Yapilan g¢alismalarda
1sirgan otu ekstresinin total antioksidan aktivitesinin, a-tokoferol (Musette ve ark 1996),
BHA, BHT ve quersetin (Gulgin ve ark., 2004) gibi gucli antioksidanlardan bile daha
fazla oldugu gosterilmistir. Karotenoidler arasindaki siralamada likopenin en potansiyel
antioksidan oldug@u (likopen > a-tokoferol > a-karoten > p-criptoksantin > zeaksantin=f-karoten >
lutein), ayrica karotenoid karisiminin tek bilesikten daha etkili oldugu, likopen yada
lutein varliginda bu sinerjistik etkinin daha gii¢lii oldugu (Heber ve ark., 2002), 1sirgan
otunun karotenoidlerce de zengin oldugu (Kog, 2002), lutein, karoten, ksantin ve
likopen izomerlerini icerdigi (Guil-Guerrero ve ark., 2003) (Sekil 1.3.) belirtilmistir.
Bu bilgiler 1s181nda 1sirgan otu ekstresinin total antioksidan aktivitesinin yiiksekliginin
icerdigi antioksidan bilesenlerin zenginligi ve sinerjik etkisinden kaynaklandigini

diistinulebilir (Sekil 1.3.).

Bu tez ¢alismasinda taze 1sirgan otunun yaprak ve govde gibi toprak listli birimleriyle
birlikte koklerini de igeren sulu ekstresinin kolon kanseri epitel hiicreleri HCT 116 hiicre
serileri Gzerindeki, antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkileri incelendi.

Calismamizda, 1sirgan otunun suda hazirlanmasi ile elde edilen % 1.81, % 4 ve % 6.66
(w/v) konsantrasyonlarindaki 1sirgan otu ekstresi kullanildi. Sulu ekstre kullanilmasinin
nedeni, literatiirde sulu ekstre ile yapilmis ¢alismalarin olmasinin yani sira (Gulgin ve

ark., 2004; Durak ve ark., 2004; Lichius ve ark., 1999; Lichius ve ark., 1997; Harpu ve
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ark 2005) bir besin maddesi olan 1sirgan otunun dogal yolla tiiketilmesinin barsak
hlcreleri Uzerindeki etkilerinin gozlemlenmesine sulu ekstrenin daha uygun olacagi,
etanol ve/veya metanolun normal hucreler tUzerindeki toksik etkilerinin olabileceginin

distiniilmesidir.

Diger taraftan metanolik ekstrelerin sulu ekstrelerden daha ¢ok apolar bilesik icerdigi
belirtilmistir. Bilesigin polaritesindeki diisiisiin, peroksidasyonun oldugu apolar fazda
bilesigin solubilitesinde bir yiikselmeye sebep oldugu, bu nedenle, metanolli ekstrelerin
sulu ekstrelerden daha fazla antioksidan etkiye sahip oldugu (Mavi ve ark., 2004)

belirtilmektedir.

Bu ¢alismada % 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarda hiicre serisine uygulanan
1sirgan ekstresi gruplarindaki oksidasyonun bir belirteci olan MDA diizeylerindeki artig
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.05).
Bunun yaninda pirin metabolizmasinda pirin yikiminin bir gostergesi olan XO enzimi
aktivitesinde ekstre uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmasa da artis gozlendi. XO aktivitesindeki bu artisin, radikal {iretimini
tetikleyerek bir oksidasyon olusturdugu, buna yanit olarak antioksidan enzimler olan
SOD ve CAT aktivitelerinde de istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna

gore artis oldugu saptandi.

% 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarindaki 1sirgan otu ekstresinin HCT116
P53-/- ve HCT116 P53+/+ hiicre hattinda canlilik iizerine etkisinin arastirildigi
calismamizda 1sirgan otunun anlamli derecede apoptotik ve antiproliferatif bir etkisinin

olmadig1 saptandi.

Purin metabolizmasinda purin yikiminin bir gostergesi olan XO enzimi aktivitesinde
anlamli olmasa da artisin olmasi ama apoptoz ve antiproliferatif etkinin heniiz
baslamadiginin saptanmasi, antioksidan enzimlerde de hafif artisin olmasi, kiiltiir
siiresinin  uzatilmast  halinde bu etkilerin daha belirginlesebilecegini de

diisindirmektedir. Nitekim Konrad ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada (2000) prostat epitel
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hicre serilerinde 7 gun boyunca ekstre ile kultire edilen hicrelerde maksimum

antiproliferatif etkinin 5. giin goriildigi saptanmustir.

Sonuglarimiz bu haliyle, literatirde U. dioica’nin sulu ekstreleri ile farkli hiicre
serilerinde aynmi kiiltiir siiresi uygulanilarak yapilan bazi in vitro ¢alismalarla uyumlu

bulunmustur (Trouilllas ve ark., 2003; Harput ve ark., 2005).

Trouilllas ve ark yaptiklari (2003), Fransa’nin Limousin bolgesi civarinda bulunan U.
dioica’nin da aralarinda bulundugu 16 bitki ekstresinin antioksidan, anti-inflamatuvar ve
B16 fare melonama hiicre serisi lizerindeki antiproliferatif kapasitelerinin arastirildig
bir calisma ile kismen uyum gostermektedir. Bu c¢aligmada, bitki ekstrelerinin
antioksidan etkilerinin ekstrelerdeki fenolik bilesiklerin toplam miktari ile dogru orantili
oldugu saptanmustir. U. dioica ekstresinin antioksidan aktivitesinin zayif oldugu, diisiik
konsantrasyonlarda (<0.25 mg/ml) B16 fare melonama hiicre serisi lzerinde yiksek
proliferasyona sebep olurken yiiksek konsantrasyonlarda (>0.5 mg/ml) 6nemli bir

antiproliferatif etki gostermedigi gozlenmistir (Trouilllas ve ark., 2003).

Bizim ¢alismamizda da antioksidan enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi. Isirgan
otunun sulu ekstresinin uygulandigi hiicre gruplart ve kontrol gruplari (ekstrenin
hazirlandig1 ¢oziicliniin aym1 miktarda eklendigi hiicre gruplari) arasinda apoptoz ve
canlilik acisindan herhangi bir anlamli fark bulunamadi. Bu calismada da, bizim
calismamizda oldugu gibi 48 saatlik hiicre kiiltiirleri yapilarak, bu siireler igindeki
antioksidan enzim seviyeleri ve hiicre serilerindeki apoptotik ve antiproliferatif etkiler

incelenmistir.

Harput ve arkadaslarinin (2005) bir ¢alismasinda ise U. dioica sulu ekstrelerinin KB
(human epidermoid carcinoma), B16 (mouse melanoma), HeLa (human epithelial
carcinoma) ve HLA (human hepatoma) timaor hiicre serileri tzerine etkileri arastirilmis
olup, hicreler 800 ug/mL konsantrasyonlarinda ekstrelerle bizim ¢alismamizda oldugu

gibi 48 saat inkibe edilmis ve MTT assayi ile sitotoksisite tayini yapilmistir. Bu
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calismanin sonuglar1 bizim ¢alismamizla uyumlu olup, bu sulu ekstrelerin test edilen

konsantrasyonlarda ve dozlarda hiicre yasamina etki etmedigi gbzlemlenmistir.

Giilgin ve arkadaglarinin 2004’te yayinladiklart bir calismasinda 1sirgan otu sulu
ekstrelerinin antioksidan o6zellikleri aragtirilmis olup, 1sirgan otu sulu ekstrelerinin giiglii
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 saptanmistir. Oysa bizim ¢alismamizda, U.
dioica’nin uygulandig1 hiicre serilerinde zayif antioksidan etki gbzlendi. Antioksidan
enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol

grubuna gore artis tespit edildi.

U. dioica’nin bazi hepatik biyotransformasyon enzim sistemleri ve antioksidan
enzimlerin aktivasyonunu etkili bir sekilde ayarladigi, LDH ve MDA aktivitelerini
diisiirdiigii, hiicre diizeyinde herhangi bir hasara yol agmadigi gosterilmistir (Ozen ve
ark., 2003; Celik ve ark., 2007). Bizim ¢alismamizda ise MDA aktivitesinin kontrol ve

ekstre uygulanan grupta farkli olmadigi saptandi.

U. dioica’nin etanolik ve/veya metanolik ekstrelerinin hiicre serileri tizerine etkilerini
inceleyen in vitro ¢alismalar da bulunmaktadir (Konrad ve ark. 2000; Goun ve ark.,
2002; Abu Dahab ve ark., 2007; Mazzio ve ark., 2009; Turan ve ark., 2010).

