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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Scleroderma verrucosum, Sarcodon imbricatus ve Cantharellus cibarius
MANTARLARININ SIGIR KARACIGERI ALDOZ REDUKTAZ ENZIM
AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sercan CADIRCI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr.Ozlem YILDIRIM

Calismalarda Scleroderma verrucosum, Sarcodon imbricatus ve Cantharellus cibarius
mantarlarinin  ekstraksiyonu metanol ¢ozgeni ile gergeklestirilmis, Cantharellus
cibarius mantar 0zutinde c¢o6zinmeden kalan fraksiyonlar icin etanol c¢6zgeni
kullanilmigtir. Mantarlarin toplam polifenol miktar1 Folin-Ciocalteu metodu, toplam
flavonoid miktar1 ise Aliminyum Klorir Kolorimetrik metodu kullanilarak
hesaplanmistir. Deneylerde kullanilan AR enzimi normal sartlarda yetistirilen sigirlarin
karaciger dokusundan izole edilmistir. Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan
AR enziminin aktivitesi spektrofotometrik metodun bazi modifikasyonlarla
gelistirilmesi sonucu olusturulan analiz metodu ile tayin edilmistir Bu yontemde,
substrat olarak kullanilan DL-Gliseraldehit, AR enzimi tarafindan gliserole
indirgenmektedir. Ayn1 zamanda, AR enziminin kofaktorii olan NADPH da NADP™ ‘ya
okside edilmektedir. NADPH’1n oksidasyonu SpectraMax M2 mikroplaka okuyucusu
kullanlarak 340 nm dalga boyunda takip edilmistir. Scleroderma verrucosum, Sarcodon
imbricatus ve Cantharellus cibarius *dan ekstre edilen Ozltlerin aldoz reduktaz enzim
aktivitesi tzerine olan etkileri in vitro incelenmistir.

Ekim 2014, 45 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aldoz rediiktaz, Scleroderma verrucosum, Sarcodon imbricatus,
Cantharellus cibarius, polifenol, flavonoid



ABSTRACT
Master Thesis

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF Scleroderma verrucosum, Sarcodon
imbricatus and Cantharellus cibarius MUSHROOMS ON THE BOVINE LIVER
ALDOSE REDUCTASE ENZYME ACTIVITY

Sercan CADIRCI
Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof.Dr. Ozlem YILDIRIM

Scleroderma verrucosum, Sarcodon imbricatus and Cantharellus cibarius mushrooms
were extracted with methanol solvent and insoluble fractions for Cantharellus cibarius
was treated with ethanol solvent. Total polyphenol content were calculated with Folin-
Ciocalteu method and total flavonoid content was determined with Aluminiun-Chloride
Colorimetric method. The AR enzyme was isolated from bovine liver. The aldose
reductase enzyme activity was determined by spectrophotometric method which was
developed with some modifical changes. In this method, DL-Glyceraldehyde, the
substrate, is reduced to glycerol by aldose reductase enzyme. Also, the cofactor,
NADPH is oxidised to NADP*. The oxidation of NADPH was followed with
Spectramax M2 Microplate Reader in 340 nm wave length. The effects of the extracts
of Scleroderma verrucosum, Sarcodon imbricatus and Cantharellus cibarius on the
bovine liver aldose reductase enzyme activity was analysed in vitro.

October 2014, 45 pages

Key Words: Aldose reductase, Scleroderma verrucosum, Sarcodon imbricatus,
Cantharellus cibarius, polyphenol, flavonoid
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1. GIRIS

Mantarlar, ¢ok eski ¢aglardan bu yana besinsel ve tibbi etkinleri sebebiyle deger
gormektedir. Ozellikle Dogu Medeniyetleri ve Uzak Dogu (lkelerinde bulunan
mantarlarin ¢esitli hastaliklara karsi geleneksel metodlar kullanilmasi ile baslayan
tarihsel gegmis, ginimizde tiim diinyada yapilan bilimsel ¢alismalarla desteklenerek

genis bir yelpazeye yayilmistir.

Kronik hastaliklar tim diinyada siiregelen agir bir yiik olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Son yillarda tedavi siire¢lerinde konvensiyonel tedavilerle birlikte destekleyici terapilere
ve dolayisiyla dogal besinsel kaynaklara olan ilgi artmaktadir. Mantarlar da bu dogal
kaynaklardan birisi olup, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, kanser tipleri, diabet gibi
bircok hastalikla olusan komplikasyonlarda, anti-inflamatuvar, antioksidan, antitimaor
ve noroprotektif etkileriyle tedaviye yardimci olmaktadir. Yapilarinda bulunan
polisakkaritler, proteinler ve lipitler gibi yuksek molekil agirlikli bilesikler ile,
terpenoid, alkaloid, sterol ve fenolik bilesikler gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesikler
araciligiyla gosterdikleri terapotik aktivitelerinin yani sira, tedavi sureclerinde yan
etkileri azaltmasi1 ve biyolojik cevap mekanizmalarint modifiye etmesi ile de dikkat

cekmektedirler.

Diyabetik rahatsizliklarla ve ¢ok sayida kanser tipi ile iligkilendirilen ve polyol
metabolik yolagimin ilk asamasimi katalizleyen aldoz rediiktaz (AR) enziminin
inhibisyonuna dair gunimizde ¢ok sayida caligma yapildigi goriilmektedir. Bununla
birlikte bu enzim ailesinin Uyelerinin bircok kanser tipinde de degisen aktiviteler
gosterdigi belirtilmistir. Bu enzimin aktivitesini degistirebilecek potansiyel maddelere
ithtiya¢ vardir. Bu nedenle aldoz rediiktaz enziminin aktivitesini degistirebilecek bir
maddeye ulasmak amaci ile planladigimiz tez calismamizda, polifenol ve flavonoid
bilesikleri igeren Sarcodon imbricatus, Cantharellus cibarius ve Scleroderma
verrucosum mantar 6zutlerinin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi uzerine etkileri in vitro

ortamda arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERi

2.1 Sarcodon imbricatus (L.) P. Karst.

Fruktifikasyon organi, sapka ve sap olarak ayrilir. Sapka, 70-200 mm ¢apinda, gencken
konveks iken gelisme ilerledikge diizlesir ve merkez bolgesi ¢ukurlasir. Agik veya siitlii
kahve zemin uUzeinde koyu kahverengi ¢ikintilar bulunur. Sap, 50-70 x 20-40 mm,
silindirik veya klavat, sapla ayni renktedir. Himenyum, disli, agiktan koyu kahverengiye
degisen tonlardadir. Etli kisim, beyaz veya krem rengindedir. Sporlar, 6-7 X 5-6 um,
genisge eliptik, tiiberkiillii, piiriizsiiz ve renksizdir. Bazidiyum, 30-40 x 7-8 pm, klavat
ve 4 sporludur. Yaz ve sonbahar aylarinda konifer ormanlarda toprak tizerinde gelisir ve

yaygin bir tiirdiir (Breitenbach ve Kréanzlin, 1986).

Lokalite: Trabzon, Uzung6él Doga Parki, Ladin ormani, toprak {lizeri, 1610 m,
06.10.2010, Akata 3224.

