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OZET

Bu ¢alismada, Cruciferae familyasina ait beyaz lahana, briiksel lahanasi
ve kara lahana ile Chenopodiaceae familyasina ait ispanak ve pazi
sebzelerinden aseton ve amonyum silfat c¢oktiirmesiyle elde edilen
proteinlerin antiagregan, fibrinolitik, antitrombinik ve antimitotik aktiviteleri
arastirildi. Bu proteinlerin SDS-PAGE (Sodyumdodesilsiilfat poliakrilamid jel

elektroforezi) ile molekiiler agirliklar: belirlendi.

Bryston agregometresinde yapilan ADP ile indiiklenen trombosit
agregasyonu calismalarinda, 1spanak digindaki rneklerin doza bagimli olarak
trombosit agregasyonunun primer ve sekonder dalgalarimi inhibe ettikleri
goriildii. Orneklerin fibrinolitik aktiviteleri fibrin plak (Astrup) ve EEZ
(Euglobulin erime zamani, Copley) yontemleriyle degerlendirildiginde, doza
bagimli olarak fibrin plakta eritme alanlarimi arttirdiklari (n:5) ve EEZ'yi
kisalttiklar1 belirlendi (n:7). Biitlin 6rneklerin trombin zamanini uzattiklar:
yani antitrombinik etki gosterdikleri goriildii (n:7). Ispanak disindaki
Orneklerin fasulye ve mercimek filizlerinde biiyiimeyi durdurduklari veya

yavaglattiklar1 yani antimitotik etkili olduklar1 gézlendi (n:2).

SDS-PAGE analizinde, sirastyla briiksel lahanasina, beyaz lahanaya,
kara lahanaya, paziya ve ispanaga ait 61.200 ve 16.400 Da; 61.200 ve 9.300
Da; 60.000, 57.300 ve 53.400 Da; 55.700, 42.600 ve 31.000 Da ile 34.000 Da

molekiiler agirlikta protein bandlari gézlendi.
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SUMMARY

In this study, the antiaggregative, fibrinolytic, antithrombinic and
antimitotic activities of proteins obtained by acetone and ammonium sulfate
precipitation from the Cruciferae (cabbage, kale, brussel sprouts) and
Chenopodiaceae (spinach and swiss chard) families were investigated. The
molecular weights of these proteins were determined by SDS-PAGE
(Sodiumdodesilsulfate polyacrylamid gel electrophoresis).

When ADP-induced aggregation was performed m Bryston
aggregometer, it was found that all samples except spinach inhibited primary
and secondary waves of platelet aggregation dose-dependently. When
fibrinolytic activity of samples were examined by fibrin plate method
(Astrup) and EEZ GEuglobuiin lysis time) test, it was found that all of the
samples increased lysis zones on fibrin plate (n:5), and shortened euglobulin
lysis time dose-dependently (n:7). It was also found that all of the samples
extended thrombin time that they had antitrombinic activity (n:7); and all
samples except spinach stopped or slowed the growth of beans and lentil

shoots thus demonstrating an antimitotic effect (n:2).

In SDS-PAGE analysis, brussel sprouts, cabbage, kale, swiss chard and
spinach had protein bands respectively with molecular weights of 61.200 and
16.400 Da; 61.200 and 9.300 Da; 60.000, 57.300 .and 53.400 Da; 55.700,
42.600 and 31.000 Da; 34.000 Da.



KISALTMALAR

AC : Adenilat siklaz

ADP : Adenozindifosfat

APS : Amonyum persiilfat

AT-III : Antitrombin-III

ATP : Adenozintrifosfat

BFB : Bromfenol mavisi

BSA : Sigir serum albumini

c-AMP : Siklik AMP

DAG : Diagilgliserol

EEZ :Euglobulin erime zamani

FV : Proakselerin

FVII : Serum protrombin
konversiyon akseleratorii

FVIII : Antihemofilik faktor-A

FIX  : Antihemofilik faktor-B

FX : Stuart faktorii

FXI  : Antihemofilik faktor-C

FXII :Hageman faktorii

FXIII : Fibrin stabilize edici

faktor
Gi : Inhibitsr G proteini
Gp : Pertussis toksinine
duyarli G proteini
Gs : Stimiilan G proteini
GP : Glikoprotein
1P, : Inozitoltrifosfat

MET : Merkaptoetanol

PGH
PKC
PIP,
PLA,
PLC
SDS
SF

: Prostaglandin H,

: Protein kinaz C

: Fosfoinozitoldifosfat
: Fosfolipaz A,

: Fosfolipaz C

: Sodyumdodesilsiilfat
: Serum fizyolojik

TEMED: N,N,N',N’,-

TF
t-PAI

TxA,
PRP

PPP

tetrametiletilendiamin

: Trombosit faktorii
: Doku plazminojen

aktivatorii inhibitorii

: Tromboksan A,
: Trombositten zengin

plazma

: Trombositten fakir

plazma



1. GIRIS

Yurtsever ve arkadasglarinin yaptiklar1 ¢aligmalarda, Brassica
oleracea var. capitata ve var. acephala (Beyaz lahana ve kara lahana)
yapraklarindan elde edilen protein yapisindaki bir maddenin antiagregan,
profibrinolitik, antitrombotik, antitiimoral (1-7) ve antibakteriyel (7,8)
etkileri tesbit edilmigtir. Aym1 madde in vivo olarak Mus musculus
farelerde 16kosit sayisint ve formiiliinii (9-12), % hematokrit degerini,
hemoglobin diizeyini, eritrosit sayisini, glutatyon ve glutatyon peroksidaz
diizeylerini (12-14), lipid peroksidasyonunu (15), degisik dokulérda ¢inko,
bakir ve magnezyum seviyelerini (16), bobrek fonksiyonlarini ve serum
elektrolitlerini (17) etkiledigi de gosterilmigtir. Beta vulgaris L.cicla
bitkisinin (Paz1) antidiabetik etkili oldugu saptanmigtir (18).

Bu ¢aligmadaki amag, Cruciferae familyasina ait briiksel lahanasi,
beyaz lahana ve kara lahana ile Chenopodiaceae familyasina ait pazi ve
1spanak sebzelerinden aseton ve amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle elde edilen
proteinlerinin in vitro olarak trombosit agregasyonuna, fibrin plak eritme
alanina, euglobulin erime zamanina, trombin zamanina ve in vivo olarak

antimitotik etkilerini incelemektir.



1.1. CRUCIFERAE ve CHENOPODIACEAE BITKILERI
ve BIYOLOJIK AKTIVITELERI

Cruciferae bitkilerinin (Resim 1.1) kimyasal 6zelligi, glikozidler
(19) ve bunlarm hidroliz Griinleri olan tiyosiyanatlar (19) ve indol-3-
karbinol gibi aktif bilegikler (19-21) ile arginin ve lizin aminoasitleri,
fenol ve A vitamini (22) tasgmmalaridir. Beyaz lahananin antibiyotik
ozellige sahip oldugu, kobay ileum ve uterusunda, sigcan ileumunda ve
horoz ¢ekumunda kontraktiran etkili oldugu, izole kurbaga kalbini
negatif inotrop etkiyle durdurdugu (22) ve guatrojenik etki gosterdigi
(19,22) belirtilmigtir.