Konrad ve arkadaslarinin (2000) 1sirgan otu koki % 20’ lik metanolik ekstresinin insan
prostat epiteli ‘Lymph node carcinoma of the prostate’ (LNCaP) ve stromal ‘human
primary culture of the prostate stromal compartment’ (hPCPs) hiicrelerine
antiproliferatif etkilerini arastirdiklari in vitro ¢aligmada, doz ve zamana bagli olarak
sadece LNCap de 7 giin boyunca antiproliferatif etki (p<0.05) gbézlemlenmistir. Ayrica
sitotoksik etki de belirlenmemistir. Proliferasyondaki maksimum diisiis % 30 ile 1.0E-
6mg/ml konsantrasyonda 5’inci giinde gergeklesmistir. Minimum etkili doz 4 ve 6’inc1
gunlerde 1.0E-9 mg/ml olarak belirlenmistir (Konrad ve ark., 2000). Bizim
calismamizda ise U. dioica nin sulu ekstresi HCT 116 hicre serisi ile 48 saat kiltire
edildi. Ekstre ile kiltire edilen hicre serilerinde ve kontrol hucre serilerinde
proliferasyon agisindan fark gozlemlenmedi. Sonuglarimizin fakliliginin, metonolik

isirgan ekstresi yerine caligmamizda sulu ekstre kullanmamiz ilgili olabilecegi gibi,
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hiicre kiiltiir siiresinin uzunlugu, (bizim kdltlr siiremizin 2 giin, onlarin 7 giin olmasi ki,
maksium antiproliferatif etkinin 5. giinde oldugu saptanmis) ve hiicre serilerinin,
(prostat epitel kanser hicreleri ile kolon kanser epitel hicrelerinin) 6zelliklerinden,

kaynaklanmis olabilecegi diistintilmektedir.

Rusya’dan Urtica dioica ile beraber 45 bitkinin metilen klorit ve metanol ekstrelerinin
fare losemi hiicre serileri (L1210) tizerindeki sitotoksik aktivitelerinin arastirildigi bir
calismada, 10 pg/kuyucuk konsantrasyonunda uygulanan Urtica dioica L metilen Klorit
ve metanol ekstrelerinin her ikisinin de ancak % 3 sitotoksik etki gosterdikleri
gbzlemlenmistir. Ayrica ilerideki ¢aligmalarin metilen klorit gibi nekroza sebep olmayan

metanol ekstreleri (izerine yogunlagmasi 6nerilmistir (Goun ve ark., 2002).

Abu Dahab ve arkadaslarmin 76 bitkinin etanolik ekstrelerinin insan meme
adenokarsinoma (MCVF7) hucre serileri Uzerindeki antiproliferatif etkilerini
arastirdiklar1 calismada 1sirgan otunun yaprak ve govde ekstreleri kullanilmistir. 50
pg/ml lik etanolik Urtica dioica ekstrelerinin 72 saatlik uygulanmasindan sonra MCF7
hiicrelerinin canlilik ylizdesi % 93.12 ve standart sapma da + 8.88 olarak saptanmustir.
Urtica urens yaprak ekstrelerinin ayn1 konsantrasyon ve siire ile uygulanmasiyla MCF7
hiicrelerinin canlilik ylizdesi % 103.94 ve standart sapmasi da + 5.2 olarak
belirlenmistir. Sitotoksik aktivite calismalarinda, kloroform ve sulu ekstrelerden

genellikle kloroform ve/ ya da etanolik ekstrelerin aktivite gosterdigi saptanmuistir.

Mazzio ve arkadaslar1 (2009) da destekleyici tedavide kullanilan 374 ot, tohum, kok,
plankton ve fungi etanolik ekstresinin (10 pg/mL-5 mg/mL) N-2A (Neuro-2a) murine
noroblastoma hiicre serileri {izerindeki doza bagli antikanser (tumoricidal) etkilerini
degerlendirmistir. Urtica dioica kok ekstreleri ve yaprak ekstrelerinin antitimoral

etkisinin zayif oldugu gézlemlenmistir (LCsg > 5.0 mg/ml).

Turan ve arkadaslari (2010) in vitro sitotoksisite ¢alismalari sonucunda MDA-MB-
231ve MDA-MB-468 meme kanseri hicre serilerine karsi Urtica dioica’da umut
vaadedecek antineoplastik sonuglara ulasmistir. Bu gibi bitkiler iizerinde ileri diizeyde

caligmalardan sonra elde edilecek sonuglara gore secilecek ajanlarin, kanser hastalarinin
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tedavilerinde ve/veya kansere karst kemoprotektif olarak yer alabilecegini
diistinmektedir. Deneyde bitkiler genelde metanol ile 6ziitlenmis ve daha sonra suda
¢ozlnen (polar, water-soluble) ve suda ¢6ztinmeyen (non-polar, water-insoluble) olarak
fraksiyonlanmistir. Hiicrelerin 48 saat plak tabanina yerlesmeleri beklendikten sonra
tedavi grubunda 5, 10, 20, 40, 80, 160 pg/mL derisimlerinde bitki 6ziitleri her bir kiiltiir
kabina yerlestirilmistir. Kontrol grubunda ise bitki Oziitii yerine herhangi bir tedavi
materyali icermeyen besi yeri eklenmistir. Daha sonra bu hticre kilturleri her seri ve
derigim i¢in 72 saat 37 °C ve % 5 CO, destekli etiivde inkiibasyona tabii tutulmuslardir.
Bu siirenin sonunda her bir kiiltiir kabindaki hiicreler sayilmistir. Urtica dioica
ekstrelerinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre serilerine karsi sitotoksisite degeri
14+4 pg/mL ve  MDA-MB-468 meme kanseri hiicre serilerine karsi sitotoksisite degeri
1744 ng/mLolarak saptanmistir.

Ekstre hazirlarken ¢0zcli olarak su kullanildigimiz ¢alismamizda ¢6ziilme simirlari
dikkate alindiginda bitkide bulunan bitiin potansiyel antikanser ve antioksidan
kimyasallarin hepsinin ekstrede ¢6ziinemeyebilecegi iizerinde diisiiniilmesi gereken bir
noktadir. Yapilan (Lage ve ark., 2009) ¢alismalar da gostermektedir ki duruma gore
metanol ekstreleri gibi diger ekstrelerden de yararlanilmasi terpenoitler, steroller gibi
antikanser maddelerin daha iyi ¢6ziilmelerine firsat saglayabilecektir. Asetilesyon gibi

kimyasal yontemlerin de gerektiginde diisiiniilmesi 6nerilmektedir.

Isirgan otu ekstreleri ile ilgili literatiirdeki tiim ¢aligmalar ya yaprak, ya govde ya da kok
ile ilgilidir. Ayrica kok WHO, ESCOP ve ‘Commission E’ tarafindan ve yaprak/govde
ise ESCOP ve ‘Commission E’ tarafindan monograflanmistir. Tohumlar1 ile ilgili
calismalar da bulunmaktadir (Treasure, 2003). Bununla beraber bitkinin tim
boliimlerinin igerildigi ekstreler ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bilgilerimize
gore bu calisma, 1sirgan otu ekstrelerinin insan kolon kanseri hiicre serilerine karsi
antioksidan ve antiproliferatif etkinliginin o6l¢iildigii ilk calismadir. Literatiirdeki
calismalardan farkli olarak bu ¢aligmada sulu ekstrenin hazirlanmasinda taze 1sirgan otu

kok, govde ve yapraklariyla beraber biitiin olarak kullanilmstir.
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Literatirde U. dioica’nin in vivo uygulandigi insan ve hayvan galismalar1 ve doku
calismalar1 da bulunmaktadir (Aksu ve ark. 2008; Kanter ve ark. 2005; Toldy ve ark.,
2005; Tello ve ark., 2008; Aydin ve ark., 2006; Durak ve ark., 2004; Lichius ve ark.,
1997, Lichius ve ark., 1999; Lindemann ve ark., 1999; Koch, 2001).

Aksu ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda (2008) tamamlayic1 alternatif tedavi olarak
1sirgan otu kullanan radyoterapi uygulanan hastalarda, 1sirgan otunun gastrointestinal ve

genitolriner organlarda radyoterapi toksisitesini diisiirdiigii gozlenmistir.

Kanter ve arkadaslar1 (2005) Wistar fareleri ile yaptiklari in vivo bir ¢alismada 60 giin
boyunca haftada iki kez 153.82 g/moL ve viicut agirliginin 0.8 mL/kg oraninda verilen
Karbon tetraklorit (Carbon tetrachloride (CCl,)’in, lipit peroksidasyonunu (MDA) ve
karaciger enzimlerinin seviyelerini yikselttigini (P<0.05) ve antioksidan enzim
seviyelerini de diistirdiigiinii (P<0.05) gézlemlemislerdir. 60 giin boyunca her gun i.p.
enjeksiyonu olarak verilen 2 mL/kg Urtica dioica tohumu yaginin ise yiikselen lipit
peroksidasyonunu (P<0.05) ve karaciger enzimlerinin seviyelerini (P<0.05)
diisiirdiigiinii, antioksidan savunma sistemi aktivitesini de (P<0.05) ytkselttigini

saptamislardir.

Wistar ratlar1 ile yapilan bir bagka g¢alismada, 1sirgan otunun serebellum ve frontal
lobtaki serbest radikallerin konsantrasyonlarini disiirdiigii belirlenmistir (Toldy ve ark.,
2005). Antioksidan vitaminler (A, C, ve E), antioksidan enzimler ( katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), ve glutatyon rediiktaz (GR)),
ceruloplasmin gibi antioksidan sistemler hiicreleri lipid peroksidasyona kars1 korur. U.
dioica lipit peroksidasyonu diisiiriir. U. dioica ekstresinin mide girisinde (forestomach)
glutathione S-transferaz, SOD ve katalaz aktivitesini, ve akcigerde de SOD ve katalaz
aktivitesini indiiklemede etkili oldugu gosterilmistir (Ozen ve ark., 2003; Kanter ve ark.,
2005; Celik ve ark., 2007).