Sekil 2.1 Sarcodon imbricatus (L.) P. Karst (Akata vd. 2014)



2.2 Cantharellus cibarius Fr.

Fruktifikasyon organi, sapka ve sap olarak ayrilir. Sapka, 30-100 mm ¢apinda, yumurta
saris1 veya turuncu renkli ve huni seklindedir. Sap, 30-70 x 5-30 mm, sapkayla ayni
renkte, silindirik, bazen sap tabanina dogru incelir. Himenyum catallanmis damarli,
yumurta sarisi renktedir. Etli kisim, beyazimsi-agik sar1 renklidir. Sporlar, 8-9 x 5 um,
eliptik, purtizsiuz ve renksizdir. Bazidiyum, 60-80 x 6-8 um, klavat ve 4 sporludur. Yaz
ve sonbahar aylarinda konifer ve yaprak doken ormanlarda toprak iizerinde gelisir ve

yaygin bir tiirdiir (Breitenbach ve Kranzlin 1986, Pegler vd. 1997).

Lokalite: Trabzon, Besikdiizii, Aksakli koyii, findik bahgesi, toprak tzeri, 170 m,
08.11.2009, Akata 3012.

Sekil 2.2 Cantharellus cibarius Fr. (Akata vd. 2014)



2.3 Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers.

Fruktifikasyon organi, 3-4 cm c¢apinda, kiiremsi, genellikle tepe kismi hafifce
yassilasmistir. Taban bdlgesinde sap benzeri bir yapir bulunur. Yiizey, sarimsi
kahverengiden kahverengiye degisen tonlarda olup lizerinde kahverengimsi pullar
bulunur. Gleba, yesilimsi kahverengidir. Sporlar, 11-13 um, kiiremsi, sigilli ve koyu
kahverengidir. Yaz ve sonbahar aylarinda 6zellikle kumlu topraklarda, ormanlik ve
calilik alanlarda tek tek veya gruplar halinde gelisir. Yaygin bir tiirdiir (Breitenbach ve
Kranzlin 1986, Akata 2004, Akata vd. 2014).

Lokalite: Trabzon, Yomra, Giilyurdu koyii, yol kenari, toprak tizeri, 430 m,
13.09.2010, Akata & Yuzun 720.

Sekil 2.3 Scleroderma verrucosum (Bull.) Pers. (Akata vd. 2014)



2.4 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikaller, herhangi bir atom ya da molekiiliin en dis orbitalinde ortaklanmamig
elektron bulundurmasi durumu olarak tanimlanir ve bu bilesikler genellikle stabil
olmayip oldukga reaktiftirler. Molekiler oksijenden tireyen serbest radikaller canli
sistemlerde Uretilen radikal turlerin dnemli bir smifin1 olustururlar. Serbest radikaller
aerobik hiicrelerin dogal metabolizmasi sonucu, 6zellikle reaktif oksijen turlerinin
varhiginda (ROT) diretilirler. Bu iiretimin neticesinde ¢ogu serbest radikal, hiicresel
antioksidan savunma mekanizmalar1 ile noétralize edilir. Normal organizma
fonksiyonlarmin gergeklestirilmesinde serbest radikal dretimi  ve antioksidan
mekanizmalar arasindaki dengenin devamliligi biiyiilk 6nem tasimaktadir (Valko vd.

2007).

Oksidatif stres asir1 egzersiz ya da inflamasyon siireci gibi dogal nedenlerden, ya da
ksenobiyotiklerin varligi ve c¢esitli hastaliklar gibi dogal olmayan nedenlerden
kaynaklanabilir (Sekil 2.5). Serbest radikallerin kontrolsiiz Gretimi, kanser, diyabet,
siroz, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norobiyolojik bozukluklar gibi durumlarla ve

yaslanma ile iliskilendirilmektedir (Barja 2004).

Nedenler — Sonuglar

e Hedefler

Cevresel Etkenler

Proteinler Kardiyovaskiiler hastaliklar

Tlaglar

Serbest
Radikaller

Membran Lipidleri ! Narolojik bozukluklar

Agin Egeersiz Karbonhidratlar Diabet

Metal iyonlan Niikleik Asitler Kanser

Radyasyon Artrit

Yaglanma siireci

Sekil 2.4 Serbest radikallerin tiretiminin temel sebepleri, oksidatif stres ile iligkili
muhtemel hiicresel hedefler ve sonuglar (Barja 2004).



Cesitli sebepler nedeni ile serbest radikallere maruz kalinmasi, organizmalarin bir dizi
savunma mekanizmasi gelistirmesine yol agmistir. Bu korunma durumu aerobik yasam
kosullarinda oksijen radikallerinin varliginin kac¢iilmaz olmasi nedeniyle olusmus
evrimsel  bir yamttir. Bu mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
mekanizmalar1 (Sekil 2.6) olarak siniflandiriimaktadir (Cadenas vd. 1998). Hem
intraseltler hem de ekstraseliler ortamlarda, organizmada ¢ok sayida endojen enzimatik
antioksidan savunma mekanizmalar1 goriiliir. Enzimatik olanlara 6rnek olarak SOD
(superoksit dismutaz), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz
(GR) verilebilir. Endojen enzimatik olmayan antioksidan savunucular ise glutatyon
(GSH), a-tokoferol (vitamin E), askorbik asit (vitamin C) ve lipoik asit seklindeki

orneklerle ¢ogaltilabilir ( Fang vd. 2002, Lee vd 2004, Valko vd. 2007).
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Sekil 2.5 Reaktif Oksijen Turleri ve Reaktif Nitrojen Tiirlerinin dahil oldugu temel
reaksiyonlar ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
mekanizmalarina genel bakis (Ferreira vd. 2009)



2.5 Biyoaktif Mantar Metabolitleri

Mantarlar, tibbi faydalarindan dolay1 fonksiyonel gidalar olarak giiniimiizde oldukga
cazip bir konumdadir. Mantarlarin biyoaktif bilesenleri, siklikla meyve bolimiinden
iiretilmektedir. Bunun yami sira sivi kiiltiir ve besiyerlerinde miselyumdan da iiretim

yapilarak biyoaktif metabolitler elde edilebilmektedir (Chang 1996).

Mantarlar, kimyasal kompozisyonlarda ¢ok sayida diisik molekiiler agirlikli
poliksakkaritler, triterpenoidler, steroidler ve fenolik bilesikler tretmektedirler
(Zaidman vd. 2005, Erkel ve Anke 2008, Ferreira vd. 2010). Bu bilesikler, aminoasit
tirevli yolaklar, shikimik asit yolagi, asetat-malonat yolagi, mevalonik asit yolagi ve
polisakkaritler ile peptidopolisakkarit yolaklarinin birincil metabolizmalarindan ara
tiriinlerin tiirevleri seklinde meydana gelir. Tibbi mantarlardan izole edilen ¢cogu diisiik
molekiiler agirlikli biyoaktif bilesik, NF-kB, MAP Kinaz, hiicre differansiyasyonu,
anjiogenez, karsinogenez ve metastaz gibi sireglere dahil olarak etki gosterir (Petrova
vd. 2008, Zhong ve Xiao 2009).