Chenopodiaceae bitkilerinin (Resim 1.1) kimyasal o6zelligi
protoalkaloidler ve basit yapili alkaloidler ile fenilalanin, triptofan,
omnitin ve lizin tirevleri ve saponinler tasimasidir (23). Pazinn

antidiabetik (18) ve alerjik (24); 1spanagin antidiabetik (25), yatigtirict,

; 15‘1
Brassica oleracea var. capitata
(Beyaz lahana)

(Kara lahana)

'mc Co e & - W:;;f\
R RS AL RN v seadiind
Beta vulgaris L. cicla (Pazi) Spinacea oleracea (Ispanak)

Resim 1.1 : Cruciferae ve Chenopodiaceae bitkileri



1.2. HEMOSTAZ

Endotel bitinliginin bozuldugu bolgede vaskiler spazm
gergeklestikten sonra (27), trombositler agiga c¢ikan kollajen, laminin
gibi subendotelyal yapilara GPIb/IX kompleksiyle (27-29) ve
subendotelyal bolgedeki von Willebrand faktorii (27-30) araciligiyla
yapisir (Trombosit adhezyonu). Kollajen tarafindan aktive edilen
trombositlerden salman ADP, GPIIb/IlIa’da konformasyonel degisiklige
yol acarak bu kompleks tiizerindeki fibrinojen reseptdriiniin ortaya
¢cikmasina neden olur (27,28). Fibrinojen, bu reseptore baglanarak Ca**
varlifinda trombositler arasinda kopriler kurarak kiimelesmelerine
neden olur (27,28). Bu olaya trombosit agregasyonu denir (27,28).
Agregasyonla birlikte, yogun cisimciklerin ve o-graniillerin igerigi
yuzeye bagh acik kanalikiler sistem ve mikrotiibuller aracilifiyla
ATP’den elde edilen enerjiyle ortama salinir (30). Bu olaya da sekresyon
denir (30). Trombositlerden ve hasar gormils dokulardan salinan
faktorlerle (27,30) lokal olarak uyarilan pihtilagma mekanizmasi
sonucunda olugan trombin (27, 29-32) (Sekil 1.1), diger trombositleri de
aktif hale getirerek pithtiya daha ¢ok trombositin katilmasin saglar (29).
Fibrinojenden olusan fibrin ag (27, 29-32) (Sekil 1.1) sayesinde daha
stabil bir yap: kazanan pihti, aktomiyozin benzeri bir trombosit
kontraktil proteini olan trombostenin etkisiyle buzisir (30). Son olarak
da piht1 plazminle eritilir ki bu olaya fibrinoliziz denir (27-29).
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1.2.1. Tombosit agregasyonu ve inhibitorleri

Trombositler 1.5-3.0 um c¢apinda olan ¢ekirdeksiz hiicrelerdir.
Megakaryositlerin sitoplazmik parcalart olmalarina ragmen aktif bir
metabolizmaya sahiptir (28). Trombositler periferik, sol-gel ve organel
zonlar ile membran sistemlerinden olusmustur (28-30). Periferik zonu
olusturan dig kabuk (glikokaliks) glikoproteinler icermesi (29,30); nit
membran TF-3 benzeri aktivite gostermesi (30) ve submembran alan ise
trombositlerin diskoid seklini korumasi agisindan onemlidir (29). Sol-gel
zonda bulunan mikrofilamentler ve mikrotiibiller trombositlerin aktin ve
miyozinidir (29). Organel zondaki a-graniiller ve yogun cisimcikler
(29,30), trombosit fonksiyonlar: ve pihtilasma makanizmasi i¢in ¢ok
onemhi maddeler igerir (28-30). Membran sistemlerinden biri olan
yuzeyel a¢ik kanalikiiler sistem plazma kaynakl: maddeleri alabilmesi ve
salmimm reaksiyonunu gergeklestirebilmesi i¢in trombosit yiizeyini
genigletir  (28,30). Yogun tibiller sistem ise aragidonik asit
metabolizmast sitesidir ve kalsiyum pompasidir (28,29) (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 : Diskoid trombositler. 1.Glikokaliks, 2.Trilaminar finit membran, 3.Submembran alan
filamentleri, 4 Kanalikiiler sistem, 5.Mikrotiibiiller, 6.Glikojen, 7.Mitokondri, 8.Graniil,
9.Yogun cisimcik, 10.Yogun tiibiller sistem (29)



Trombosit agregasyonu iki asamada gergeklesir. Trombositlerin
sekil degisiklidine ugrayarak ve psodopodlar ¢ikararak kiicik agregatlar
olugturmas:1 primer agregasyondur (30,31). Yogun cisimciklerin ve o-
graniillerin igeriginin enerji bagimli saliimi ve daha siki agregatlarn

olugmasi sekonder agregasyondur (30,31).

Trombosit agregasyonu igin trombositlerin agonistler tarafindan
uyarilmalan ve aktive olmalan gerekir (28,29,33). Agonistler ve
antagonistler trombosit membranindaki kendilerine 6zgii reseptorlere
baglanir. Uyarilarin hiicre igine iletilmesi G-proteiniyle gergeklegir
(28,29,33). G-proteini bazi1 membran enzimlerinin aktivasyonuna neden
olarak ikincil uyaricilarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Ikincil uyancilar
aktivatorler icin DAG ve IPs; inhibitorler i¢in c-AMP’dir (28,29,33)
(Sekil 1.3). '

Sekresyon reaksiyonu, salimim indiikleyicilerinin tipine ve
konsantrasyonuna bagh olarak gelisir. ADP gibi zayif agonistier sadece
yogun cisimciklerin sahimmina (Sekresyon-I) neden olurken; kollajen ve
trombin gibi kuvvetli agonistler o-graniillerinin de salimmm
(Sekresyon-IT) saglar (30,31). Zay1f agonistlerle sekresyon prostaglandin
ve tromboksan A, sentezine baghdir ve aspirinle inhibe edilebilir
(28,29). Kuvvetli agonistlerle sekresyon ise fosfoinozitod yoluna baghdir
(29) ve aspirinle kismen Snlenebilir (28) (Sekil 1.3).
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A;, AA : Arasidonik asit, PL : Fosfolipid, PGH,: Prostaglandin H; ,TXA, .Tromboksan A, , Gp :
Pertussis toksinine duyarls G proteini, PIP, :Fosfotidilinozitoldifosfat, PL.C : Fosfolipaz C, IP; :
Inozitol trifosfat, DAG : Diagilgliserol, PKC : Protein kinaz C, Gi : Inhibitér, Gs : Stimilan,
ATP: Adenozinh'ifosfat, AC : Adenilat siklaz. c-AMP : Siklik AMP (29)

Trombosit agregasyonu agregometre ile Olgiilir. Optik
agregometreler, PRP Omeginden 151k gecisi  vasitastyla PRP
(Trombositten zengin plazma)’nin  optik yogunlugunun PPP
(trombositten fakir plazma)’ninkiyle kargilastirilmasini saglar (34). PRP
100.000-300.000 trombosit/mm’ igerir; gecirgen olmayan bir ¢ozeltidir.
PPP ise, az veya hi¢ trombosit icermediginden berrak bir sividir (34).
PRP silikonize edilmis cam kiivette sabit bir hizda ve 37°C’de, magnetik
bir gubuk vasitasiyla kanstrthr (27,34). Devamh kangtirilan PRP,
trombositlerin diske benzer gekilleri nedeniyle girdaplar olusturur (35);
buna ADP, kollajen, trombin, arasidonik asit gibi agregasyon ajanlart
eklendiginde trombositler kiimelegir (27,33-35). Boylece PRP berrak
hale gelir (34) ve plazmadan 15181n gegisi artar (27,34,35). Bu artis bir
foto hucresi tarafindan 6lgiliir ve grafik kaydedici kaleminin hareketiyle
kaydedilir (27,34) (Sekil 1.4).

dedict PRP Gineii leren kilvet
[ | In ’ ikt
kangtna ¢ubuk
~ R
- L 2N LS
. i
£3
3

Sekil 1.4 : Agregometre diizenegi (34)