N-Metil-N-Nitroso-Urea (MNU) tatbikiyle meme kanseri olusturulmus farelerde 1sirgan
otunun, artan MDA diizeyini diisiirdiigii ve total antioksidan durumu (TAS) diizeyini de

yukselterek koruyucu etki gosterdigi saptanmustir. Bitkinin toplam antioksidan
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kapasitesi ile toplam fenolik bilesenleri arasinda Trouillas ve ark., (2003)’nin da
bildirdigi gibi pozitif bir iliski tespit edilmis ve fenolik igerigin antioksidan etkiyi
olusturan temel yap1 oldugu vurgulanmistir (Tello ve ark.,, 2008). Mandal ve

arkadaslarinin (2009) caligsmasi da bu tespiti destekler durumdadir.

Urtica dioica yapraklarinin sulu ekstresinin, prostat kanserli dokularda DNA turn-over
ve niikleotid metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan ADA aktivitesini inhibe ettigi bu
etkinin bu ekstrenin antitiimdral potansiyeli i¢in bir mekanizma olusturabilecegi

belirtilmistir (Durak ve ark., 2004).

Hayvan modeller zerindeki in vivo ¢alismalarda antiiilseratif (Gllgin ve ark., 2004)
etkilerinin belirlenmesi, yemek borusu kanserine karsi anti-proliferatif ve apopitozu
indikleyici etkisinin bir insanda g6zlenmesi (Aydin ve ark., 2006), anti-enflamatuvar
etkileri ve dekstran sodyum siilfat ile koliti indiiklenen farelerde isirgan otu yapragi
ekstrelerinin  kolit belirtilerini azaltmas1 (Konrad ve ark., 2005), 1sirgan otu
bilesenlerinden bazilarinin anti-timor etkilerinin rapor edilmesi, bu bitkinin kanser
tedavisinde kullanilabilecek yeni fitoterapik ilaglarin arasinda yer alabilecegini

diistindiirmektedir.

Lichius ve arkadaslarinin in vivo bir ¢alismasinda isirgan otunun koklerinden elde
edilen siklohekzan, etil asetat, 1-butanol, % 20 metanol ve sulu ekstrelerinin 6lumcul bir
uregenital sintsun prostat bezine direk olarak asilandigi farelerde benign prostat
hiperplazisi (BPH) tedavisinde etkinligi arastirildi. Caligmada % 20’lik metanolik
ekstrenin prostat biiyiimesini % 51.4, sulu ekstrenin % 26.5, etil asetath ekstrenin % 5.0,
1-butanollii ekstrenin % 1.3 ve siklohekzanli ekstrenin % 23.5 oraninda Onledigi
saptanmistir. Diger benzeri ¢calismalarda da 1sirgan otu kokiinden elde edilen % 20’lik
metanolik ekstrelerin prostat epitel hiicre ve stromal hucrelerin proliferasyonunu

yavaglattig1 gézlenmistir (Lichius ve ark., 1999; Lindemann ve ark., 1999).

Bir diger benzeri in vivo ¢caligmada da yine 6liimciil urogenital siniis dokusunun yetiskin
farelerin ventral prostat bezlerine asilanmasi, manipule edilen prostat lobu agirliginin 4-

kat artmasina sebep olmustur. Indiiklenen biiyiime Lichius ve arkadaslarmin 1997°de
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yapmis oldugu calismada oldugu gibi yine 1sirgan otu kokiinden elde edilen % 20’lik
metanolik ekstre ile % 33.8 oraninda diistiriilebilmistir (Koch, 2001).

Lichius ve arkadaslarinin bir baska in vivo galismasinda (1997) isirgan otunun
koklerinden elde edilen sulu ekstrelerinin farelerde prostat biiyiimesini % 26.5 oraninda
onledigi saptanmistir. Az miktarda skopoletin (12.32 ppm), B-sitosterin (% 0.035),
yiiksek oranda protein (% 38), UDA (% 0.06) ve sekerin (% 6.27) sulu ekstrenin etken
maddeleri oldugu belirtilmistir (Lichius ve ark., 1997).

Ayrica 1sirgan otu sulu ekstresinin (Harput ve ark., 2005) ve ozellikle koklerindeki
UDA’nin  (Wagner ve ark., 1989; Galelli ve ark, 1993) T lenfositlerinin
proliferasyonunu segici olarak uyardigi ve inflamatuvar makrofajlarda NO {iretimini
onledigi (Harput ve ark., 2005) de rapor edilmektedir. Flavonoidlerin insan bagirsak
kanseri hiicre serilerine karsi potansiyel dogal bir anti-kanser madde olarak sitotoksik
etkileri de rapor edilmektedir (Imai ve ark., 2009). Bu bakimdan UDA gibi oldukga 6zel
bilesenleri igeren 1sirgan otunun sindirim sistemi kanserleri tizerinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

In vivo calismalarin in vitro calismalardan farkli sonuglar verebilecegi, verilen
maddelerin olusan metabolitlerinin de etkili olabilecegi, vlcut icinde farkli
reaksiyonlarin, ayni anda ger¢eklesmesi ve bunlarin birbirleriyle etkilesimlerinin olmasi
gibi nedenlerle, , in vitro ¢alismalardan elde edilen sonug farkliliklarinin bunlardan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Urtica dioica ile ilgili literatiirde yapilan in vivo ve in vitro tim c¢alismalar toplu olarak
degerlendirildiginde 1sirgan otunun yiiksek kapasiteli antioksidan etkisiyle,
karsinojenlere karsi koruyucu oldugu, kanser olusumunu 6nlemede, tiimor biiylimesini
yavaglatici/durdurucu antiproliferatif etkileri, bazi apopitotik yolaklart indiikleyerek,
tumord kaglltiuct etkileri nedeniyle kanser tedavisinde, kemoterapide ve radyoterapide
destekleyici ve yan etkileri azaltici etkileri nedeniyle tamamlayici tedavide onemli bir

yeri olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bir ¢ok malign hastalifin bagisiklik sistemi hiicrelerinin say1 ya da fonksiyonlarinin
diismesiyle ilgili oldugu disiiniildiigiinde, 6zellikle ileri derece kolon kanserlerinde
FasL kontrollu apoptoz sinyalinin kanser htcresinden tekrar T lenfositlerine
gonderilmesi sonucu T lenfositlerinin apoptozuna sebep olabilecegi (Sekil 1.10.) var
sayildiginda, bagisiklik sistemi hiicrelerinin proliferasyonunu saglayacak, etkiye sahip
ekstre ya da ajanlarin 6nemi daha iyi anlasilmaktir. Bu nedenle biz de Harput ve ark.
yayinlarinda belirttikleri gibi Urtica dioica’nin kansere karsi kullaniminda, bizim
calismamizda oldugu gibi kolon kanseri hiicre serilerinde direkt antiproliferatif,
apoptotik etkileri saptanmasa bile, Urtica dioica ekstrelerinin bagisiklik sistemini
duzenleyici (immunomodulatuvar) aktivitelerinin (Klingelhoefer ve ark., 1999; Fijalek
ve ark., 2003; Galelli ve ark.,1995; Akbay ve ark., 2003; Harput ve ark., 2005)
olabilecegi tizerinde durulmalidir. Bu konuda yapilacak, daha fazla sayida in vivo ve in
vitro ¢alismalara ihtiyag oldugunu, alinacak sonuglar dogrultusunda Urtica dioica nin

kanser tedavisinde tamamlayici olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada % 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarda hiicre serisine uygulanan

1sirgan ekstresi gruplarindaki oksidasyonun bir belirteci olan MDA diizeylerindeki artig

kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.05).

Bunun yaninda plrin metabolizmasinda plrin yikiminin bir géstergesi olan XO enzimi

aktivitesinde ekstre uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli olmasa da artis gozlendi ADA aktivitesinde her iki grup arasinda fark

g6zlemlenmedi . Antioksidan enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde de istatistiksel

olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi.

Oneriler

Kurutulmus Urtica dioica’nin  sulu ekstrelerini  farkli  dozlarda,
konsantrasyonlarda ve hicre kdltir suresini uzatarak antiproliferatif,

apoptotik ve antioksidan etkilerininin gdzlemlenmesi.

Antioksidanlarin daha 1yi ¢oziinebilecegi diislincesinden hareketle, 1sirgan
otundan hazirlanan etanolik/metanolik ekstrelerinin ayni hiicre serilerine
uygulanarak antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin yeniden

gozlemlenmesi.

Urtica dioica’min tohumlarindan hazirlanan alkol ve suda c¢6ziinen

ekstrelerinin HCT 116 ve diger kanser hiicre serilerinde denenmesi.

Bagirsak hucrelerinin fizyolojik ortami goz 6niinde bulundurularak, yagh
maddelerin barsak hcreleri tarafindan daha iyi absorbe edilebilecegi
diisiincesinden hareketle, 1sirgan otundan elde edilen yagin HCT 116 hiicre

serilerindeki etkilerininin gézlemlenmesi.

Lipozom gibi aract molekiiller araciligi ile Urtica dioica ekstresinin HCT

116 hiicre serilerindeki hiicrelerin i¢ine aktariminin saglanmasi.
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Hayvan modellerinde kolon kanseri olusturup, Urtica dioica’nin timor

uzerindeki etkilerinin g6zlemlenmesi.

Bagka hiicre kanser serileri {zerinde Urtica dioica ekstrelerinin

antiproliferatif, apoptotik ve antioksidan etkilerinin gézlemlenmesi.
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OZET

Isirgan Otu (Urtica dioica) Ekstresinin Kolon Kanseri Huicre Serileri Uzerindeki

Apoptotik, Antiproliferatif ve Antioksidan Etkilerinin Arastirilmasi.