2.5.1 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, aromatik yapida, hidroksillenmis yani; bir ya da daha fazla hidroksil
grubu ile yine bir ya da daha fazla aromatik halka tasiyan, terapotik olarak kullanilan
yararli biyoaktif bilesiklerdir (Apak vd. 2007). Fenolik bilesikler, shikimat ve asetat
yolaklarinin iriinleri olarak meydana gelip fenolik asitler, fenilpropanoidler,
flavonoidler gibi basit molekullerden lignin, tanin ve melanin gibi ylksek polimerize
bilesiklere kadar ¢esitlilik gosterirler. Yaygin olarak goriilen flavonoidler genis alt
gruplara ayrilir. Bu polifenol igeriklerin, ateroskleroz ve kanser olusumunu engelledigi

bildirilmistir (Bravo 1998, Apak vd. 2007).

Mantarlardaki temel fenolik bilesikler, fenolik asitlerdir. Fenolik asitler hidroksibenzoik
asitler ve hidroksisinnamik asitler (Cizelge 2.1) olarak 2 temel gruba ayrilir.

Hidroksibenzoik asit tirevleri mantarlarda yaygin olarak polimerik yapida yer alirlar;



ligninler ve hidrolize edilebilir taninler gibi kompleks yapilarin tipik  bilesenini
olustururlar. Ayrica bitkisel gidalarda seker ve organik asitlere bagli sekilde de
bulunabilirler. Hidroksisinnamik asit tlrevleri de temel olarak polimerik formda
bulunurlar. Tartarik ve quinik asitler gibi organik asitlerle iliskilendirilebilmesine
ilaveten, seliiloz, lignin ve proteinler gibi hiicre duvari yapisal bilesenlerine de baglh

bulunurlar (Liu vd. 2004).

Cizelge 2.1 Mantarlarda bulunan bazi benzoik asit ve sinnamik asit tiirevlerinin
kimyasal yapis1 (Ferreira vd. 2009)

Benzoik Asit
Tirevleri X R! R? R? R4
Gallik Asit COOH H OH OH OH “-;} !.»"‘
[ f_.} X
Gentisik Asit COOH OH H H OH \—5’
H;
WVanilik Asit COCOH |H QOCHs OH H
Sinnamik Asit
Tiirevleri X R R? R? R4 BoOR
_. .||
Kaffeik Asit H H OH OH H Ry CH=0—C
e [ ¥
Ferulik Asit H H CH-0 OH H R
Sinapik Asit CH-0D H CH-0 OH CH-0

Polifenollerin genel olarak serbest radikalleri temizlemesi belli metal selat
reaksiyonlarmmin  uyarilmasina dayandirilir.  Saghkli  metabolik  fonksiyonlarin
gergeklestirilebilmesi igin reaktif oksijen tiirlerinin kaldirilmasi gerekir. ROS’larin
konsantrasyonlarinin azaltilmas1 iyon tasima sistemleri ve redoks sinyallesme
streclerini olumlu etkiler (Hall 2001). Polifenolik antioksidanlar, oksidatif stresi zincir
kirma reaksiyonlari ile ortadan kaldirirlar. Bu reaksiyonda radikale hidrojenin dahil
olmast soz konusudur. Dolayisiyla fenolik antioksidanlarin zincir reaksiyonunu

sonlandirma reaksiyonlar1 asagidaki sekilde gosterilebilir:

R'+ POH — R-H + PO’



Sonu¢ olarak dogal fenolik antioksidanlarin etkisi; radikal reaksiyonlarda fenolik
hidrojenin dahil olmasi ile bu reaksiyonlar sirasinda dogal antioksidan olusumunun
kararliig1 ve kimyasal yapidaki yer degistirmelere bagli olarak degisir. Bu yer
degistirmeler radikal reaksiyonlarin kontrolii i¢in 6nem arz etmektedir (Wright vd.

2001).

2.5.2 Flavonoidler

Flavonoidler C6-C3-C6 karbon iskeleti ile karakterizedir. Bu bilesiklerin temel yapisi,
15 karbonlu halkasal yapiya fenolik hidroksillerin baglanmasi ile olusur. Heterosiklik
karbon halkasimin genel yapisindaki farkliliklardan dolay1 flavonoidler; flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, antoksaninler ve izoflavonoidler olarak siniflandirilabilir

(Sekil 2.7) (Iwashina 2000).

Flavonoidlerin sagliga yararli bir¢ok etkisi tanimlanmistir. Bu antioksidan, anti-
inflamatuvar ve anti-proliferatif etkiler; biyoaktif enzimlerin inhibisyonu ya da
detoksifiye edici enzimlerin tetiklenmesi ile iliskilendirilir (Le Marchand vd. 2008).
Flavanoidler, DNA hasarina yol agan ve tiimor gelisim tetikleyicisi olan tekli oksijen
molekiilleri ile ¢esitli serbest radikallerin ve ¢ok sayida oksitlenmis molekiiliin yiiksek

etkinlikte temizleyicisi olarak gosterilmektedir (Wright vd. 2001).
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Sekil 2.6 Mantarlardaki flavonoidlerin kimyasal yapilar1 ( Ferreira vd. 2009)
2.6 Aldoz Rediiktaz

Aldoz rediiktaz (AR, EC: 1.1.1.21), indirgenmis formdaki NADPH’1 kofaktor olarak
kullanan ve aldo-keto rediktazlar stiper ailesine dahil monomerik bir enzimdir.
(Srivastava vd. 2005). Huicre sitozoliinde yer alan enzim yaklasik 36 kDa agirliginda
olup 325 aminoasit dizisinden olusmaktadir (Kumar ve Reddy 2007).

2.6.1 Aldoz rediiktaz enziminin yapisi ve islevi

Aldo-keto rediiktaz siiper ailesindeki diger enzimler gibi, aldoz rediiktaz da o/ B fig1
modelindedir. (Sekil 2.8 ) Bu modelin merkezinde birbirinin ucuna eklenmis olarak
bulunan sekiz beta zincirinin etrafini, sekiz alfa heliksin sarmasiyla (o/ B)s fic1 yapisi

olusmaktadir (Jez vd. 1997, Bohren vd. 2005).
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Aldoz redlktaz, glukoz metabolizmasindaki polyol yolaginin ilk ve hiz kisitlayici
basamagini olusturan glukozun ¢evrimini katalizler. Polyol yolu (Sekil 2.9) glukozun
sorbitole doniisiimiinii saglayan sorbitol dehidrogenaz ile tamamlanir ve bdylelikle
NADPH’1n kullanim1 ve NADH’1n iiretimiyle birlikte polyol yolunda, glukoz fruktoza
cevrilmis olur (Petrash 2012).

Sekil 2.7 Aldoz Rediiktaz Enziminin Ug Boyutlu Yapist
(http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/genomes/date/1ads.html)
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Aldoz rediiktaz Sorbitol Dehidrogenaz

Glukoz ﬁ Sorbitol /—_\:- Fruktoz

NADPH NADP NAD" NADH

Sekil 2.8 Polyol metabolik yolunun ilk iki basamagi (Lee vd. 2008 )

2.6.2 Aldoz rediiktaz enziminin diyabetik komplikasyonlarla iliskisi

Normal sartlarda, glikolizde, glukoz molekiilii, heksokinaz enzimi araciliyla
fosforillenerek glukoz-6-fosfata doniisiiriiliir. Bu kosullarda aldoz redlktaz enziminin
glukoz icin afinitesi oldukea diisiik oldugundan, fosforilize olmamis glukozun yaklasik
% 3’1 polyol yolagina dahil edilerek sorbitol ve fruktoza metabolize edilir. Olusan
sorbitol bobreklerde osmotik diizenlemeyi saglarken, fruktoz ise sperm hiicrelerine
enerji kaynagi olarak hizmet eder (Sekil 2.10). (Yabe-Nishimura 1998,
Balasubramanyam vd. 2002, Kumar ve Reddy 2007).