Normal kandan elde edilen PRP’de ADP ile trombosit
agregasyonu ADP konsantrasyonuna baglh olarak mono veya bifaziktir
(27,30,31). Primer dalga, geri dontsiimlii primer agregasyondur.
Sekonder dalga ise sekresyonla iligkili geri doniigiimsiz agregasyondur
(27,31). Agregasyon egrisinin maksimum amplitiidi, inhibitérlerin etki
siddetini belirler (33) (Sekil 1.5). Kullanilan agregometre, karigtirma,
omnek sicaklify, kan alimmdan itibaren gegen siire, 6rnegin pH1 (34),
trombosit sayist (30), ilaglar (Tablo 1.1), trombastenia hastahig1 (27-30),
siklooksijenaz enzimindeki defektler (27), graniil defektleri (29), diabet
(35) gibi hastaliklar agregasyon testlerini etkiler.
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Sekil 1.5 : ADP ile indiiklenen trombosit agregasyonu prensibi (27,31,33)



Prostasiklin gibi endotelden salinan fizyolojik inhibitorlerle (27)
flavonoidler (36,37), kumarin, forskolin (36), “ajoene” (37), gingerol
(38) ve apiraz (39) gibi bitkisel kaynakl bilesikler ve diyetle alinan yag
asitleri (36) trombosit agregasyonunu inhibe eder. Trombosit

agregasyonunu inhibe eden ilaglar Tablo 1.1’de goriilmektedir.

Tablo 1.1 : Trombosit agregasyonunu inhibe eden ilaglar (27,29,30)

Simflar Miistahzarlar Etken maddeler
Analjezik, antipiretik, Aspirin Asetilsalisilik asit
antienflamatuvar
Adafen Asetaminofen (Parasetamol)
Aprol Naproksen sodyum
Koroner vazodilatatér Vazodil Dipiridamol
Bronkodilatér Aminocardol Aminofilin (Teofilin etilendiamin)
Santrai sinir sistemi stimilam Adafen Kafein
Oksitoksik Cerviprost Prostaglandin E,
Ca”* kanal antagonistleri Diltizem Diltiazem
(Antianjinal, antihipertansif,
antiaritmik) Adalat Nifedipin
Veroptin Verapamil HC]
B-adrenoseptor blokerleri Dideral Proparanolol
(Antianjinal, antihipertansif,
antiaritmik) Tensinor Atenolol
Ditiretikler Furomid ' Furosemid
Antibiyotikler Deposilin Penisilin G-benzatin
Trisiklik antidepresanlar Tofranil Imipramin HCI]
Antiplatelet Agretik Tiklopidin HCI
Antikoagiilanlar Calciparine Heparin kalsiyum
Trombolitikler Streptaz Streptokinaz
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1.2.2. Fibrin olusumu ve antitrombinikler

Fibrinojen 3 ¢ift homolog polipeptid zinciri tagtyan ¢oziinir bir
plazma proteinidir (32) (Sekil 1.6).Trombin spesifik olarak
fibrinojendeki 4 arginin-glisin baglarim yikarak fibrinopeptidlerin

salinimina ve fibrin aginin olusumuna neden olur (32) (Sekil 1.1).

trombin tarafindan

il Fibfin-glutamin .~ - - o
BN i fibrin stabilize o e e
v S \_/\ v ey . edid faktér, T S
\erminal LizinFibnn —y-} .’
e L . NH ‘ £ rim moaomer
FIBRINOJEN FIBRINDIMER — 73 FIBRIN POLIMER

Sekil 1.6 : Fibrin yapisi (32).

Antitrombinikler trombin etkisini azaltan maddelerdir. Direkt
antitrombinikler, trombin olusumu inhibitorleri (0-3 yag asitleri) ve
trombin reseptorii antagonist peptidleri trombini bloke etmek icin
kullanmlir (40). Direkt antitrombinikler antitrombin III, o,-antitripsin, o,-
antiplazmin, o,-makroglobulin, protein C, trombomodulin gibi fizyolojik
inhibitorlerle (27,29) Hirudo medicinalis (siltik)’den elde edilen
hirudindir (37,40). Bunlardan en oOnemlisi olan antitrombin III,
trombinin aktif sitesine baglanarak irreversibl etki gosterir (27,32).
Bunun yanisira FIXa, FXa, FXIa, FXIla ve plazmini de yikar (27,29,32).

Heparin antitrombinin aktivitesini arttirir (29).
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1.2.3. Fibrinoliziz

Fibrin yikimina fibrinoliziz (27-29); fibrinojen yikimina
fibrinojenoliziz denir (29,30). Fibrinolitik sistem komponentleri
prekallikrein, prourokinaz gibi proaktivatorler, plazminojen, plazminojen
aktivatorleri ve plazmindir (27-29). Plazminojen, aktivatorlerin etkisi
sonucu arginin-valin baglarinin kopmasiyla aktif hali olan plazmine
dontigiir (29). Plazmin, fibrinojen/fibrin yikim ftiriinlerinin olusumuna
neden olur (27,29). Fibrinolitik sistem aktivasyon ve inhibisyon
mekanizmalan arasindaki denge ile diizenlenir (27,28). (Sekil 1.7).

PROAKTIVATORLE
PLAZMINOJEN l .
INHIBITORLER = 4 4——— — AKTIVATORLER
t-PAT Vaskiler (tPA)
Urokinaz
. . Streptokinaz
ANTIPLAZMINLER . _ _ _ _ — Kallikrein
FXIa
0t y-antiplazmin FXIla
Oy makroglobulin
Trombosit antiplazmini
AT-III
A 4
PLAZMIN
FIBRINOJEN A »  Fibrin parcalanma firiinleri

Sekil 1.7: Fibrinoliziz. tPA : Doku plazminojen aktivatiri, tPAI : Doku plazminojen aktivatori inhibitéri
(27,29,30).

Stanozolol (41), defibrotid (42) gibi ilaglar ile brinaz (43), apiraz
(39) gibi bitkisel kaynakli maddeler de fibrinolitik aktiviteyi arttirir.
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Fibrinolitik aktivite 6lgiimleri fibrin plakta eritme ¢ap1 veya alant
Slgtimii ile euglobulin erime zamani testiyle saptanir. Fibrin plak yontemi
bir fibrinoliziz yontemi olup normalde kanda plazminojen aktivator veya
plazmin diizeyini 6lgmek igin kullanilir. Kalinlig: sabit olan fibrin tabakasi
iizerine damla seklinde ve belirli bir hacimde konulan plazma veya bagka
bir 6roek fibrin tabakasina difiizyon yoluyla girer. Tatbik edilen 6rnek
eger fibrinolitik aktiviteye sahipse, belirli bir siire sonra bir eritme alam
(liziz alami) olusturur. Bu alanin genigligi 6rnegin fibrinoliziz yapma

kuvvetine ve konsantrasyonuna baglidir (35).

Euglobulin  erime zamam testinin prensibi fibrinojenin,
plazminojenin, koagiilasyon faktérlerinin ve bitkisel ekstreler gibi bagka
etken maddelerin asetikasitle birlikte ¢oktiiriilmesi esasma dayamr. Ust
fazda inhibit6rler bulunur. Plazminojenin ve etken maddelerin fibrinojen
tizerindeki aktivitesi tayin edilir (27,35). Etken maddesiz PPP ile alinan
normal degerler 60'-170" arasinda degisir (27). Etken madde ile alinan
degerin normalden kisa olmasi maddenin fibrinolitik etkili oldugunu

gosterir (35). Afibrinogenemi, yas ve sigara aligkanhigi EEZ testlerini
etkiler (27).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullamilan Aletler

Blender (Molineks ve King), Analitik santrifiij (Beckman R Model
J.21B, Rotor no : J20), Klinik santrifiij (Heraeus Sepatech Labofuge
200), Eppendorf santrifiijii (Appligene-Oncoe), Bryston Lumi-
Agregometre (Chrono-Log Corporation), Spektrofotometre (Schimadzu
Spektrofotometer  UV-120-02),  Spektrofotometre  (Beckmann),
Elektroforez aygit1 (Sigma), Faz kontrast mikroskobu (Olympus BH),
Kan sayimu aleti (Counter T-660) kullanildi.