Antioksidan ve flavonoidler bakimindan zengin olan Tirkiye’de ve diinyada geleneksel
tedavide, kanserden korunmada, kanser tedavisinde tamamlayic1 ve destekleyici olarak
sik¢a kullanilan bir bitki olan Urtica dioica (izerine literatiirde bilimsel olarak in vivo ve
in vitro pek c¢ok calisma olmasina karsin, kolon kanseri iizerine etkilerini arastiran in

Vivo Ve in vitro galismalarin olmadigi goriilmektedir.

Bu tez calismasinda isirgan otunun, insan kolon kanseri HCT 116 hiicre serileri

Uzerindeki apoptotik, antiproliferatif, antioksidan etkilerinin arastiriimasi amaglanmustir.

Bu ¢alismada % 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarda hiicre serisine uygulanan
1sirgan ekstresi gruplarindaki oksidasyonun bir belirteci olan MDA diizeylerindeki artis
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli saptandi (p<0.05).
Bunun yaninda plrin metabolizmasinda pirin yikiminin bir gostergesi olan XO enzimi
aktivitesinde ekstre uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmasa da artis gozlendi ADA aktivitesinde her iki grup arasinda fark
gbzlemlenmedi . Antioksidan enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerinde de istatistiksel

olarak anlamli olmasa da kontrol grubuna gore artis oldugu saptandi.

% 1.81, % 4 ve % 6.66 (w/v) konsantrasyonlarindaki 1sirgan otu ekstresinin HCT116
P53-/- ve HCTI116 P53+/+ hiicre hattinda canlilik {izerine etkisinin arastirildigi
calismamizda 1sirgan otunun anlamli derecede apoptotik ve antiproliferatif bir etkisi

saptanmadi.

Anahtar Kelimeler: Urtica dioica, apoptozis, antiproliferatif etki, antioksidan enzim
aktivitesi, HCT 116 htcre serisi
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SUMMARY

The Apoptotic, Antiproliferative and Antioxidant Effects of Urtica dioica Extract
on the Colon Cancer Cell Lines.

Although there are a lot of in vivo and in vitro research on Urtica dioica, a plant which
is rich in antioxidants and flavonoids, and is widely used in Turkey and in the world in
traditional medicine as a complementary and supportive protection from cancer and
cancer therapy, there is no in vivo and in vitro work investigating its effect on colon

cancers.

In this thesis research, it was aimed to investigate the apoptotic, antiproliferative and

antioxidant effects of stinging nettle on HCT 116 human colon cancer cell lines.

In this research, a statistically significant (p<0.05) increase in the level of MDA - an
indicator of the oxidation - was observed in the groups where nettle extract was applied
in 1.81 %, 4 % and 6.66 % (w/v) concentrations compared to those in the control group.
Moreover, although statistically not significant, an increase in the activity of the enzyme
XO - which is an indicator of purine breakdown in the purine metabolism - was
observed in the groups where the extract was applied compared to the control group.
There was no difference in ADA activities between each two groups. Although it was
statistically not significant, there was an increase in the activities of the antioxidant

enzymes SOD and CAT, as compared with the control group.

In our research, in which the effect of Urtica dioica extract on the viability of HCT116
P53-/- and HCT116 P53+/+ cell lines was investigated, a significant apoptotic and
antiproliferative effect of Urtica dioica extract was not observed in 1.81 %, 4 % and

6.66 % (w/v) concentrations.

Key Words: Urtica dioica, apoptosis, antiproliferative effect, antioxidant enzime
activity, HCT 116 cell line



59

KAYNAKLAR

AEBI, S., FiNK, D., GORDON, R. (1997). Resistance to cytotoxic drugs in DNA mismatch repair-
deficient cells. Clin Cancer Res. 3:1763-1767.

AGGARWAL, B. B., ICHIKAWA, H., GARODIA, P., WEERASINGHE, P., SETHI, G., BHATT, I. D.,
PANDEY, M., SHISHODIA, S., NAIR, M. G. (2006). From traditional ayurvedic medicine
to modern medicine: identification of therapeutic targets for suppression of
inflammation and cancer. Expert Opin. Ther. Targets 10(1): 87-118.

AKBAY, P., BASARAN, A., UNDEGER, U., BASARAN, N. (2003). In vitro immunomodulatory
activity of flavonoid glycosides from Urtica dioica L. Phytother Res. 17: 34-37.

ABU-DAHAB, R., AFIFI, F. (2007). Antiproliferative activity of selected medicinal plants of
Jordan against a breast adenocarcinoma cell line (MCF7). Scientia Pharmaceutica. 75:
121-136.

AboMm, K.K., SORRELLS, M.E., LIU, R.H. (2003). Phytochemical profiles and antioxidant
activity of wheat varieties. J. Agric. Food Chem. 51: 7825-7834.

AKsU, M. G., BozcUK, H. S., KOrRcum, A. F. (2008). Effect of complementary and alternative
medicine during radiotherapy on radiation toxicity. Support Care Cancer. 16: 415-419.

ANTONSSON, B., MARTINOU, J.C. (2000). The Bcl-2 Protein Family. Experimental Cell
Research. 256: 50-57.

AYAN, A. K., CALISKAN, O., CIRAK, C.T (2006). Isirgan otu (Urtica Spp.)’nun Ekonomik Onemi
ve Tarimi. OMU Zir. Fak. Dergisi. 21(3): 357-363.

AYDIN, M., ASLANER, A., ZENGIN, A. (2006). Using Urtica Dioica In Esophageal Cancer: A
Report of a Case.The Internet Journal of Surgery. 7(2). Erisim:[
http://www.ispub.com/] . Erisim Tarihi: 08.08.2009

AYERS, S., ROSCHEK, B. J.R., WILLIAMS, J.M., ALBERTE, R.S. (2008). Pharmacokinetic analysis
of anti-allergy and anti-inflammation bioactives in a nettle (Urtica dioica) extract.
OJPK 5: 6-21.

BALZARINI, J., NEYTS, J., ScHoLS, D., HosoyA, M., VAN DAMME, E., PEUMANS, W., DE
CLERCQ, E. (1992). The mannose-specific plant lectins form Cymbidium hybrid and
Epipactis helleborine and the (N-acetylglucosamine)n-specific plant lectin from Urtica
dioica are potent and selective inhibitors of human immunodeficiency virus and
cytomegalovirus replication in vitro. Antiviral Res. 18: 191-207.

BALZARINI, J., VAN LAETHEM, K., HATSE, S., FROEYEN, M., PEUMANS, W., VAN DAMME, E.,
ScHoLs, D. (2005). Carbohydrate-binding agents cause deletions of highly conserved
glycosylation sites in HIV GP120: a new therapeutic concept to hit the Achilles heel of
HIV. J. Biol. Chem. 280(4): 1005-14.



60

BEDOYA, L.M., PALOMINO, S.S., ABAD, M.J., BERMEJO, P., ALCAMI, J. (2002). Screening of
selected plant extracts for in vitro inhibitory activity on human immunodeficiency virus.
Phytother. Res. 16: 550-4.

BNOUHAM, M., MERHFOUR, F.M., ZIYYAT, A., MEKHFI, H., Aziz, M., LEGSSYER, A. (2003).
Antihyperglycemic activity of the aqueous extract of Urtica dioica. Fitoterapia. 74:
677-681.

BoLAND, C.R., SINICROPE, F.A., BRENNER, D.E., CARETHERS, J.M. (2000). Colorectal cancer
prevention and treatment. Gastroenterology. 118: 115-28.

BORDONARO, M., MARIADASON, J.M., ASLAM, F., HEERDT, B.G., AUGENLICHT, L.H. (1999).
Butyrate-induced Apoptotic Cascade in Colonic Carcinoma Cells: Modulation of the f3-
Catenin-Tcf Pathway and Concordance with Effects of Sulindac and Trichostatin A but
not Curcumin. Cell Growth & Differentiation. 10: 713-720.

BROEKAERT, W.F., PARIJS, J.V., LEYNS, F., JOOS, H., PEUMANS, W.J., (1989). A chitin-binding
lectin from stinging nettle rhizomes with antifungal properties. Science 245: 1100-2.

CAao, W., CHI, W.H., WANG, J., TANG, J.J., Lu, Y.J. (2005). TNF-a promotes Doxorubicin-
induced cell apoptosis and anti-cancer effect through downregulation of p21 in p53-
deficient tumor cells. Biochemical and Biophysical Research Communications. 330:
1034-1040.

CETINUS, E., KILING, M., INANC, F., KURUTAS, E.B., BUzKAN, N. (2005).The role of urtica
dioica (urticaceae) in the prevention of oxidative stress caused by tourniquet application
in rats.Tohoku J Exp Med. 205: 215-221.

CHAURASIA, N., WICHTL, M. (1987). Sterols and steryl glycosides from Urtica dioica. J Nat
Prod. 50: 881-5.

CHRUBASIK, J. E., ROUFOGALIS, B. D., WAGNER, H., CHRUBASIK, S. (2007). A comprehensive
review on nettle effect and efficacy profiles, Part I:Herba urticae. Phytomedicine. 14:
423-435.

CHRUBASIK, J. E., ROUFOGALIS, B. D., WAGNER, H., CHRUBASIK, S. (2007). A comprehensive
review on the stinging nettle effect and efficacy profiles. Part Il: Urticae radix,
Phytomedicine. 14: 568-579.