Kan sekerinin normal seviyesinin ¢ok iizerine ¢iktig1 durumlarda g¢esitli dokularda aldoz
rediktaz aktivitesi artar (Chan vd. 2000, Gugliucci 2000, Setter vd. 2003). Bu durumda
heksokinaz enzimi doygunluga ulastig1 i¢in toplam glukozun % 33’1 polyol yolu ile
metabolize  edilir  (Balasubramanyam vd. 2002). Dolayisiyla  diyabetik
komplikasyonlarin meydana gelmesinde glukozun aldoz rediktaz enzimi tarafindan
artan kullanimi1 6nemli rol oynar (Chandra vd. 2002). Enzim glukozu sorbitole ¢evirir
ve sorbitol hiicre zarindan gegemedigi i¢in hiicre igerisinde birikerek insuline bagimh
olmayan periferal sinir hiicreleri, retina ve bobrek dokularina zarar verip diyabetik

komplikasyonlarin olusumuna zemin hazirlar (Tanimoto vs. 1998, Nakano vd. 2003).
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Sekil 2.9 Aldoz rediktaz enziminin glukoz ile iligkisi

(http://pharmrev.aspetjournals.org/content/50/1/21/F1.expansion
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a0/Glycolysis.svq)

Ote yandan aldoz rediiktaz enziminin aktivitesinin asir1 artis1 ile hiicre igerisindeki
NADPH ve NADH koenzimlerinin miktar1 da degiserek, antioksidan savunma

mekanizmalarina ait enzimlerin gen ifadesi engellenir. Bu durumda huicrede oksidatif

stres olusur (Larkins vd. 1992, Hodgkinson vd. 2003).

Lens dokusunda meydana gelen oksidatif stres, polyol yolaginin aktivasyonu ile
NADPH konsantrasyonunun ve glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin azalmasindan
ileri gelir (Kubo vd. 1999). Epitel hiicrelerde olusan oksidatif stres ve peroksidasyon ile

meydana gelen toksik aldehitler ile doku zarar goriir ve opaklasma meydana gelir.
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Aldoz rediktaz enziminin bir inhibitori olan Genistein’in, hicresel GSH seviyesini
artirarak bu durumu diizelttigi bildirilmistir (Kim vd. 2008).

Kataraktogenez
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Oksidatif Stres
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Sekil 2.10 Aldoz rediiktaz enziminin diyabetik komplikasyonlarla iliskisine genel bakis
(Srivastava vd. 2005)

Diyabetik noropati, periferal sinir kayiplariyla ilgili semptomlarla kendini gosteren bir
hastaliktir (Fowler 2008). Patolojik karakterizasyonu agri, hastaliklara duyarhilik, sinir
ve duyu kayiplar ile iliskilendirilir. (Yagihashi vd. 2007). Glukoz konsantrasyonunun
artmasi ile aktive olan polyol metabolik yolagi ve dolayisiyla hiicre igerisinde biriken
fruktoz ve sorbitol, sodyum ile beraber hiicreye alinan miyoinozitoliin hiicredeki
konsantrasyonunu azaltir. Bu sebeple miyoinozitoliin metaboliti olan fosfoinositid
seviyesindeki azalma nedeniyle sinyal yolagi bozulur, Na/K ATPaz aktivitesi azalir ve

sinirsel iletim hiz1 yavaslar ( Podwall ve Gooch 2004).
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Diyabetik nefropati, bobregi besleyen damar sistemindeki hasarlar ile olusur. Bu hasar
verici siireg ilerlediginde bobrek yetmezligi gelisir (Dunlop 2000, Lehman 2000).
Diyabetik nefropatinin ilerlemesinde hiperglisemi araciligiyla aktiflesmis polyol yolagi,
protein kinaz C yolagi, enzimatik olmayan glikasyon ve oksidatif stres yolaklar1 etkili

olmaktadir (Kikkawa vd. 2003).

2.6.3 Aldoz rediktaz enziminin kanserle iliskisi ve aldoz rediiktaz inhibitorleri

Aldoz rediiktazin ¢esitli organlardaki islevi, lipid aldehitler ve bunlarin glutatyon-
konjugatlan ile iligkisi ve inflamasyondaki rolii, bu enzimin diabetik komplikasyonlar
disinda bir ¢ok hastalik mekanizmasina dahil oldugunu desteklemektedir (Srivastava vd.
2007). Cogu bulgu AR’1n alkolik karaciger sirozu, kalp rahatsizliklari, miyokardiyal
iskemi, vaskiiler inflamasyon ve kanser hastaliklarinda bir cok oksidatif stres ve
inflamasyon iligkili patolojik kosullarda asir1 diizeyde ifadelendigini gostermektedir.
(Zeinal-Eberhart vd. 1994, Horton vd. 1997, Ruef vd. 2000, Ramana vd. 2002).Ornegin
normal karacigerde AR ekspresyonu diisiik iken, alkole bagli olarak gelisen karaciger
rahatsizlig1 olan hastalarin immiinoreaktivitesi, TNF-a gibi oksidatif stres ile iliskili

sitokinlerin salinimi nedeniyle artmaktadir (Tammali vd. 2011).

AR enziminin akciger, meme, prostat, serviks, ovaryum ve kolon kanserlerinde ifade
edilme dizeyinin azaltilmasi 6nem tasimaktadir. Yapilan arastirmalarda timorli
bolgelerde, timor tasimayan dokulara gore enzimin spesifik aktivitesi daha yuksektir
(Sarawat vd. 2006).

AKR1B10, bir aldo-keto rediktaz ailesi enziminin serviks kanserinde ekspresyonu,
ameliyat sonrasi tiimor niikksetmesi ve skuamoz hicre karsinomunu keratinizasyonu ile
iliskilendirilerek kanitlanmistir (Yoshitake vd. 2007). Yapilan bir diger caligmada
Engelbreth-Hom-Swarm tiimor hiicrelerinden AR enzimi saflastirilmistir. Arastirma
bulgular1 blytme faktorleri, sitokinler ve kemokinlerin, reaktif oksijen tirlerinin
olusumu ile hiicre tipine gore degiserek biiylime ya da apoptozun indiiklendigi
gostermektedir. Reaktif oksijen tirleri, NF-kB ve Aktivatér Protein 1 (AP1)
transkripsiyonunu aktive eden, protein kinaz C (PKC), fosfolipaz C (PLC),
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diagilgliserol (DAG), fosfoinositid-3-kinaz (PI3k) sinyal yolaklarini aktive ederek

kanserli hiicre ¢ogalmasina neden olur. (Srivastava vd. 2005, Ramana vd. 2006).