2.2. Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

Amonyum siilfat, aseton, sodyum sitrat, kalsiyam Kkloriir,
asetikasit, borik asit, boraks, sodyum kloriir, sodyum hidroksit, sodyum
karbonat, sodyum-potasyum tartarat, bakir siilfat, Folin-Ciocalteu’s fenol
reaktiﬁ,. gliserol, metanol, hidrokloriir, siilfirik asit, amonyum oksalat ve
etanol Merck Firmasindan; ADP (adenozindifosfat, Katalog no : 885-5),
fibrinojen (F-8630), Owren’s tamponu, akrilamid, bisakrilamid, tris
(hidroksiaminometan), SDS (sodyumdodesilsiilfat), APS
(amonyumpersiilfat), glisin, MET (merkaptoetanol), BFB
(bromfenolmavisi), Coomassie Brillant Blue R-250, BSA (sigir serum
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albumini), yumurta albumini, karbonik anhidraz, tripsin inhibitérii, o.-
laktalbumin Sigma’dan; TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamin)
Fluca’dan ve trombin (1000 U/flakon, Katalog no : 896) ise Stago

Diagnostica’dan temin edildi.
Sarf malzemeleri olarak dializ tiipii (Sigma), konsantre edici tiipler

(Millipore Ultrafree MC Katalog No : UFC 3LTK?25) ve Centriprep-10

santrifugal konsantre ediciler (Amicon) kullanld.

2.3. Olgularin Secimi

Klinik bulgulara gére normal, 18-60 yas grubu, deneylerden 15

giin 6nce aspirin gibi antikoagiilanlart almamus olgularla ¢alisildi.

2.4. Proteinlerin izolasyonu

2.4.1. 1. Yontem :

Yaprak suyunun eldesi, asetonla ¢oktiirme, konsantrasyon
islemlerini igeren yontemdir. Beyaz lahana ve briiksel lahanasi blenderde
sikildi. Elde edilen sular ¢ift kath gazli bezden siiziildii. Siiziintiilerden

dializle ve 1500 rpm’de 10' santrifiigasyonla klorofilli kisim
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uzaklasgtirildi. Supernatantlar, buz banyosunda 1:2 (hacim/hacim)
oraninda asetonla ¢oktiiriildii. 8000 rpm’de 20'de santrifiigasyonla elde
edilen ¢okeltiler distile suda ¢oziildii (44). Elde edilen protein ¢ozeltileri
Centriprep-10 santrifugal konsantre edicilerde konsantre edildi (45).
Centriprep-10 ile konsantre edilenler (ara konsantreler) ve bunlarin ilk
halleri aktivite testlerinde kullanildi. Ara konsantreler, konsantre edici
tiiplerde tekrar konsantre edildi ve SDS-PAGE’ye tatbik edildi (Sekil
2.1). Ekstrelerin protein konsantrasyonlar1 Lowry metoduna gore 6lgiildii
(46).

2.4.2. 11. Yontem :

Posa ve yaprak kurutulmasi, maserasyon, amonyum siilfatla
¢cOktiirme, konsantrasyon iglemlerini igeren yontemdir. Kara lahana
blenderde sikilarak posasi alindi ve agik havada kurutuldu. Pazi ve
ispanak yapraklan direkt olarak acik havada kurutuldu, ince pargalar
halinde kesildi ve tartildi. Kurutulmus kara lahana posasi, paz1 ve
1spanak yapraklan 70 g kurutulmus posa/yaprak : 200 mL sicak distile su
olacak sekilde bir behere konuldu ve kaynar su banyosunda 30’
bekletildi. Kansim stizgeg kagidindan siiziildii. Filtratlar buz banyosunda
son konsantrasyon %96 olacak sekilde kristal amonyum siilfatla
coktiiriildii (44). 8000 rpm’de 20" santrifiigasyonla ayrilan protein
cokeltileri distile suda ¢6ziildii. Protein ¢dzeltileri dializ tiiplerine alindi
ve amonyum siilfatin uzaklagtirilmasi igin +4°C’de ve distile suda 24
saat dialize tabi tutuldu. Dializ esnasinda dializ suyu devamh degistirildi
(44). Elde edilen protein ¢ozeltileri pazi hari¢ Centriprep-10 santrifugal
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konsantre edicilerde konsantre edildi (45). Cozeltilerin ilk hallert ve ara
konsantreler aktivite testlerinde kullanildi. Pazi1 ve ara konsantreler SDS-

PAGE’ye tatbik edilmek iizere konsantre edici tiiplerde tekrar konsantre
edildi (Sekil 2.1).

L YONTEM II. YONTEM
Beyaz lahana Pazi
Briiksel lahanasi sikma Ispanak yapraklari
Kara lahana yapraklari __y, Kara lahana posasi
sikma kurutma
siizme 30" maserasyon
siizme
Beyaz ve briiksel lahanast Siiziintiiler
stiziintiileri
dializ
santrifiigasyon
amonyum siilfatla
¢oktiirme (%96)
Supernatantlar santrifiigasyon
asetonla ¢oktiirme
santrifiigasyon
gasy v
Cokeltiler Cokeltiler

distile suda ¢dzme

Protein ¢ozeltileri )
Centripreplerde konsantre

etme (paz harig)
Aktivite < Ara konsantreler
testleri
Eppendorflarda konsantre
etme

En konsantreler———p SDS-PAGE analizi

Sekil 2.1. Proteinlerin izolasyonu
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2.5. Trombosit Agregasyon Testi*

Trombositten zengin plazma (PRP) hazirlamak icin 10-20 mL
vendz kan 9:1 oraninda % 3.8’lik sodyum sitrath alindi. 1200 rpm’de 7'
santrifiij edildi. Ust kistmdaki PRP dikkatlice alt kisimdaki eritrosit
siispansiyonunu karigtirmadan pipetle alindi. PRP, trombosit peleti elde
etmek icin 3000 rpm’de 30" santrifiij edildi. Sigma Diagnostics
Firmasina ait teknik prosediire (no : 885) gore ve reaktif olarak ADP
kullanilarak trombosit agregasyonu testi deneyi yapildi. Onceden
37°C’ye getirilmis agregometre sifir ayar1 500 puL. PPP ile yapildi. PRP,
serum fizyolojik ve 100 uM ADP 450 : 50 : 1 uL ve 447.5 : 50 : 2.5 pLL
olacak sekilde karngtirilarak agregometreye kondu ve kontrol egrisi
cizdirildi. Bagka tiiplerde plazma ve 6mek kansmnin 37°C’de 10’
inkiibasyonundan sonra ADP ayni1 oranlarda eklenerek agregasyon egrisi
cizdirildi. Primer ve sekonder dalgalarin maksimum amplitiidleri cm

olarak olgiilerek degerlendirme yapildi (Sekil 1.5).