CELIK, I., TULUCE, Y. (2007). Elevation protective role of Camellia sinensis and Urtica dioica
infusion against trichloroacetic asit-exposed in rats. Phytother Res. 21(11): 1039-1044.

DAHLE, T. (1962). Mass examinations and cancer. Tidsskr Nor Laegeforen. 82:1060.

DANBARA, N., YURI, T., TSUJITA-KYUTOKU, M., TSUKAMOTO, R., UEHARA, N., TSUBURA, A.
(2005). Enterolactone induces apoptosis and inhibits growth of Colo 201 human colon
cancer cells both in vitro and in vivo. Anticancer Res. 25: 2269-2276.

DaAs, D., ARBER, N., JANKOWSKI, J. A. (2007). Chemoprevention of Colorectal Cancer.
Digestion. 76: 51-67.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22DAHLE%20T%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Tidsskr%20Nor%20Laegeforen.');

61

DE MEJIA, E. G.,, VALENTIN, I. (2005). Prisecaru Lectins as Bioactive Plant Proteins: A
Potential in Cancer Treatment. Critical Reviews in Food Science and Nutrition. 45:
425445,

DURAK, I., CANBOLAT, O., KACMAZ, M., OzGEN, G., OzTURK, H.S. (1998). Antioxidant
Interferences in Superoxide Dismutase Activity MethodsUsing Superoxide Radical as
Substrate. Clin Chem Lab Med. 36(6):407—408.

DURAK, I., BiRri, H., DEVRIM, E., SOZEN, S., Avcl, A. (2004). Aqueous Extract Of Urtica Dioica
Makes Significant Inhibition on Adenosine Deaminase Activity In Prostate Tissue From
Patients with Prostate Cancer. Cancer Biology & Therapy. 3(9): 855-857.

DURAK, 1., CETIN, R., DEVRiM, E., ERGUDER, |.B. (2005). Effects of black grape extract on
activities of dna turn-over enzymes in cancerous and non cancerous human colon
tissues. Life Sciences. 76 : 2995-3000.

EL HAOUARI, M., BNOUHAM, M., BENDAHOU, M., AZLZ, M., ZLYYAT, A., LEGSSYER, A. AND
MEKHFI, H. (2006). Inhibition of Rat Platelet Aggregation by Urtica dioica Leaves
Extracts. Phytotherapy Research. 20: 568-572.

EMEA COMMITTEE ON HERBAL MEDICINAL PRODUCTS (HMPC). (2009). Assessment Report
on Urtica dioica L., Urtica urens L., their Hybrids or their Mixtures, Radix. European
Medicines Agency Evaluation of Medicines for Human Use.

ERTURK, OMER VE ARK. (1999). The Effect of Some Plant Extracts on The Replication of
Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Viris In Spodoptera frugiperda Cell
Culture. Ekoloji Cevre Dergisi. 9(33): 15-17.

EZEOME, E.R., ANARADO, A.N. (2007). Use of complementary and alternative medicine by
cancer patients at the University of Nigeria Teaching Hospital, Enugu, Nigeria. BMC
Complementary and Alternative Medicine. 7:28

FARZAMI, B., AHMADVAND, D., VARDASBI, S., MAJIN, F.J., KHAGHANI, S. (2003). Induction of
insulin secretion by a component of Urtica dioica leave extract in perifused Islets of
Langerhans and its in vivo effects in normal and streptozotocin diabetic rats. Journal of
Ethnopharmacology. 89: 47-53.

FETROW, C. W., AND AVILA EDS., J.R. (1999). Professional’s Handbook of Complementary and
Alternative Medicines. Springhouse Corporation, Springhouse, Pennsylvania, USA.
103-107.

FIUALEK, Z., SOLTYK, K., LOozAK, A., KOMINEK, A., OSTAPCZUK, P. (2003). Determination of
some micro- and macroelements in preparations made from peppermint and nettle
leaves. Pharmazie. 58: 480-482.

Fu, H.Y.,, SJ. CHEN, CHEN R.F., DING, W. H., Kuo-HUANG, L. L, HUANG, R. N. (2006).
Identification of Oxalic Asit and Tartaric Asit as Major Persistent Pain-inducing Toxins
in the Stinging Hairs of the Nettle, Urtica thunbergiana. Annals of Botany. 98: 57-65.



62

GALELLI, A., TRUFFA-BACHI, P. (1993). Urtica dioica agglutinin. A superantigenic lectin from
stinging nettle rhizome. J Immunol. 151: 1821-1831.

GHOBRIAL, I. M., WITZIG, T. E., ADJEI, A. A. (2005). Targeting Apoptosis Pathways in Cancer
Therapy. CA Cancer J Clin. 55: 178-194. Erisim:
[http://caonline.amcancersoc.org/cgi/content/full/55/3/178]. Erisim Tarihi: 05.02.2010

GOUN, E.A., PETRICHENKO, V.M., SOLODNIKOV, S.U., SUHININA, T.V., KLINE, M. A,
CUNNINGHAM, G., NGUYEN, C., MILES, H. (2002). Anticancer and antithrombin activity
of Russian plants. Journal of Ethnopharmacology. 81: 337-342.

GOzUACIK, D., KiMcHI, A. (2004). Autophagy as a cell death and tumor suppressor mechanism.
Oncogene. 23(16):2891-2906.

GozuMm, S., TEZEL, A., Kog, M., (2003). Complementary Alternative Treatments Used by
Patients With Cancer in Eastern Turkey. Cancer Nursing. 26 (3): 230-236.

GOzUM, S., ARIKAN, D., M. BUYUKAVCI, M. (2007). Complementary and Alternative Medicine
Use in Pediatric Oncology Patients in Eastern Turkey. Cancer Nursing. 30(1): 38-44.

GUIL-GUERREROA, J.L., REBOLLOSO-FUENTESA, M.M., ISASA, M.E.T. (2003). Fatty acids and
carotenoids from Stinging Nettle (Urtica dioica L.). Journal of Food Composition and
Analysis. 16: 111-119.

GiusrTi, G. (1974). Adenosine deaminase. IN : H.U. BERGMEYER (ED), Methods of enzymatic
analysis, 2nd edition, Verlag chemie, Weinheim and Academic Press, New York. pp.
1092-1099.

GURHAN, G., EZER, N. (2004). Halk Arasinda Hemeroid Tedavisinde Kullanilan Bitkiler -I.
Hacettepe Univ. Ecz. Fak. Dergisi. 24: 37-55.

GULGIN, ., KUFREVIOGLU, O.l., OKTAY, M., BUYUKOKUROGLU, M.E. (2004). Antioxidant,
antimicrobial, antiulcer and analgesic activities of nettle (Urtica dioica L.). Journal of
Ethnopharmacology. 90: 205-215.

HABU, D,. SHIOMI, S., TAMORI, A., ET AL. (2004). Role of vitamin K2 in the development of
hepatocellular carcinoma in women with viral cirrhosis of the liver. JAMA. 292: 358-
361.

HARPUT, U. S., SARACOGLU, |., OGIHARA, Y. (2005). Stimulation of Lymphocyte Proliferation
and Inhibition of Nitric Oxide Production by Aqueous Urtica dioica Extract.
Phytotherapy Research. 19: 346-348.

HEBER, D., Lu, Q.-Y. (2002). Overview of Mechanisms of Action of Lycopene. Experimental
Biology and Medicine. 227: 920-923.

HIRAMO, T., HOMMA, M., OKA, K., (1994). Effect of stinging nettle extracts and their steroidal
components on the Na+, K+-ATPase of the benign prostatic hyperplasia. Planta
Medica. 60: 30-33.


http://caonline.amcancersoc.org/cgi/content/full/55/3/178

63

HOFSETH, L. J. (2008). Nitric oxide as a target of complementary and alternative medicines to
prevent and treat inflammation and cancer. Cancer Letters. 268: 10-30.

HoGcAN, F. S., KRISHNEGOWDA, N.K., MIKHAILOVA, M., KAHLENBERG, M.S. (2007).
Flavonoid, Silibinin, Inhibits Proliferation and Promotes Cell-Cycle Arrest of Human
Colon Cancer. J. of Surgical Research. 143: 58-65.

HOVENKAMP, E., DEMONTY, I., PLAT, J., LUTIOHANN, D., MENSINK, R.P., TRAUTWEIN, E. A.
(2008). Biological effects of oxidized phytosterols: A review of the current knowledge.
Progress in Lipid Res. 47: 37-49.

IMAI, M., KIKUCHI H., DENDA, T., OHYAMA, K., HIROBE, C., TOYODA, H. (2009). Cytotoxic
effects of flavonoids against a human colon cancer derived cell line, COLO 201: A
potential natural anti-cancer substance. Cancer Letters. 276: 74-80.

ITANILW. S., EL-BANNA, S. H., HASSAN, S.B., LARSSON, R.L., BAZARBACHI, A., GALI-
MUHTASIB, H.U. (2008). Anti colon cancer components from Lebanese sage (Salvia
ibanotica) essential oil. Mechanistic basis. Cancer Biology & Therapy. 7(11): 1765-
1773.

1zzo, A. A., CAPASSO, F. (2003). Herbal medicine, cancer prevention and cyclooxygenase 2
inhibition. TRENDS in Pharmacological Sciences. 24 (5).

JASON, E. B. (2008). Testosterone: Elevating Levels for Increased Energy and Overall Health.
Vitamin Research News. 22 (6).

JASPERSON, K. W., TUOHY, T.M., NEKLASON, D. W., BURT, R.W. (2010). Hereditary and
Familial Colon Cancer. Gastroenterology. 138: 2044-2058.