AR’ oksidatif stres ile iliskili kanserlesme siirecine arabuluculuk ettigi yolak (Sekil
2.12) detaylica incelendiginde biiytime faktorleri ve sitokinler NADPH oksidazlar
araciligt ile reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu baslatmakta ve membranin
peroksidasyonuna neden olarak lipid aldehitlerin meydana gelmesine neden olmaktadir.
AR, bir toksik lipid aldehit olan glutatyon bagli 4-hidroksi-trans-2-nonenol (HNE)’un
1-4-dihidroksinonen(DHN)’e indirgenmesini katalizlemektedir. GS-DHN’de redoksa
duyarli transkripsiyon faktorleri olan NF-kB ve aktivator protein 1’1 protein kinaz
kaskad reaksiyonlar1 ile aktive etmektedir. Aktive olan transkripsiyon faktorleride
cekirdek igerisine translokasyon gergeklestirerek kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, epitelyal
anomaliler ve kanser siirecinin baglamasina sebep olmaktadir (Tammali vd. 2011). Tum
bu sebepler dogrultusunda AR’in inhibisyonu, inflamatuvar marker olan
prostaglandinler ve transkripsiyon faktorlerini aktive eden ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
enzim aktivitesi artiran bliyiime faktorleri, kemokinler ve lipid peroksidaz sinyallerinin
onlenmesi agisindan oldukga Onemlidir (Hayakawa vd. 2003, Srivastava vd. 2005,
Ramana vd. 2006).

HelLa ve HepG2 hiicreleri gibi baz1 kanser hiicrelerinde AR ve AR benzeri protein-1
(ARL-1)’in agir1 miktarda sentezlendigi bilinmektedir. ARL-1, AR ile benzer enzimatik
aktivasyon gostermektedir. Bununla beraber, ovaryum, serviks, gogiis ve rektal
timorlerde aldoz reduktaz enziminin yiksek dizeyde ekspresyonu séz konusudur
(Saraswat vd. 2006).

Kolon kanserinde gorilen en oOnemli 0Ozelliklerden biri COX-2 enziminin asir1
ekspresyonudur. Bu enzim, arasidonik asitten kolon epitel hiicrelerinin kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasina neden olan prostaglandinlerin sentezini gergeklestirmektedir. Bu
hicrelerde, COX-2’nin transkripsiyonel regulasyonu cesitli biliyiime faktorleri ve
sitokinler araciligiyla saglanmaktadir. Bununla beraber, biiyiime faktorleri ve sitokinler
AR enziminin de transkripsiyonunu aktive etmektedir (Tammali vd. 2006). TNF- o gibi

sitokinler de kolon kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir. AR inhibisyonu, TNF- a
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uyarimli PKC ve NF-kB’nin aktivasyonunu engellemektedir ve boylece COX-2 enzimi
ifade edilememektedir (Tammali vd. 2006).
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Sekil 2.11 Oksidatif stres ile iliskili karsinogenezde AR enziminin rolii
(Tammali vd. 2011)

Aldoz reduktaz enzimi, osmotik denge, iyon taginimi ve redoks dengesinin degisimine
yol acarak bir¢ok hastaligin olusumuna neden olmaktadir. Bu yiizden, AR inhibitorleri,

cesitli komplikasyonlarin baslamasinin engellenmesi veya ilerlemesinin geciktirilmesi
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icin tedavi edici olarak olduk¢a genis bir yelpazede arastirilmaktadir (El-Kabbani vd.
2004, Sun vd. 2004, Wang vd. 2009).

Son yillarda aldoz rediiktaz inhibitorleri ile ilgili baz1 klinik arastirmalar, inhibitor
tasarim asamasindaki yetersizliklerden ya da sentezlenen inhibitoriin polyol metabolik
yolagina etki edememesi sebebiyle olumlu sonuglar doguramamaktadir (Obrosova vd.
2002). Bununla birlikte, insan klinik deneme asamasina ulasan Sorbinil ve Ponalrestat
gibi inhibitorler, hem etkilerinin yetersizligi hem de yan etkilerinden dolay1 piyasadan
cekilmistir. AR enzimi ile ayn1 siiperaileden olan ve yapisal olarak birbirlerine benzeyen
diger aldehit rediiktazlarin inhibe edilmesi sebebiyle ¢esitli yan etkilerin olustugu
distnlilmektedir. Bu sebeple, yalnizca aldoz rediikktaz enzimine baglanabilen

inhibitorler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (El-Kabbani vd. 2004).

Aldoz rediiktaz inhibitorlerinin biyokimyasal yapilari incelendiginde biiyiik ¢ogunlugu
asidik grup tagimaktadir. Asidik gruplar, kofaktoriin nikotinamid kismi ve enzimin aktif
bolgesinde yer alan 48. Tirozin (Tyr), 110. Histidin (His) ve 111. Triptofan (Trp) amino
asit kalintilar1 ile hidrojen bagi olusturarak enzimi inhibe etmektedir. AR
inhibitorlerinin diger bir ortak 6zelligi ise, yapilarinda enzimin lipofilik bolgesi ile
baglanan bir veya birden fazla aromatik grubun bulunmasidir. Cesitli arastirmalar
sonrasinda karboksilik asit yapisi i¢eren benzimidazol, fenil ve pirol tlrevli asetik asit
bilesikleri ve tiyanosinolinon karboksilik asit tiirevleri aldoz reduktaz inhibitorleri
olarak tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bilimsel aragtirmalarin ¢ogunda aralarinda
Arlestatin, Tolrestat, Epalrestat ve Zopolrestat bulunan belli bash karboksilik asit
bilesiklerinin aldoz rediktaz enzimine karsi inhibisyon etkileri g¢alisilmistir ancak
bugine kadar bunlardan sadece Epalrestatin ilag olarak kullanimi Japonya’da onay
almistir (Alexiou vd. 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calismamizda kullandigimiz kimyasallar ve diger sarf malzemelerinden indirgenmis
nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH) (GERBU), mikroplakalar (BRAND ve
Greiner Biione), sodyum-potasyum-tartarat (Carlo Erba), sodyum karbonat (Fisher
Scientific), aluminyum Klortr (AICI3) (Fluka), bakir silfat (CuSQ,), etanol, gallik asit
(GA), kuersetin , sodyum hidroksit (NaOH) ve sodyum klorir (NaCl) (Merck), di-
potasyum hidrojen fosfat, dimetil silfat (DMSQO), lityum sulfat (Li,SO,4) ve potasyum
dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Riedel-de Haén), sigir serum albiimini (BSA), DL-
gliseraldehit (DL-GA), etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve sodyum asetat
(Sigma), amonyum silfat, Folin Ciocalteu reaktifi (FCR) ve metanol (CH;O) (Sigma-
Aldrich) ve PMSF (Thermo Scientific) ilgili fimalardan ¢ogunlugu molekiiler analiz

kalitesinde temin edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz cihazlardan Kirik Buz Makinesi (AF 80 Agion Silver),
Otomatik Pipetler (BIOHIT), Derin Dondurucu —20°C (BOSCH), Rotari Evaporator
(BUCHI), Vorteks (Heidolph), Derin Dondurucu —80°C ve Yiiksek Devirli Sogutmali
Santrifuj (Hettich), Hassas Terazi ve pH Metre (Mettler Toledo), Distile Su Cihazi ve
Hassas Distile Su Cihaz1 (MILLIPORE), Homojenator (Pro), Yiiksek Devirli Masaiistii
Sogutmali  Santrifiij (Sigma), dual spektral 6zellikte Mikroplaka Okuyucusu
(SpectraMax M2), Spektrometre (T80 UV/VIS Spektrometer), Sivi Azot Tanki
(THERMO 5) ve Manyetik Karistirici (WiseStir) ilgili firmalardan temin edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Mantar orneklerinin toplanmasi ve ekstraksiyon asamasina hazirlanmasi

Bu tez c¢alismasinda kullanilan mantar Ornekleri (Scleroderma verrucosum,
Cantharellus cibarius ve Scleroderma verrucosum) 2009-2010 yillar1 arasinda Trabzon
bolgesinden Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali’nda 6gretim
uyesi olan Dog. Dr. llgaz Akata tarafindan toplanmis ve tiir teshisleri yapilmistir
(Cizelge 3.1) Ornekler sirasiyla Akata 3224, Akata 3012 ve Akata & Yuzun 720

numaralariyla herbaryumda saklanmaktadir.