2.6. Fibrinolitik Aktivite Testleri

2.6.1. Fibrin plak yontemi**

0.1 g liyofilize edilmis sig1r serum fibrinojeni (fraksiyon-I), kopiik

olusturmayacak gekilde 10 mL. Owren’s tamponunda ¢oziildii. Ayn bir

* Born, G.V.R :Aggregation of blood platelets by adenosine diphosphate and its reversal. Nature, 194
: 927-929, 1962.
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tiipe 1 mL. 50 mM CaCl,, 0.8 mL Owren’s tamponu ve 05 mL 200
U/mL trombin ilave edildi. Fibrinojen ¢ozeltisine ikinci karigimdan 0.8
mL homojen bir sekilde karistirilarak eklendi ve petri kutusuna dokiildii.
Oda sicakliginda piht1 olugmasi beklendi. 30 pul 6rnek plaklara tatbik
edildi. Petri kutusunun istii siizge¢ kagidiyla kapatilarak 37°C’lik etiivde
24 saat bekletildi, eritme alani olusup olugmadigi incelendi, olusan
zonlarm caplan 6lgildii ve nr’* formiiliiyle eritme alanlari hesaplandi.
Fibrin tabakalarinin her yerde aym kalinlikta olmasina ve etiivde uygun

derecede rutubet bulunmasina dikkat edildi.

2.6.2. Euglobulin erime zamam testi***

Ekstreden ve serum fizyolojikten 0.1 mL alindi; tizerlerine
PPP'den 0.9 mL eklendi. Bu kangimlar 10° 37°C’lik su banyosunda
inkiibasyona birakildi. Her ikisinden de 0.5 mL alind1 ve iizerlerine 9.5
mL taze hazirlanmis 10.24 mM CH;COOH ‘¢klendi. Bu kangimlar 2000
rpm’de 7' santrifiij edildikten sonra iistteki kisimlar dokiildii. Tiipler ters
cevrilip 2'-3' bekletildi. Cokelti plastik bir bagetle iyice ezilerek 0.25
mL EEZ tamponu (11.25 g borik asit, 4 g boraks ve 2.20 g NaCl 1 L
distile suda ¢oziildii, pH=7.2) ilave edildi. 50 mM CaCl,'den 0.25 mL
eklendi ve 37°C’lik su banyosunda 1'-3' pihtilasmasi beklendi.

Pihtilasma ani baglangi¢ alinarak piht: erime siiresi belirlendi (Sekil 2.2).

**  Astrup, T., Mullertz, S. : The fibrin plate method for estimating fibrinolytic activity. Arch.
Bioch. Biophy., 40 : 345, 1952

_— *fk Copley, E.A., Niewiarowski, S. : A micromethod of euglobulin fibrinolysis in plasma of human

subjects and laboratory animals. J. Clin. Med., 53 : 468-471, 1959. .
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2.7.Trombin Zamani*

1:9 oraninda kanstirilan 6rmek ve PPP kansimu 37°C’lik su
banyosunda 10’ inkiibe edildi. Bu kansimdan 200 pL alindi. Buz
banyosunda tutulan 5 U/mL trombinden 200 pL eklendi. Pihtilagma
siiresi tesbit edildi (Sekil 2.2).

< prthtilagsma

— piht1 erime siireci

Sekil 2.2 : Piht1 olusumu ve erime siireci (31)

2.8. Antimitotik Etki

25°C’de, yan1 giinegli bir ortamda, nemli pamukta 5 giinde
cimlendirilen ve boylar1 2.0-6.5 cm arasinda degisen fasiilye ve
mercimek filizleri 5. giinde kontrol ve deney olarak ikiye ayrildi.
Kontrollere giinde 1 mL distile su, deneylere ise herbirinden giinde 1 mL
olmak iizere beyaz lahana (7 ug/mL), kara lahana (10 pg/mL), paz1 (10
pug/mL) ve briiksel lahanasi (33 pg/mL) protein ekstreleri ilave edildi.
Hergiin filizlerin boylan 6lgiildii (47).

e Bang, N.U, Beller, F.X., Deutsch, E., Mammen, E.G. : Thrombosis and Bleeding Disorders.
Academic Press. N.Y ., 5.257, 1971.
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2.9. Trombosit Sayim*

Eritrosit pipetinin 1 ¢izgisine kadar PRP; 101 ¢izgisine kadar da
amonyum oksalat (%1) cekildi. Eritrositlerin hemoliz olmasi igin
pipetlerdeki kan iyice kanigtirildi. Thoma sayma kamaras1 %90°lik etanol
cozeltisiyle iyice temizlendi. Nemli bir petri kutusu hazirlamak i¢in bir
stizgec kagidi daire geklinde kesildi, islatildi ve yapisircasina
yerlestirildi. Pipetten ¢gikan ilk 4 damla atildi. Doldurulan thoma sayma
kamarasi, stvimin buharlagmasmin 6nlenmesi ve trombositlerin dibe
¢Okmesinin saglanmasi i¢in 20’-30’ petri kutusunda bekletildi. Trombosit

saymm faz kontrast mikroskobunda yapild:.

2.10. SDS-PAGE ile Proteinlerin Molekiiler Agirhklarinin
Tayini

2.10.1. Gerekli ¢ozeltiler

a-Stok akrilamid ¢ozeltisi (%30) : 73 g akrilamid ve 2 g bis-
akrilamid belli bir miktarda suda ¢oziildii. Distile suyla 250 mL’ye
tamamlandi.

b-Stok ayirma jel tamponu : 45.4 g Tris ve 1.0 g SDS distile suyla
250 mL’ye tamamlandi (pH=8.8).

*  Brecher, G., Cronkite, EP.: Morphology and enumeration of human blood platelets. J. Appl.
Physiol., 3 : 365, 1950.
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c-Stok paketleme jel tamponu : 15.5 g Tris ve 1.0 g SDS distile
suyla 250 mL’ye tamanﬂéndl (pH=6.8). | .

d-Amonyum persiilfat (%10) : 0.1 g APS ve 1 mL distile su

e-Elektroforez tamponu (0.192 M Glisin, 0.025 M Tris. ve %0.1
g/mL SDS) : 28.8 g glisin, 6.0 g Tris ve 2.0 g SDS ayri ayn suda
coziildiikten sonra karigtirildi. 2000 mL’ye tamamland.

g-Boyama c¢ozeltisi : 0.25 g Coomassie Brillant Blue R-250, 25
mL glassial asetik asit, 100 mL distile su ve 125 mL metanol.

h-Boya ¢ikarma ¢6zeltisi : 50 mL metanol iizerine 450 mL distile
su eklendi.

1-TEMED c¢ozeltisi (%99 )

i-Diisiik molekiil agirlikli standart protein karisimm : Standart
olarak sigir serum albumini (66.000 Da), yumurta albumini (45.000 Da),
karbonik anhidraz (29.000 Da), tripsin inhibitérii (20.010) ve o-
laktalbumin (14.200 Da) kullanildi. Sigir serum albumininden ve
yumurta albumininden 25 mg ahmip 2.5 mlL distile suda ¢6zildii. -
Digerlerinden ise 5 mg almip 0.350 mL suda ¢6ziildii. Total standart
cozeltisi toplam 2 mL olarak hazirlandi ve kiigiik hacimler halinde derin

dondurucuda stoklandi .

2.10.2. Yontem -

%9 luk alt jel (ayirma jeli)in hazirlanmasi igin 6 mL akrilamid, 5
mL stok aymrma jel tamponu ve 9 mL distile su kanginm 10’ degaze
edildikten sonra iizerine 50-75 pL APS ve 10-15 pLL. TEMED eklendi.
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Bu karigim elektroforez aygitina kondu (Sekil 2.3). Alt jelin polimerize

olup olmadig1 enjektorde birakilan ¢6zeltiden anlasildi.

%51k st jel (paketleme jeli)in hazirlanmasi i¢in 0.75 mL
akrilamid, 1.25 mL paketleme jel tamponu, 3 mL distile su karisim 10’
degaze edildikten sonra iizerine 20 uL. APS ve 10 uL. TEMED ilave
edildi. Ust jel bir enjektdr yardimiyla hava kabarcigi olmamak kaydiyla
alt jel izerine tabakalandirildi. Tarak  yerlestirildi. Jelin
polimerizasyonundan sonra tarak ¢ikartildi.