JiA, Q. (2003). Generating and Screening a Natural Product Library For Cyclooxygenase and
Lipoxygenase Dual Inhibitors. Atta-ur-Rahman (Ed.) Studies in Natural Products
Chemistry. 29: 643-718.

JIN, J.S., HATTORI, M. (2009). Further Studies on a Human Intestinal Bacterium Ruminococcus
sp. END-1 for Transformation of Plant Lignans to Mammalian Lignans. J. Agric. Food
Chem. 57: 7537-7542.

JOHNSEN, N.F., OLSEN, A., THOMSEN, B. L. R., CHRISTENSEN, J., EGEBERG, R., KNUDSEN, K. E.
B., LOFT, S., OVERVAD, K., TJONNELAND, A. (2010). Plasma enterolactone and risk of
colon and rectal cancer in a case—cohort study of Danish men and women. Cancer
Causes Control. 21: 153-162.

JORDINSON, M., CALAM, J., PIGNATELLI, M. (1998). Lectins: from basic science to clinical
application in cancer prevention. Expert Opinion on Investigational Drugs. 7(9): 1389-
1403.

KAN, Y., ORHAN, I., Koca, U., OZCELIK, B., ASLAN, S., KARTAL, M., KUSMENOGLU, S. (2009).
Fatty Acid Profile And Antimicrobial Effect Of The Seed Qils Of Urtica Dioica And U.
Pilulifera. Turk J.Phrm. Sci. 6 (1): 21-30.


http://www.informapharmascience.com/loi/eid

64

KANTER, M., COSKUN, O., BUDANCAMANAK, M. (2005). Hepatoprotective effects of Nigella
sativa L and Urtica dioica L on lipid peroxidation, antioxidant enzyme systems and liver
enzymes in carbon tetrachloride-treated rats. World J Gastroenterol. 11(42): 6684-6688.

KAUR, M., AGARWAL, R., AGARWAL, C. (2006). Grape seed extract induces anoikis and
caspase-mediated apoptosis in human prostate carcinoma LNCaP cells: possible role of
ataxia telangiectasia mutated—p53 activation. Mol Cancer Ther. 5(5).

KELET, O., BAKIREL, T., AK S., ALPMAR, A. (2001).The antibacterial activity of some plants
used for medicinal purposes against pathogens of veterinary importance. Folia
Veterinaria. 45: 243-246.

KELLEY, N. S., HUBBARD, N. E., ERICKSON, K. L. (2007). Conjugated Linoleic Acid Isomers
and Cancer. The Journal of Nutrition. 137: 2599-2607

KHALIL, Z., LIU, T., HELWE, R.D., (1999). Free radicals contribute to the reduction in peripheral
vascular responses and the maintenance of thermal hyperalgesia in rats with chronic
constriction injury. Pain. 79: 31-37.

KLINGELHOEFER, S., OBERTREIS, B., QUAST, S., BEHNKE, B. (1999). Antirheumatic effect of
IDS 23, a stinging nettle leaf extract, on in vitro expression of T helper cytokines. J
Rheumatol. 26(12): 2517-2522.

KocH, E. (2001). Extracts from Fruits of Saw Palmetto (Sabal serrulata) and Roots of Stinging
Nettle (Urtica dioica): Viable Alternatives in the Medical Treatment of Benign Prostatic
Hyperplasia and Associated Lower Urinary Tracts Symptoms. Planta Med. 67: 489-500.

Kog, H. (2002). Bitkilerle Saglikli Yasama. GOP Universitesi Tokat. Umit Ofset B. Ankara.
388.

KONRAD, L., MULLER, H.H., LENZz, C., LAUBINGER, H., AUMULLER, G., LICHIUS J.J. (2000).
Antiproliferative effect on human prostate cancer cells by a stinging nettle root (Urtica
dioica) extract. Planta Med. 66(1): 44-47.

KONRAD, A., MOHLER, M., ARNI, S., FLOGERzI, B., KLINGELHOFER, S., SEIBOLD, F. (2005).
Ameliorative effect of IDS30, a stinging nettle leaf extract, on chronic colitis. Int J
Colorectal Dis. 20(1): 9-17.

KRZESKI, T., KAZON, M., BORKOWSKI, A., KUCZERA, J. (1993). Combined extracts of Urtica
dioica and Pygeum africana in the treatment of benign hyperplasia: double-blind
comparison of two doses. Clinical Therapy. 6: 1011-1020.

KULKARNI, S.D., TiLAK, J.C., ACHARYA, R., RAJURKAR, N.S., DEVASAGAYAM, T.P.A., REDDY,
A.V.R. (2006). Evaluation of the antioxidant activity of wheatgrass (Triticum aestivum
L.) as a function of growth under different conditions. Phytotherapy Research. 20(3):
218-227.

KUNE, G., WATSON, L. (2006). Colorectal cancer protective effects and the dietary
micronutrients folate, methionine, vitamins B6, B12, C, E, selenium, and lycopene. Nutr
Cancer.56: 11-21.



65

KULTUR, S. (2007). Medicinal plants used in Kirklareli Province (Turkey). Journal of
Ethnopharmacology. 111: 341-364.

LAAN, L. V. D., KAPITEIN, P.J., OYEN, W.J., VERHOFSTAD, A.A., HENDRIKS, T., GORIS, R.J.
(1997). A novel animal model to evaluate oxygen derived free radical damage in soft
tissue. F. Radical Res. 26: 363-372.

LAGE, H., DUARTE, N., COBURGER, C., HILGEROTH A., FERREIRA M.J.U. (2009). Antitumor
activity of terpenoids against classical ve atypical multidrug resistant cancer cells.
Phytomedicine.

LANGDON, S. P. (2004). Methods in Molecular Medicine. v 88: Cancer Cell Culture: Methods
and Protocols © Humana Press Inc., Totowa, NJ.

LERNER, D. R., RAIKHEL, N. (1992). The Gene for Stinging Nettle Lectin (Urtica Dioica
Agglutinin) Encodes Both A Lectin And A Chitinase. The Journal Of Biological
Chemistry. 267(16): 11085-11091.

Li, F., SETHI, G. (2010). Targeting transcription factor NF-xB to overcome chemoresistance and
radioresistance in cancer therapy. Biochimica et Biophysica Acta. 1805: 167-180.

LicHius, J.J., MuTH, C.(1997). The inhibiting effects of Urtica dioica root extracts on
experimentally induced prostatic hyperplasia in the mouse. Planta Medica. 63: 307-310.

LicHius, J.J., LENZ, C., LINDEMANN, P., MULLER, H.H., AUMULLER, G., KONRAD, L. (1999).
Antiproliferative effect of a polysaccharide fraction of a 20% methanolic extract of
stinging nettle roots upon epithelial cells of the human prostate (LNCaP). Pharmazie.
54(10): 768-771.

LicHius, J.J., RENNEBERG, H., BLASCHEK, W., AUMULLER, G., MUTH, G. (1999). The inhibiting
effects of components of stinging nettle roots on experimentally induced prostatic
hyperplasia in mice. Planta Med. 65(7): 666-668.

LINDEMANN, P., MULLER, H.H., AUMULLER, G., KONRAD, L. (1999). Antiproliferative effect of
a polysaccharide fraction of a 20% methanolic extract of stinging nettle roots upon
epithelial cells of the human prostate (LNCaP). Pharmazie. 54: 768-771.

Lowe, S.W., LiN, A.W. (2000). Apoptosis in Cancer. Carcinogenesis. 21(3): 485-495.

MAGRINI, V. VON R. (2002). Aus der Abteilung fiir Gastroenterologie des Universitatsklinikum
Benjamin Franklin der Freien Universitat Berlin. Effect of p53 or hMLH1 status on the
mechanisms of cytotoxicity of 7-hydroxystaurosporine (UCN-01) or irinotecan (CPT-
11) in colorectal cancer cell lines. Dissertation

MAK, T. (2003). Apoptotic signaling in cancer. Program and abstracts of the 94th Annual
Meeting of the American Association for Cancer Research. Washington, DC.

MANDAL, P., MISRA, T.K., SINGH, 1.D., DAS, J.K., BHUNIA, M. (2009). Free-radical-scavenging
activity in the inflorescence of European Nettle/Sisnu ( Urtica dioica L.). J Young
Pharmacists 1(2): 129—135.



66

MANGANELLI, R.E.U., ZACCARO, L., TOMEI, P.E. (2005). Antiviral activity in vitro of Urtica
dioica L., Parietaria diffusa M. et K. and Sambucus nigra L. Journal of
Ethnopharmacology. 98: 323-327.

MARTINEZ, M.J.A., BENITO, P.B. (2005). Biological Activity of Quinones. Atta-Ur-Rahman
(Ed.) Studies in Natural Products Chemistry. 30: 303-366.

MaAVI, A., VE ARK. (2004). Antioxidant Properties of Some Medicinal Plants: Prangos ferulacea
(Apiaceae), Sedum sempervivoides (Crassulaceae), Malva neglecta (Malvaceae),
Cruciata taurica (Rubiaceae), Rosa pimpinellifolia (Rosaceae), Galium verum subsp.
verum (Rubiaceae), Urtica dioica (Urticaceae). Biol. Pharm. Bull. 27(5): 702—705.

Mazzio, E. A., SOLIMAN, K. F. A. (2009). In Vitro Screening for the Tumoricidal Properties of
International Medicinal Herbs. Phytother. Res. 23: 385-398.