Cizelge 3.1 Tez kapsaminda kullanilan mantar 6rnekleri

Familya Cins Mantar Turd | Lokasyon Tarih
Scleroderma | Yomra-Trabzon Eylil
Scleroderma
Sclerodermataceae verrucosum 2010
sarcodon Uzungol Doga Ekim
Sarcodon . g Koruma Parki- 2010
imbricatus
Bankeraceae Trabzon
Cantharellus Cantharellus Besikdiizii-Trabzon Ekim
Cantharellaceae cibarius 2011
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Trabzon Il

Siirmene

Sekil 3.1 Trabzon il haritasi iizerinde mantar tiirlerinin toplanildig1 lokasyonlarin
gosterilmesi (http://www.uyduharita.org/trabzon-haritasi-resimleri/)

3.2.2 Mantarlarin ekstraksiyonu

Kurutulmus mantarlar parcalara ayrildiktan sonra yaklasik 5 gr olarak tartilmis ve
havanda ogiitiilmiistiir. Ogiitiildiikten sonra tekrar tartilarak toplamda mantarin 21 kati
kadar metanol (105 mL) ilave edilmistir. Toz halinde olan mantar érneklerinden 6zt
elde edilmesi igin % 99’luk metanol ¢ozgeni kullanilmistir (Cowan 1999). Karisgim 1
saat manyetik balikla karnistirllmis ve + 4 °C’ye kaldirilarak 67 saat bekletilmistir.
Bekleme siiresinin ardindan oda sicakligina ¢ikarilarak santrifiij i¢in falkonlara ayrilmus,
23 dk, 6000 rpm, + 4 °C’ de santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santriftij edildikten
sonra supernatan kisimlar bos bir balona alinmistir. Ardindan metanol ve suyun
40°C’de uygun basingta (337 mbar) rotary evaporatdér yardimiyla ugurulmasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen konsantre 6ziit 5 ml DMSO’da ¢ozdurulerek, ¢oziinen

mantar 6zutleri alikotlar halinde +4 °C’de saklanmastir.

Cantharellus cibarius mantar ile yapilan ekstraksiyon iglemlerinin ardindan balonda,
¢cozlinmeden kalan kristalli maddeler gozlemlenmistir. Bu maddeler etanol (17 mL) ve
distile su (21 mL) yardimiyla ¢ozdiriilmiis ve sonugta Cantharellus cibarius
mantarindan 1. yagli fraksiyon ve 2. yagh fraksiyon olmak iizere iki farkli Ozut

fraksiyonu elde edilmistir.
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3.2.3 Mantar oéziitlerinin polifenol miktar tayini

Calismamizda polifenol miktar1 tayini icin Folin-Ciocalteu metodu kullanilmigtir
(Singleton ve Rossi 1965). Bu metotta fenolik madde standardi olarak galik asit
kullanilmistir. Stok galik asit ¢ozeltisinden 50, 100, 200 ve 400 mg/L’lik Ornekler
DMSO ile seyreltilerek hazirlanmistir. Organik boya olarak kullandigimiz Folin-
Ciocalteu reaktifi (FCR) 1/10 oraninda distile su ile seyreltilmistir.

Koér tiipiine 0.1 mL DMSO, standart tiiplerine 0.1’er mL 50, 100, 200 ve 400 mg/L galik
asit ¢Ozeltisi ve Ornek tiiplerine de 0.1’er mL mantar oziiti eklenmistir. Sonra, bitin
tiplere 1’er mL Folin-Ciocalteu reaktifi karistirilarak eklenmis ve 5 dakika oda
sicakliginda ve karanlik ortamda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, biitiin tiiplere 1’er
mL %2’lik sodyum karbonat (Na,COj3) ¢ozeltisi karistirilarak eklenmistir ve 1 saat oda

sicakliginda ve karanlik ortamda bekletilip kor tipe karst 750 nm’de okunmustur.

Standartlarin ~ spektrofotometrik ~ Glglimlerinden  yararlanarak polifenol miktar
hesaplanmistir. Deneyin ¢alisma semasi ¢izelge 3.2°de sunulmustur.
Cizelge 3.2 Mantar oziitlerinin toplam polifenol tayini ¢aligma semasi
Kor Standartlar Ornek
0.1 mL 0.1mL50 | 0.1mL 100 | 0.1 mL 200 | 0.1 mL 400 0.1 mL
DMSO mg/L GA mg/L GA mg/L GA mg/L GA Mantar
Oziti
1 mL Folin- | 1 mL Folin- | 1 mL Folin- | 1 mL Folin- | 1 mL Folin- | 1 mL Folin-
Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu
Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi
5 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibasyon
I mL %2’lik | 1 mL %2’lik | 1 mL %2’lik | 1 mL %2’lik | 1 mL %2’lik | 1 mL %2’lik
Na,CO; Na,CO; Na,COs3 Na,CO; Na,COs3 Na,CO3

1 saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibasyon ve kor tiipe kars1 750 nm’de
spektrofotometrik okutma
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3.2.4 Mantar oziitlerinin flavonoid miktar: tayini

Mantar 6ziitlerinin toplam flavonoid miktar1 aliiminyum kloriir kolorimetrik metodu ile

belirlenmistir. Bu metotta flavonoid madde standardi olarak kuersetin kullanilmistir.

Stok kuersetin ¢Ozeltisinden 25, 50, 100, 150 ve 200 pg/mL’lik ¢ozeltiler % 80’lik

etanol ile seyreltilerek hazirlanmistir. Renk olusumu igin %10’luk aluminyum klortr

¢Ozeltisi kullanilmustir.

Kor tiipiine 0.166 mL %95’lik etanol, standart tiiplerine 0.166’sar mL 25, 50, 100 150,

200 pg/mL kuersetin ¢ozeltisi ve 6rnek tiplerine de 0.166 mL mantar oziitii eklenmistir.
Ardindan butun tiplere 0.5’er mL %95°lik etanol, 0.034’er mL %10’luk Aliiminyum

Klorir ve daha sonra 0.034’er mL sodyum asetat ve son olarak da 0.966’sar mL DMSO

karistirllarak  eklenmistir ve 30 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda

bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda batiin tlpler kor tlpe karst 415 nm’de

okunmustur. Standartlarin spektrofotometrik 6l¢limlerinden yararlanarak flavonoid

miktar1 hesaplanmistir. Deneyin ¢alisma semasi ¢izelge 3.3’de sunulmustur.