“bosluk
| tarak

cam plaklar

Sekil 2.3 : Elektroforez diizenegi (48)

Elektroforez aygiti elektroforez tankina yerlestirildi. Ornek ve
standart proteinler konsantrasyonlari en az 10 pg/ml olacak sekilde
kuyulara Hamilton enjektor yardimiyla uygulandi. 20 mA akim
uygulanarak proteinlerin yiirlimesi saglandi. 5-6 saat sonra jel boyama
¢ozeltisi i¢ine daldirildt ve 1 giin bekletildikten sonra boya ¢ikarma
¢Ozeltisine daldirildi, 3 giin boyunca ¢6zelti siirekli degistirilerek protein

bandlarmmn iyice belirginlesmesi saglandi.
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Standart proteinlerin molekiiler agirliklarinin logaritma degerleri
ordinata; standart proteinlere ait bandlarin orjinden ilerledikleri yere
kadar olan uzakliklarinin orjin-bitig arasi1 uzakliga orani olan Rf degerleri
de apsise yazilarak logmoiekater azriky-Rf grafigi elde edildi. Ornek
proteinlerin de Rf degerleri aym sekilde hesaplanarak grafikten onlara

karsilik gelen molekiil agirliklar hesaplandi (48).

2.11. istatistiksel Analizler

Deney sayist 7 olan ve herbirt aym: olguya ait olan kontrol ve
deney degerlerinin ortalamalarmin kiyaslamasi student-t testine gore
yapildi. Standart sapmalar ve t degerleri Graphpad-Instat programina

gore hesaplandi. p degerleri t tablosuna goére bulundu*

3. BULGULAR

3.1. Protein Ekstrelerinin ADP ile indiiklenen Trombosit

Agregasyonuna Etkileri

ADP ile indiiklenen trombosit agregasyonu c¢alismalarinda,
briiksel lahanasi, kara lahana, beyaz lahana ve pazi (3.3 pg/mL) ile beyaz
lahana (0.7 pg/mL) protein ekstreleri doza bagimli olarak primer ve
sekonder dalgalar inhibe etti (Tablo 3.1, Sekil 3.1,3.2).

* Velicangil, S : Biyoistatistik (Biyoloji, Tip, Dishekimligi ve Eczacilik Bilimlerinde). Filiz Kitabevi,
Istanbul, 1984.
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Tablo 3.1 : Ekstrelerin ADP ile indiiklenen trombosit agregasyonuna etkileri

[ADP] | Trombosit|  Ekstre [protein] | Primer | Inhibisyon | Sekonder | Inhibisyon
(uM) say1s1 (ug/mL) dalga (%) dalga (%)
(tr/mm?*) (cm) (cm)
2 194000 Briiksel 33 0 100 0 100
Lahanas1 1.65 1 81 0.4 96
(Yoéntem-I) 0.66 2.4 56 0.3 96
0.33 3 45 1.2 87
0 5.5 0 9.5 0
5 185000 Pazi 33 0.1 97 0.2 97
(Yontem-IT) 1.65 1 73 1.8 70
1 14 62 3.6 39
Kara lahana 33 0.5 86 0.9 85
(Yo6ntem-IT) 1.65 1.2 68 2.8 53
1 1.5 59 38 36
33 0.8 78 0 100
Beyaz 1.65 1.2 68 2.8 53
lahana 0.7 2.5 32 34 43
(Yo6ntem-T) 0 37 0 5.9 0
2 228000 Beyaz 0.7 34 34 2.2 83
lahana 0.35 4 25 2.2 83
(Yo6ntem-I) 0.175 4 25 6.1 53
0 5.2 0 13.2 0

luL:Zp.MveZ.Sp.L:S},LMADP




-25-

B
g ?
- 8
g "E- 6
g S 4
W 2
3
E 0 T T
0 1 2 3 4
konsantrasyon ('lglm L)

Sekil 3.1 : Asetonla ¢bktiiriilmiis briiksel lahanasi protein ekstresinin ADP ijle indiiklenen trom-
bosit agregasyonu primer ve sekonder dalgalar maksimum amplitiddlerine doza ba-

Zimh etkisi. A : Agregasyon kurblan; B : Maksimum amplitiid vs konsantrasyon gra-
figi
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Sekil 3.2 : Protein ekstrelerinin ADP ile indiiklenen trombosit agregasyonu primer ve sekonder
dalgalar1 maksimum amplitiidlerine doza bagimh etkileri. A : Paz, B : Kara lahana,
C : Beyaz lahana (3.3 ug/mL), D : Beyaz lahana (0.7 pg/mL). Tablo 3.1°deki degerler
alind1 ’
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3.2. Protein Ekstrelerinin Fibrinolitik Sisteme Etkileri

3.2.1. Fibrin plak eritme kuvveti

Fibrin plaga uygulanan 1spanak, kara lahana, briiksel lahanasi, beyaz
lahana ve pazi protein ekstreleri 7 pg/ml konsantrasyonda eritme alam
olusturmadi. Daha yiiksek protein konsantrasyonlarinda doza bagiml
olarak fibrin plakta eritme ¢ap ve alanlarini arttirdi (Tablo 3.2, Sekil 3.3).

Tablo 3.2 : Cruciferae ve Chenopodiaceae bitki ekstrelerinin fibrin plakta doza bagimh
olarak olusturduklar: eritme alanlan

Ekstreler [Protein] Eritme ¢ap1 Eritme alam
(pg/mL) (mm) (mm?”)
Serum fizyolojik 0 0 0
Ispanak (Yontem-IT) 7 0 0
70 20 314.00
7 0 0
Kara lahana (Y6ntem-II) 62 18 25434
135 36 1017.36
7 0 0
Briiksel lahanas1 (Y6ntem-T) 33 9 63.59
150 41 1319.85
7 0 0
Beyaz lahana (Yo6ntem-I) 165 45 1589.63
7 0 0
10 2 3.14
25 6 28.26
Paz1 (Y6ntem-II) 34 8 50.24
50 13 132.67
100 27 572.27
200 54 2289.06
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Pazi
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Sekil 3.3 : Protein konsantrasyonuna bagh fibrin plak caplan
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3.2.2. Protein Ekstrelerinin EEZ’ye Etkileri

EEZ testinde ekstreli PPP’ye ait degerlerin ekstresiz PPP’ye ait
kontrol degerlerine kiyasla euglobulin erime zamaninda ne kadar
kisalmaya neden oldugu belirlendi. beyaz lahana (7 pug/mL), kara lahana
(10 pg/mL), 1spanak (12 pg/mL), briikksel lahanasi (16.5 pg/mL ve 33
pg/mL) ve pazi (40 pg/mL) protein ekstrelerinin fibrinolitik sistem
uzerine aktive edici etkileri EEZ yontemiyle degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (n:7, Tablo 3.3). Paz1 (70 pg/mL),
kara lahana (135 pg/mL), ispanak (140 pg/mL), briiksel lahanasi (150
ug/mL), beyaz lahana (165 pg/mL) ve pazi (200 pg/ml) protein
ekstreleri anlamh etki gosterdi.

EEZ’yi 10742 + 24.43 dakikadan kara lahana (135 pg/mL)
ekstresi 64.71 + 22.57, 1spanak (140 pg/mL) ekstresi 64.85 + 23.90,
briiksel lahanasi (150 pg/mL) ekstresi 63.42 £ 19.72 ve beyaz lahana
(165 pg/mL) ekstresi 57.71 + 18.72 dakikalara kisaltti (n:7, Tablo 3.4).