MEER, F.J. V. D., DE HAAN, C.A., SCHUURMAN, N.M., HAIJEMA, B.J., PEUMANS, W.J., VAN
DAMME, E.J., DELPUTTE, P.L., BALZARINI, J., EGBERINK, H.F. (2007). Antiviral activity
of carbohydrate-binding agents against Nidovirales in cell culture. Antiviral Res. 76(1):
21-9.

MobDY, R., JosHI, S.H.A., CHANEY, W. (1995). Use of lectins as diagnostic and therapeutic tools
for cancer. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods. 33(1): 1-10.

MURRAY, T., KANG, J., .ASTHEIMER, L., PRICE, W.E. (2007). Tissue Distribution of Lignans in
Rats in Response to Diet, Dose-Response, and Competition with Isoflavones. J. Agric.
Food Chem. 55: 4907-4912.

MUSETTE, P., GALELLI, A., CHABRE, H., CALLARD, P., PEUMANS, W., TRUFFA-BACHI, P.,
KOURILSKY, P., GACHELIN, G. (1996). Urtica dioica agglutinin, a V beta 8,3-specific
superantigen, prevents the development of the systemic lupus erythematosus-like
pathology of MRL Ipr/lpr mice. Eur J Immunol. 26:1707-1711.

NASSIRI-ASL, M., ZAMANSOLTANI, F., ABBASI, E., DANESHI, M.M., ZANGIVAND, A.A. (2009).
Effects of Urtica dioica extract on lipid profile in hypercholesterolemic rats. Journal of
Chinese Integrative Medicine. 7(5): 428-433.

NEWALL, C.A., ANDERSON, L.A., PHILLIPSON, J.D. (1996). Herbal medicines: a guide for
health-care professionals. The Pharmaceutical press. 201.

Nicopemus, K.K., JACOBS JR, D.R., FoLsoMm, A.R. (2001) Whole and refined grain intake and
risk of incident postmenopausal breast cancer (United States). Cancer Causes and
Control. 12: 917-925.

O’CONNELL, J., BENNETT, M. W., NALLY, K., HOUSTON, A., O’SULLIVAN, G. C., SHANAHAN,
F. (2000). Altered Mechanisms of Apoptosis in Colon Cancer: Fas Resistance and
Counterattack in the Tumor-Immune Conflict. Annals New York Academy of Sciences.
910 (1): 178-195.

OBERTREIS, B., GILLER, K., TEUCHER, T. (1996). Antiphlogistic effects of Urtica dioica folia
extract in comparison to caffeic malic acid. Arzneimittelforschung. 46: 52-56.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20der%20Meer%20FJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20der%20Meer%20FJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20der%20Meer%20FJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Haan%20CA%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Haan%20CA%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Haan%20CA%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schuurman%20NM%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schuurman%20NM%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Haijema%20BJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Haijema%20BJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Peumans%20WJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Peumans%20WJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Van%20Damme%20EJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Van%20Damme%20EJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Van%20Damme%20EJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Van%20Damme%20EJ%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Delputte%20PL%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Delputte%20PL%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Balzarini%20J%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Balzarini%20J%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Egberink%20HF%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Egberink%20HF%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10568719
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=PublicationURL&_tockey=

67

OzEN, T., KORKMAZ, H. (2003). Modulatory effect of Urtica dioica L. (Urticaceae) leaf extract
on biotransformation enzyme systems, antioxidant enzymes, lactate dehydrogenase and
lipid peroxidation in mice. Phytomedicine. 10: 405-415.

PARK, J., SHIN, D. W., AHN, T. Y. (2008). Complementary and alternative medicine in men’s
health.

PRASAD, K. (2000). Antioxidant activity of secoisolariciresinol diglucoside-derived metabolites,
secoisolariciresinol, enterodiol, and enterolactone. Int J Angiol 9: 220-225.

PROSTATE CANCER FUND (a special program of Project Cure Foundation). Treatment of Prostate
Cancer with Natural Therapeutics, Edition 5, Jan. (2007) Washington, D.C. ML252FP-
REP.

RANDALL, C., MCCTHAN, K., RANDALL, H., DoBBs, F. (1999). Nettle sting of Urtica dioica for
joint pain: an exploratory study of this complementary therapy. Complement Ther Med.
7(3): 126-31.

RANDALL, C., RANDALL, H., DoBBs, F. (2000). The randomised controlled trial of nettle sting
for treatment of base of thumb pain. J. R. Soc. Med. 93: 305-3009.

RENEHAN, A.G., BACH, S., POTTEN, C. (2001). The relevance of apoptosis for cellular
homeostasis and tumorigenesis in the intestine. Can J Gastroenterol. 15( 3): 166-76.

RENEHAN, A.G., BoOTH, C., POTTEN, C.S. (2001). What is apoptosis, and why is it important?
BMJ. 322(7301): 1536-15388.

RIEHEMANN, K., VE ARK. (1999). Plant extracts from stinging nettle (Urtica dioica), an
antirheumatic remedy, inhibit the proinflammatory transcription factor NF-kappaB.
FEBS Lett. 442(1): 89-94.

ROCHFORT, S., PARKER, A. J., DUNSHEA, F. R. (2008). Plant bioactives for ruminant health and
productivity. Phytochemistry. 69: 299-322.

ROSCHEK, J.R. B., FINK, R. C., MCMICHAEL, M., ALBERTE, R. S. (2009). Nettle Extract (Urtica
dioica) Affects Key Receptors and Enzymes Associated with Allergic Rhinitis.
Phytotherapy Research. 23: 920-926. Erisim: [www.interscience.wiley.com]. Erisim
Tarihi: 15.08.2009

Roussl, S., WINTER, A., GOSSE, F., WERNER, D., ZHANG, X., MARCHIONI, E., ET AL. (2005).
Different apoptotic mechanisms are involved in the antiproliferative effects of 7-beta-
hydroxysitosterol and 7-beta-hydroxycholesterol in human colon cancer cells. Cell
Death Differ. 12: 128-35.

SAARINEN, N.M., PENTTINEN, P.E., SMEDS, A.l., HURMERINTA, T.T., MAKELA, S.I. (2005).
Structural determinants of plant lignans for growth of mammary tumors and hormonal
responses in vivo. Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology. 93: 209-2109.


file:///C:/Users/F/Documents%20and%20Settings/user/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/user/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/FIRM3BTR/New%20folder/Tibbi%20Biyoloji%20Tezi/www.interscience.wiley.com

68

SAMES, K., SCHUMACHER, U., HALATA, Z., VAN DAMME, E.J., PEUMANS, W.J., AsMUs, B.,
MoLL, R., AND MOLL, I. (2001). Lectin and proteoglycan histochemistry of Merkel cell
carcinomas. Exp. Dermatol. 10(2):100-1009.

SAUL, F.A., ROVIRA, P., BoUuLOT, G., VAN DAMME, E.J.M., PEUMANS, W.J., TRUFFA-BACHI, P.,
BENTLEY, G.A. (2000). Crystal structure of Urtica dioica agglutinin, a superantigen
presented by MHC molecules of class | and class 11, Structure 8: 593-603.

SUH, N., LUYENGI, L., FONG, H.H., KINGHORN, A.D., PEZZUTO, J.M. (1995). Discovery of
natural product chemopreventive agents utilizing HL-60 cell differentiation as a model.
Anticancer Res. 15: 233-9.

SIMSEK, I., AYTEKIN, F., YESILADA, E., YILDIRIMLI, S.(2004). An ethnobotanical study of the
Beypazari, Ayas, and Gudul district towns of Ankara province (Turkey). Economic
Botany.5 8: 705-720.

TAHRI, A., YAMANI, S., LEGSSYER, A., Aziz, M., MEKHFI, H., BNOUHAM, M., ZIYYAT, A.
(2000). Acute diuretic, natriuretic and hypotensive effects of a continuous perfusion of
aqueous extract of Urtica dioica in the rat. Journal of Ethnopharmacology. 73: 95-100.

TANAKOL, R.. (1998). Antioksidan vitaminler: Hastalikta ve saglikta 6nemleri. Klinik geligim.
11: 347-356.

TANG, F.-Y., SHiH, C.-J.,, CHENG, L.-H., Ho, H.-J., CHEN, H.-J. (2008). Lycopene inhibits
growth of human colon cancer cells via suppression of the Akt signaling pathway. Mol.
Nutr. Food Res. 52: 646 — 654.

TANG, F.-Y., CHO, H.-J., PAi., M.-H., CHEN, Y.-H. (2009). Concomitant supplementation of
lycopene and eicosapentaenoic acid inhibits the proliferation of human colon cancer
cells. Journal of Nutritional Biochemistry. 20: 426-434.

TAYLOR, L., (2005). The Healing Power of Rainforest Herbs. New York. ISBN: 0-7570-0144-0
Erigim: [www.raintreenutrition.com/nettles.htm]. Erigim Tarihi: 12.09.2009

TELLO, S., HALIFEOGLU, |., BOZKURT, M., BuLMUS, O. (2008). Meme Kanseri Olusturulmus
Ratlarda Isirgan Otunun Total Antioksidan Durumu Uzerine Etkisi. Firat Universitesi
Saghk Bilimleri Tip Dergis. 22(4): 179-183.

TERZIC, J., GRIVENNIKOV, S., KARIN, E., KARIN, M. (2010). Inflammation and Colon Cancer.
Gastroenterology. 138: 2101-2114.