Cizelge 3.3 Mantar 6zutlerinin toplam flavonoid tayini ¢aligma semasi

Kor Standartlar Ornek
0.166 mL |0.166 mL 25| 0.166 mL50 | 0.166 mL 0.166 mL 0.166 mL 0.5mL
%95°1ik pg/mL pg/mL 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL Mantar
etanol kuersetin kuersetin Kuersetin Kuersetin kuersetin Oziitii
0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL
%95°1ik %95°lik %95°lik %95°1ik %95°1ik %95°lik %95°lik
etanol etanol etanol etanol etanol etanol etanol
0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL
%10’luk %10’luk %10’luk %10’luk %10’1uk %10’luk %10’luk
Aluminyim | Aliminydm | Aliminylim | Aliminydm | Aldminylm [ Aliminydm | Aliminyim
Klorir Klorir Klorir Klorir Klorir Kloriir Kloriir
0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL 0.034 mL
sodyum sodyum sodyum sodyum sodyum sodyum sodyum
asetat asetat asetat asetat asetat asetat asetat
0.966 mL 0.966 mL 0.966 mL 0.966 mL 0.966 mL 0.966 mL 0.966 mL
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

30 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletme ve kore karsi 415 nm’de spektrofotometrik

okutma
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3.25 AR enziminin izolasyonu:

Deneylerde kullanilan AR enzimi normal sartlarda yetistirilen sigirlarin karaciger
dokusundan izole edilmistir. Kesilen sigirdan alinan karaciger dokusu, bekletmeden sivi

azot icerisine konulup laboratuvara tasinmistir ve —80 °C’de saklanmustir.

Izolasyon islemi daha once optimize edilmis (Isgor 1997, Onay 2008) metod
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu metodda Ozetle —80 °C’de saklanmis karaciger dokusu makas yardimiyla kiigiik
parcalara kesilip 1 mM EDTA ile yikanmistir. Daha sonra karaciger dokusunun tartisi
almip ti¢ katt 1 mM EDTA 50 pM PMSF ile homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenat +4 °C’de 10000 rpm’de 30 dakika santrifllj edilmistir. % 40 doygunluk i¢in
elde edilen her 100 mL siipernatant {izerine 22.6 gr katt amonyum silfat eklenip 5
dakika manyetik karistirict ile karistirilmistir. Daha sonra +4 °C’de 10000 rpm’de 25
dakika tekrar santrifiij edilmistir. % 40 doygunluktaki siipernatanti % 50 doygunluga
ulastirmak i¢in elde edilen her 100 mL siipernatant iizerine 5.8 gr kati amonyum siilfat
eklenip 5 dakika manyetik karistirict ile karigtirilmistir. Daha sonra +4 °C’de 10000
rpm’de 25 dakika tekrar santrifiij edilmistir. % 50 doygunluktaki siipernatanti % 75
doygunluga ulastirmak icin elde edilen her 100 mL supernatant tUzerine 15.9 gr kati
amonyum sulfat eklenip 5 dakika manyetik karistirici ile karigtirilmigtir. Daha sonra
+4 °C’de 10000 rpm’de 25 dakika tekrar santrifij edilmistir. Santrifiij sonrasi elde
edilen pellet 50 mM sodyum Kloriir ile ¢6ziiniip —80 °C’de saklanmustir.
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3.2.6 Protein miktari tayini

Calismamizda protein miktart tayini i¢in Lowry metodu kullanilmistir (Lowry vd.
1951). Alkali kosullarda bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglari ile bir
kompleks olusturarak Ccule indirgenmektedir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
zincirinde bulunan Tyr, Trp ve Cys amino asitleri Folin-Ciocalteu reaktifinde yer alan
fenol yapisini indirgeyerek mavi renk olusumuna neden olmaktadir. Olusan mavi rengin
siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 660 nm’de spektrofotometrik

olarak olctilmiistiir.

Bu metotta protein madde standardi olarak BSA kullanilmistir. Stok BSA ¢6zeltisinden
0.1, 0.15, 0.2 ve 0.5 mg/mL’lik ¢ozeltiler distile deiyonize su (DDS) ile seyreltilerek
hazirlanmistir. Lowry reaktifi icin % 1°lik bakir siilfat pentahidrat, % 2’lik Na'-K"-
Tartarat ve % 2’lik sodyum karbonatli 0.1 N sodyum hidroksit sirayla 1/1/100 oraninda
karistirtlmistir.  Organik boya olarak da 1/1 oraninda DDS ile seyreltilen FCR

kullanilmistir.

Kor tupune 0.5 mL distile su, standart tiplerine sirayla 0.5 mL 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.5
mg/mL BSA c¢ozeltisi ve ornek tlpline de DDS ile seyreltilen 0.5 mL sitozol
eklenmistir. Sonra tuplerin her birine 2.5 mL Lowry reaktifi karistirilarak eklenmis ve
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda tiiplerin her
birine 0.25 mL FCR karigtirilarak eklenmis ve 45 dakika oda sicakliginda ve karanlik
ortamda bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda biitiin tiipler kore karst 660 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmus ve standartlarin spektrofotometrik Slglimlerinden
yararlanarak protein miktar1 mg/mL olarak hesaplanmistir. Deneyin g¢alisma semasi

cizelge 3.4°de sunulmustur.
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Cizelge 3.4 AR enziminin protein tayini ¢caligma semasi

Kor Standartlar Ornek
0.5mL 05mLO0S5 | 0.5mL0.1 |05mL0.15| 0.5mL0.2 | 0.5mLAR
H.O mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
BSA BSA BSA BSA
2.5mL 25mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL
Lowry Lowry Lowry Lowry Lowry Lowry
Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi
10 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek
0.25 mL 0.25 mL 0.25mL 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL
Folin- Folin- Folin- Folin- Folin- Folin-
Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu Ciocalteu
Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi
45 saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek ve kore kars1 660 nm’de
spektrofotometrik okutma

3.2.7 AR enzim aktivite tayini

Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan AR enziminin aktivitesi daha 6nce
yaymnlanmis olan (Hayman ve Kinoshita 1965) spektrofotometrik metodun bazi
modifikasyonlarla gelistirilmesi sonucu olusturulan analiz metodu ile tayin edilmistir
(Isgdér 1997). Bu yontemde, substrat olarak kullanilan DL-Gliseraldehit, AR enzimi
tarafindan gliserole indirgenmektedir. Ayni zamanda, AR enziminin kofaktorii olan
NADPH da NADP" ‘ya okside edilmektedir. NADPH’m oksidasyonu SpectraMax M2
mikroplaka okuyucusu kullanlarak 340 nm dalga boyunda takip edilmistir.

Reaksiyon ortam1 20 pL Aldoz rediiktaz enzimi (4,54 mg/mL) ve 40 pL Li,SO4 (320
mM-400mM), 15 pL NADPH (9x10™° M) , 5 uL DMSO ve 140 pL KP tamponunun (50
mM, pH 6.2) eklenmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 5 dakika 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 340 nm’de kor olarak okuma yapilmais, iizerine 30 pL DL-GA (6><1O'4
M) ilave edilerek reaksiyon baglatilmistir. Toplam reaksiyon hacmi 250 pL olup
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reaksiyon karisimindaki absorbans azalmasi 5 dakika siiresince takip edilmistir.
AOD’lerden ve NADPH’in ekstinksiyon katsayisindan yararlanarak Aldoz rediktaz
enzim aktivitesi hesaplanmistir. Enzim aktivitesi birim zaman basina donistiiriilen
substrat pmol sayisina esittir ve her bir dakikada oksitlenen NADPH miktarina gore

ifade edilmistir.