Yine 107.42 £ 24.43 dakikadan pazi1 (40 pg/mL, 70 pg/mL ve 200
pg/mL) protein ekstreleri sirasiyla 94.28 £23.09, 77.00 + 19.46 ve 47.57

+ 18.38 dakikalara kisaltti (n:7, Tablo 3.5). Ayrica; paz1 (200 pug/mL)
protein ekstresinin tek olguda doza bagimli olarak EEZ’yi kisalttigi
goriildii (Tablo 3.6, Sekil 3.4).
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Tablo 3.3 : Cruciferae bitkileri ve ispanak protein ekstrelerinin diigik dozlarda EEZ’ye

etkisi (dakika)
Olgu | Yag K PPP+B.L |PPP+K. L.| PPP+I PPP +Br. L.

no PPP +SF | (7 pg/mL) | (10 pg/mL) | (12 pg/mL) | (16.5 pg/mL) (33 pg/mL)
1 20 90 88 87 87 86 80

2 20 92 90 90 90 87 83

3 20 94 92 91 91 89 84

4 21 95 94 93 92 90 85

5 35 98 97 96 95 923 83

6 53 120 117 116 115 113 106

7 55 158 156 155 155 153 146

106.71 104.86 104.00 103.57 101.57 95.28
+SD +2476 | + 2454 | 12444 +24.49 +24.48 + 2309
p<02

K : Kontrol, SF : Serum fizyolojik, B. L : Beyaz lahana (Yéntem-T), K. L. : Kara lahana

(Yontem-II), Br. L. : Briiksel lahanas1 (Yontem-I), I : Ispanak (Y 6ntem-IT)

Tablo 3.4 : Cruciferae bitkileri ve ispanak protein ekstrelerinin yiiksek dozlarda EEZ’ye

etkisi (dakika)

Olgu | Yas [PPP+SF|PPP+K.L.| PPP+I |PPP+Br.L.| PPP+B.L.

no (135 pg/mL) | (140 pg/ml) | (150 pg/mL)| (165 pg/mL)
1 |20 90 52 50 48 43
2 [25]| @ 54 53 50 45
3 |20 o4 56 55 52 47
4 [35] o8 40 40 56 51
5 |29 100 62 60 58 53
6 | 53| 120 82 90 78 70
7 | 55| 158 107 106 102 95

X 107.42 64.71 64.85 6342 57.71
+SD +2443 | + 2257 +23.90 +19.72 +18.72
p<0.01 P <0.001

K : Kontrol, SF : Serum fizyolojik, B. L : Beyaz lahana (Yontem-I), K. L. : Kara lahana

(Yéntem-II), Br. L. :Briiksel lahanasi (Yontem-1), 1 : Ispanak (Yontem-IT)
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Tablo 3.6 : *Paz1 protein ekstresinin tek olguda doza bagimli olarak EEZ’ye etkisi

Olgu | Yas |[PPP+SF| 40 pg/mL 70 pg/mL 200 pg/mL
no
1 20 920 78 68 33
2 25 92 80 64 35
3 20 94 78 67 37
4 35 98 86 70 41
5 29 100 89 72 43
6 53 120 108 78 60
7 55 158 141 120 84
107.42 94.28 77.00 47.57
+SD + 24.43 +23.09 + 19.46 +18.38
p<0.2 p <0.02 p <0.001

Konsantrasyon EEZ Aktivasyon Kisaltma
(ug/mL) (dakika) (%) (%)
200 94 49 51
100 144 74 26
50 169 87 13
20 179 92 8
10 189 97 3
0 194 100 0

*Pazi1 protein ekstresi Yontem-II’ye gore elde edilmisti.
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EEZ'de % kisaltma
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konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.4 : Paz1 protein ekstresinin tek olguda EEZ’ye doza bagimh etkisi
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3.3. Protein Ekstrelerinin Trombin Zamanina Etkileri

Trombin zamam testinde, ekstreli PPP’ye ait degerlerin ekstresiz
PPP’ye ait degerlere kiyasla pihtilasma siiresinde ne kadar uzamaya

neden oldugu belirlendi. Ekstrelerin trombin zamanina etkileri
istatistiksel olarak degerlendirildiginde beyaz lahana (0.35 ug/mL), kara
lahana (0.50 pg/mlL) protein ekstreleri az anlamh (Tablo 3.7), 1spanak
(0.60 pg/mL), briiksel lahanast (1.65 pg/ml), beyaz lahana (1.65
pug/mL), kara lahana (6.75 pg/mL) ve pazit (10.00 pg/mL) protein

ekstreleri anlamli bir uzamaya neden oldu.

Trombin zamanini kara lahana (0.35 pg/mL), ekstresi 15.42 +4.57
saniyeden 20.14 + 4.48 saniyeye, kara lahana (0.50 pg/mL) ekstresi ayni
degerden 20.71 4.60 saniyeye (Tablo 3.7), ispanak (0.60 pg/mL) ekstresi
14.14 + 5.01 saniyeden 21.28 + 3.68 saniyeye (Tablo 3.8), briiksel
lahanas1 (1.65 pg/mlL) ekstresi 17.14 £ 5.64 saniyeden 46.85 + 10.17
saniyeye (Tablo 3.9), beyaz lahana (1.65 pg/mL) ekstresi 15.42 + 5.38
saniyeden 44.71 + 6.21 saniyeye (Tablo 3.10) ve kara lahana (6.75
ug/mL) ekstresi 12.71 + 3.59 saniyeden 99.57 + 9.90 saniyeye (Tablo

3.11) ve pazi (10.00 pg/mL) ekstresi 16.57 £ 6.60 saniyeden 190.00 +
9.00 saniyeye (Tablo 3.12) uzatt1 (n:7).
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Tablo 3.7 : Beyaz lahana (0.35 pg/mL) ve kara lahana (0.50 pg/mL)
protein ekstrelerinin trombin zamanina etkisi

Olgu | Yas PPP + SF PPP + 'B.L. PPP +2K. L.
no (saniye) (saniye) (saniye)

1 27 10 15 16
2 23 13 15 15
3 27 13 19 18
4 20 13 18 20
5 20 16 24 25
6 26 20 25 25
7 21 23 25 26

X +SD 1542 + 457} 20.14 + 448 20.71 £+ 4.60

p< 0.05

Tablo 3.8 : Ispanak (0.60 pg/mL) protein ekstresinin trombin
zamanina etkisi

Olgu|{ Yas PPP + SF PPP + 3Ispanak
no (saniye) (saniye)
1 36 6 15
2 20 11 20
3 23 13 20
4 27 13 24
5 20 16 ' 20
6 26 20 24
7 24 20 26
X+SD 14.14 £ 5.01 21.28 + 3.68
p<0.02

1: Yontem-I, 2,3 : Yontem-II
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Tablo 3.9. Briiksel lahanasi (1.65 pg/mL)
protein ekstresinin trombin
zamanina etkisi

Tablo 3.10. Beyaz lahana (1.65 pg/mL) protein
ekstresinin trombin zamanina etkisi

Tablo 3.11. Kara lahana (6.75 pg/mL)
protein ekstresinin
trombin zamanina etkisi

Tablo 3.12. Paz1 (10.00 pg/mL)

protein ekstresinin
trombin zamanina etkisi

Olgu | Yag |PPP+ SF|PPP + Br. L. Olgu | Yag| PPP+SF | PPP+ B L.
no (santye) (saniye) no (santye) (saniye)
1 27 10 40 1 35 10 40
2 27 13 36 2 20 11 40
3 23 13 37 3 23 11 47
4 20 16 50 4 23 13 43
5 26 20 65 5 26 20 38
6 21 23 50 6 24 20 50
7 25 25 50 7 21 23 55
17.14 46.85 1542 4471
+ 3D t 5.64 +10.17 + 5D * 538 +6.21
p <0.001 p <0.001

Olgu| Yag | FPP + SF|PFP + K L. Olgu | Yag | PPP + SF | PPP + Pan
no (saniye) | (saniye) no (saruye) (saniye)
1 35 10 90 1 36 ] 180
2 20 11 100 2 20 13 190
3 23 11 100 3 23 13 180
4 | 23 11 110 4 20 16 200
5 21 11 115 5 26 20 200
6 | 26 15 90 6 | 21 23 180
7 | 24| 20 92 7 | 25 75 130
1271 99.57 16.57 + 188.57
+ SD +3.59 +9.90 + SD 6.60 + 9.00
p <0.001 p <0.001
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Beyaz lahana, kara lahana, pazi ve britksel lahanasi protein

ekstrelerinin ¢gimlendirilmis fasiilye ve mercimek filizlerinde uzamayi

durdurduklan veya yavaslattiklart yani mitoz boliinmeyi inhibe ettikleri

belirlendi (Tablo 3.13, Resim 3.1).