TESTAI L., CHERICONI, S., CALDERONE, V., NENCIONI, G., NiERi, P., MORELLI, |., MARTINOTTI,
E. (2002). Cardiovascular effects of Urtica dioica L. (Urticaceae) roots extracts: in vitro
and in vivo pharmacological studies. Journal of Ethnopharmacology. 81: 105-1009.

ToLDY, A., STADLER, K., SASVARI, M., JAKUS, J., JUNG, K.J., CHUNG, H.Y. (2005). The effect
of exercise and nettle supplementation on oxidative stress markers in the rat brain.
Brain Res Bull. 65(6): 487-93.


file:///C:/Users/F/Documents%20and%20Settings/user/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/user/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/Local%20Settings/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/FIRM3BTR/Yapilacaklar/Downloads/www.raintreenutrition.com/nettles.htm

69

ToLDy, A., ATALAY, M., STADLER, K., SASVARI, M., JAKUS, J., JUNG, K.J.,, CHUNG, H.Y.,
NYAKAS, C., RADAK, Z. (2009). The beneficial effects of nettle supplementation and
exercise on brain lesion and memory in rat. J of Nutritional Biochemistry. 20: 974-981.

TOMATIR, A.G.(2003). Apoptoz: Programli Hiicre Oliimii. T Klin J Med Sci. 23:499-508.

TONG, X., YiN, L., JOSHI, S., ROSENBERG, D. W., & GiARDINA, C. (2005). Cyclooxygenase-2
Regulation in Colon Cancer Cells. Modulation of RNA Polymerase Il Elongation By
Histone Deacetylase Inhibitors. The Journal Of Biological Chemistry. 280 (16): 15503—
155009.

TREASURE, J. (2003). Urtica semen reduces serum creatinine levels. The Journal of the
American Herbalists Guild. 4(2): 22-25.

TROUILLAS, P., CALLISTE, C. A., ALLAIS, D. P., SIMON, A., MARFAK, A., DELA, C., ET AL.
(2003). Antioxidant, anti-inflammatory and antiproliferative properties of sixteen water
plant extracts used in the Limousin countryside as herbal teas. Food Chemistry. 80:
399-407.

TURAN, M., SOKMEN, A., KARADAYI, K., POLAT, Z.A., SEN, M. (2010). Sivas yoresine 6zgii bazi
bitki 6zutlerinin anti neoplastik etkileri. Cumhuriyet Tip Derg. 32: 9-18.

TURVILLE, S.G., VERMEIRE, K., BALZARINI, J., SCHOLS, D. (2005). Sugar-binding proteins
potently inhibit dendritic cell human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection
and dendriticcell-directed HIV-1 transfer. J Virol. 79: 13519-27.

TURKER, A.U., USTA, C. (2008). Biological screening of some Turkish medicinal plant extracts
for antimicrobial and toxicity activities. Nat Prod Res. 22(2): 136-46.

UZUN, E., SARIYAR, G., ADSERSEN, A., KARAKOC, B., OTUK, G.,OKTAYOGLU, E., PiRILDAR, S.
(2004). Traditional medicine in Sakarya province (Turkey) and antimicrobial activities
of selected species. Journal of Ethnopharmacology. 95: 287-296.

WAGNER, H., WILLER, F., KREHER, B. (1989). Biologically active compounds from the aqueous
extract of Urtica dioica. Planta Medica. 55: 452—-454.

WETHERILT, H., (1989). Isirganotu Yaprak ve Tohumlarimin Besleyici Ozellikleri ve
Antitimorel Etkileri. Doktora tezi. Hacettepe Univ. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

WATSON, BAKER, BELL, GANN, LEVINE, LosicK. (2008). Molecular Biology of the Gene. s.267
Pearson Int.

WHITEHOUSE, A., MEREDITH, D.M., MARKHAM, A.F. (1998). DNA mismatch repair genes and
their association with colorectal cancer. Int J Mol Med. 1: 469-74.

WOLLOWSKI, |., RECHKEMMER, G., POOL-ZOBEL, B.L. (2001). Protective role of probiotics and
prebiotics in colon cancer. Am J Clin Nutr. 73(suppl): 451S-5S.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Turker%20AU%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Turker%20AU%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Usta%20C%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Usta%20C%22%5bAuthor%5d&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

70

YONGNA, Z., WANTANA, R., PisiT, B., ZHONGKUN, L., RONGPING, Z. (2005). Analgesic and
antipyretic activities of the agqueous extract of Urtica macrorrhiza in experimental
animals. Fitoterapia. 76: 91-95.

ZIYYAT, A., LEGSSYER, A., MEKHFI, H., DASSOULI, A., SERHROUCHNI, M., BENJELLOUN, W.
(1997). Phytotherapy of hypertension and diabetes in oriental Morocco. Journal of
Ethnopharmacology. 58: 45-54.



71

OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Adi
Soyadi

Uyrugu

: Fettah

: Korkmaz

:T.C.

Dogum yeri ve tarihi : Tatlipmar 01.09.1965

Medeni durumu T Evli

Askerlik durumu : Yapti

Iletisim adresi

Telefonu

E-Maili

Egitimi

2009-2010

2007-2008

: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 Bagkanligi 06100 Sthhiye/ ANKARA

: 3123103010-400

. fettah.korkmaz@gmail.com

: T1bbi Biyoloji Yiiksek Lisansi,

Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali

: M.Sc. Information Technology (Software Engineering),

Heriot-Watt University, Department of Mathematics and Computer
Sciences, Edinburgh, UK



72

Tez Cahismasi: Performance Analysis of Genetic and Immune
Inspired Algorithms for  Pattern Classification and Medical

(Cancer) Diagnosis.

1983-1989 : Biyoloji Egitim, Orta Dogu Teknik Universitesi

Yabana Dili : Ingilizce

I11- Unvanlan

1991 : Bilgisayar Formatori

1990 : Biyoloji Ogretmeni

IV- Bilimsel Etkinlikleri

Verdigi Seminerler

Ekim 2009 Isirgan Otunun (U. dioica) Bilesimi, Tibbi Ve Onkolojik Onemi
Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji Anabilim Dal1

Haziran 2009 Postranslasyonal Modifikasyonlar

Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibb1 Biyoloji Anabilim Dal1

Haziran 2008 Ant Systems (Artificial Intelligence Optimisation Algorithms)
Heriot-Watt University, Department of Mathematics and
Computer Sciences



	Metin6
	Metin7
	Metin8
	Metin9
	Metin2
	Metin10
	Metin3
	Açılır3
	Metin4
	Açılır1
	Metin11
	OLE_LINK1
	OLE_LINK2
	AEBİ1997
	AGGARWAL
	AKBAY
	ABUDAHAB
	ADOM
	AKSU
	ANTONSSON
	AYAN
	AYDIN
	AYERS
	BALZARINI1992
	BALZARINI2005
	BEDOYA
	BNOUHAM
	BOLAND
	BORDONARO
	BROEKAERT
	CAO
	CETINUS
	CHAURASIA
	CHRUBASIK2007a
	CHRUBASIK2007b
	ÇELİK
	DAHLE
	DANBARA
	DAS
	DEMEJIA
	DURAK1998
	DURAK2004
	DURAK2005
	ELHAOUARI
	EMEA
	ERTÜRK
	EZEOME
	FARZAMI
	FETROW
	FIJALEK
	FU
	GALELLI
	GHOBRIAL
	GOUN
	GÖZÜAÇIK
	GÖZÜM2003
	GÖZÜM2007
	GUILGUERREROA
	GİUSTİ
	GÜRHAN
	GÜLÇİN
	HABU
	HARPUT
	HEBER
	HIRAMO
	HOFSETH
	HOGAN
	HOVENKAMP
	IMAI
	ITANI
	IZZO
	JASON
	JASPERSON
	JİA
	JIN
	JOHNSEN
	JORDINSON
	KAN
	KANTER
	KAUR
	KELET
	KELLEY
	KHALİL
	KLINGELHOEFER
	KOCH
	KOÇ
	KONRAD2000
	KONRAD
	KRZESKI
	KULKARNİ
	KUNE
	KÜLTÜR
	LAAN
	LAGE
	LANGDON
	LERNER
	Lİ
	LICHIUS1997
	LICHIUS1999a
	LICHIUS
	LİNDEMANN
	LOWE
	OLE_LINK5
	OLE_LINK6
	MAGRINI
	MAK
	MANDAL
	MANGANELLI
	MARTINEZ
	MAVİ
	MAZZİO
	MEER
	MODY
	MURRAY
	MUSETTE
	NASSIRI
	NEWALL
	NİCODEMUS
	OCONNELL
	OLE_LINK3
	OLE_LINK4
	ÖZEN
	PARK
	PRASAD
	PCF
	RANDALL1999
	RANDALL
	RENEHAN2001
	RENEHAN
	RIEHEMANN
	ROCHFORT
	ROSCHEK
	ROUSSI
	SAARINEN
	SAMES
	SAUL
	SUH
	ŞİMSEK
	TAHRI
	TANAKOL
	TANG2008
	TANG2009
	TAYLOR
	TELLO
	TERZİC
	TESTAİ
	TOLDY2005
	TOLDY
	TOMATIR
	TONG
	TREASURE
	TROUİLLAS
	TURAN
	TURVİLLE
	TÜRKER
	UZUN
	WAGNER
	WETHERİLT
	WATSON
	WHİTEHOUSE
	WOLLOWSKİ
	YONGNA
	ZİYYAT