Tablo 3.13 : Lahana ve pazi protein ekstrelerinin mitoz béliinmeye etkleri

Ekstreler °B. lahana 1X. lahana 2Paz1 3Br. lahanast
(7 pg/mL) (10 pg/mL) (10 pg/mlL) (33 pg/mL)
Giin 5.16.17 5.(6.17.18 |5 ]16.17.18.15.]16.17.18
Fasiilye F 31416 21416 2141516714116 18
I
L 31414 21213 21212121719110}10
I
_ Z
Mercimek | B 31415 21416 215171915171 9111
(9]
Y
U 31414 21213 212)121215161616
(cm)

K : kontrol, D : deney, 0,3 : Yontem-I, 1,2 : Yontem-II
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fasiilye mercimek

mercimek fasiilye

Resim 3.1 : Protein ekstrelerinin mitoz béliinmeye etkileri. A. Beyaz lahana, B : Kara lahana, C
: Pazi, D : Briiksel lahanasi, k : kontrol, d : deney, A,D : Yontem-1, B,C : Yontem-1I
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3.5. Protein Ekstrelerinin Molekiiler AZurliklar

Diisiik molekiiler agirhkli protein standart kangmm kullamilarak
yapilan SDS-PAGE analizinde, beyaz lahanaya ait 61.200 ve 9.300 Da,
briiksel lahanasimna ait 61.200 ve 16.400 Da, kara lahanaya ait 60.000,
57.300 ve 53.400 Da, paziya ait 55.700, 42.600 ve 31.000 Da ve
ispanaga ait 34.000 Da molekiiler agirhikta protein bandlar belirlendi
(Sekil 3.5,3.6).

4,9 -
4.8 -
z47 -
5 4,6 -
54,5 -
% 4,4 -
243
84,2
41 -

4 , —

0 0,5 1

Rf
y = -0,9854x + 4,9549
R? = 0,9846

Sekil 3.5 : SDS-PAGE protein standart kansimlarimin molekiiler agirhiklan ile
Rf degerleri arasindaki iliski
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Sekil 3.6 : Protein standartlarina ve érneklere ait SDS-PAGE bandlan
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TARTISMA ve SONUC

Yapilan ¢aligmalarda, beyaz lahananmm ve kara lahananin
antiagregan, fibrinolitik, antitrombinik ve sitolitik etkileri gosterilmistir
(1,3,5,47). Literatiirde, beyaz lahana tohumundaki 10.000 Da molekiiler
agirliktaki bir proteinin Stuart faktorii, trombin ve plazmine baglanarak
antikoagiilan etki gosterdigi bildirilmistir (49). Beyaz lahana suyunun
doku kiiltiiriinde yetistirilen sigan embriyoblast fibroblast hiicrelerinde
bozulmalara yol agtigi da belirtilmigtir (50). Sitolitik etkiden sorumlu

etken maddenin yapis1 belirlenememistir (51).

Yurtsever ve arkadaslarinin yaptiklari calismalarda, asetonla
¢Oktiiriilmiis beyaz lahana ve kara lahana protein ekstrelerinin ADP ile
indiiklenen trombosit agregasyonunu (I. ve II. dalga) inhibe ettikleri
bulunmugtur (1,3,5). Aymi ekstrelerin fibrin plakta erime alanlan
olusturarak ve EEZ’yi sirasiyla beyaz lahana ekstresinin 134.20 + 15.65
dakikadan 116.90 + 12.16 dakikaya ve kara lahana ekstresinin 133.25 +
16.69 dakikadan 118.30 £ 13.22 dakikaya kisaltarak fibrinolitik aktivite
gosterdikleri gorilmiigtiir (1,3,5). Trombin zamanimi beyaz lahana
ekstresinin 10.80 £ 1.60 saniyeden 16.40 £ 1.68 saniyeye ve kara lahana
ekstresinin 11.40 + 1.93 saniyeden 16.65 + 2.17 saniyeye uzatarak
antitrombinik etki gosterdikleri belirlenmistir (1,3,5). SDS-PAGE
analizinde kara lahana ekstresine ait 63.000 Da molekiiler agirlikta tek

protein bandi gozlenmistir (3).

Bu caligmada da asetonla ¢oktiiriilmiis beyaz lahana ve briiksel

lahanas1 ile amonyum siilfatla ¢éktiiriilmiis kara lahananin ve pazi
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protein ekstrelerinin doza bagimli olarak ADP ile indiiklenen trombosit
agregasyonunu inhibe ettikleri, doza bagimli olarak fibrin plakta erime
alanlar1 verdikleri ve EEZ’yi sirasiyla 107.42 + 24.43 dakikadan beyaz
lahana ekstresinin 57.71 * 18.72, briiksel lahanasi ekstresinin 63.42 +
19.72, kara lahana ekstresinin 64.71 + 22.57 ve pazi ekstresinin 47.57 +
18.38 dakikalara kisalttiklar1 goériildii. Trombin zamanini beyaz lahana
ekstresinin 15.42 * 5.38 saniyeden 44.71 + 6.21 saniyeye, briiksel
lahanas1 ekstresinin 17.14 £ 5.64 saniyeden 46.85 *+ 10.17 saniyeye,
kara lahana ekstresinin 12.71 £ 3.59 saniyeden 99.57 £ 9.90 saniyeye ve
paz1 ekstresinin 16.57 * 6.60 saniyeden 188.57 * 9.00 saniyeye
uzattiklan belirlendi. Protein ekstrelerinin nemli pamukta ¢imlendirilen
fasiilye ve mercimek filizlerinde biylimeyi yavagslattiklan veya
durdurduklan gozlendi. Ispanak ekstresinin ise sadece fibrinolitik ve
antitrombinik etkileri belirlenebildi. SDS-PAGE analizinde beyaz
lahana, briiksel lahanasi, kara lahana, pazi ve ispanak ekstrelerine ait
sirasiyla 61.200 ve 9.300 Da; 61.200 ve 16.400 Da; 60.00, 57.300 ve
53.400 Da; 55.700, 42.600 ve 31.000 Da ile 34.000 Da molekiiler

agirliktaki protein bandlan gézlendi.

Sonu¢ olarak; beyaz lahana, briiksel lahanasi, kara lahana ve pazi
ekstrelerinin antiagregan, fibrinolitik, antitrombinik ve antimitotik
aktivite gostermeleri yoniinden Onceki c¢aligmalara uygunluk
gosterdikleri ve bu etkilerden sorumlu etken madde/maddelerin protein

yapisinda olduklar: anlagilda.

Ispanak ekstresinin ise antiagregan ve antimitotik aktiviteleri

aragtirilacaktir.
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