Aldoz Rediiktaz %100 Enzim Aktivitesi

0,567

0,665

08 \\‘\\

0,655

0,65 \\—

0,645 \\\
0,64

0,635 T T T T

Absorbans (OD)

Sekil 3.2 Aldoz Rediktaz % 100 Enzim Aktivitesi Grafigi

Sarcodon imbricatis, Cantharellus cibarius ve Scleroderma verrucosum mantar
orneklerinden elde edilen konsantre 6zutlerin aldoz rediktaz enzim aktivitesi tzerine
etkilerini incelenmek amaciyla ayn1 metot kullanilmistir. Bu 6z(tlerin en ylksek dozu
100 pg/mL ve en diisiik doz 6.25 pg/mL olmak iizere stok soliisyonlar1 %2 oraninda
DMSO ile seri seyreltmeyle hazirlanmistir. Deney daha dnce optimizasyonu yapilmig
protokoliin (Nadig vd. 2012) mikroplakaya adaptasyonu ile gergeklestirilmistir. Analiz
20 pL sitozol (4.54 mg/mL, 0.496 mg/min/mL), 40 uL lityum silfat (320-400 mM), 15
UL NADPH (9x10~ M), 30 pL DL-GA (6x10™* M) ve 140 pL potasyum fosfat
tamponuna (50 Mm, pH 6.2) son konsantrasyonlar1 optimizasyonla belirlenmis 5 pL

DMSO veya mantar 6zltlerinin eklenmesiyle 250 pL hacimdeki reaksiyon, NADPH
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tiketiminin 340 nm’de dakikadaki absorbans degisiminin (OD/dk) goézlenmesiyle
gerceklestirilmistir.

Numune okumalar1 5 pL 2 oraninda seri olarak seyreltilen mantar 6ziitleri eklenerek
gerceklestirilmistir. Ko6r okumalar1 negatif kontrol olarak kabul edilmistir. AOD/dk
verilerinden yararlanarak ve asagidaki formiilii kullanarak enzim aktivitesi
hesaplanmistir (Guzman ve Guerrero 2005). NADPH’in ekstinksiyon katsayis1 0.00622
uM’l cm™ “dir. AOD kontrol, deney ortaminda AR yok iken diger tiim deney
bilesenleriyle reaksiyon ortaminda herhangi bir interferans olup olmadiginin

belirlenmesi ve arka planin gozlenmesi amaciyla kullanilmistir.

Enzim Aktivitesi = (AODOrnek — AODkontrol ) / dk x sitozol(uL)

SNADPH X deney hacmi(uL)

% Maksimum Aktivite Artis1 = Ornek Enzim Aktivitesi x 100 - 100
% 100 Enzim Aktivitesi

Tum mantarlar icin elde edilen her bir doza bagli % maksimum aktivite, % 100 enzim
aktivitesine oranlanarak belirlenmistir. Kullanilan dozlara gbére enzim aktivitesindeki

yiizdece artisin hesaplanmasi i¢in sonuglardan 100 ¢ikarilmistir.

Oziitlerin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi (zerine etkilerine dair grafikler, Microsoft
Excel kullanilarak ¢izilmistir. Tez ¢alismamiz boyunca tiim deney verilerimiz duplike

okuma sonucunda elde edilmistir.

Mantar Orneklerinin Toplanmasi ve Ekstraksiyonu

S\

Mantar Ozttlerinin Polifenol Miktari Tayini

S\

Mantar Oziitlerinin Flavonoid Miktar Tayini

| |

| |

| |
N2

| |

| |

| |

AR Enziminin izolasyonu

S\

Protein Miktari Tayini

S\Z

AR Enzim Aktivite Tayini

Sekil 3.3 Tez Calismasinda Kullanilan Metodlar
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizda polifenol miktar1 tayini i¢in Folin-Ciocalteu metodu kullanilmistir
(Slinkard ve Singleton 1977). Bu metotta fenolik madde standardi olarak GA
kullanilmistir. Stok GA ¢ozeltisinden 50, 100, 200 ve 400 mg/L’lik ¢ozeltiler DMSO ile
seyreltilerek hazirlanmistir. Organik boya olarak da 1/10 oraninda distile su ile
seyreltilen FCR  kullanilmistir.  Standartlarin = 750 nm’de  spektrofotometrik
Olglimlerinden yararlanarak bitki oOziitlerinin polifenol miktar1 pg/mL olarak

hesaplanmustir (Cizelge 4.1).

12
) y =0,0567x - 0,0408

1 / Rz =0,9928
0.8 /
0,6

/
0.4 /
0,2 o

Optik Dansite

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.1 Folin-Ciocalteu gallik asit standart grafigi

Mantar dziitlerinin toplam flavonoid miktar ise, aliiminyum kloriir kolorimetrik metodu
ile belirlenmistir (Chang vd. 2002). Bu metotta flavonoid madde standardi olarak
kuersetin kullanilmistir. Stok kuersetin ¢ozeltisinden 25, 50, 100, 150 ve 200 ug/mL’lik
cozeltiler %80’lik etanol ile seyreltilerek hazirlanmistir. Renk olusumu igin %10’luk

aliminyum kloriir ¢ozeltisi kullanilmistir. Standartlarin 415 nm’de spektrofotometrik
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6lglimlerinden yararlanarak mantar oztlerinin flavonoid miktar1 pg/mL olarak

hesaplanmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2 Kuersetin standart grafigi

Cizelge 4.1 Mantar 6ziitlerinin toplam polifenol ve toplam flavonoid miktarlar.

' Toplam Flavonoid
MANTAR Top.lam Polifenol Y
Miktan (GAE) Miktar1
Sarcodon imbricatus 51.55 pg/mL 6.654 pg/mL
Cantharellus cibarius 8.43 pg/mL 1.59 pg/mL
1.yagh fraksiyonu
Cantharellus cibarius 31.53 pg/mL 45.81 pg/mL
2.yagh fraksiyonu
Scleroderma 95.82 pg/mL 13.68 pg/mL
verrucosum
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Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan AR enziminin protein miktarint 6lgmek
icin Lowry metodu kullanilmistir (Lowry vd. 1951). Bu metoda goére stok BSA
cOzeltisinden hazirlanan 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.5 mg/mL olan standartlarin 660 nm’de
spektrofotometrik 6l¢timleri yapilmistir. Bu ¢alismanin ardindan DDS ile seyreltilen 0.5
mL sitozol 2.5 mL Lowry reaktifi ve 0.25 mL FCR eklenerek 660 nm’de kore karsi
okunmus ve standartlarin spektrofotometrik 6l¢timlerinden yararlanarak AR enziminin

protein miktar1 56.7482 mg/mL olarak hesaplanmistir.

Sigir karaciger dokusundan kismen saflagtirllan AR enzim aktivitesi 340 nm’de
NADPH konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak oOl¢iilmiistiir. Mantar 6zUtleri
olmadan, yani sadece AR enziminin olusturdugu aktivite degeri 4.54 mg/mL enzim i¢in

olgllen 0.057 umol/min/mL olarak hesaplanmistir.

AR enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra; Sarcodon imbricatus, Cantharellus cibarius
ve Scleroderma verrucosum mantar 6zutlerinin AR enzim aktivitesi Uzerine olan etkileri
calisgilmistir. Doza bagli enzim aktiviteleri (gizelge 4.2), % 100 enzim aktivitesine
oranlanarak % maksimum aktivite artist hesaplanmistir. Cizilen  grafikler, 6zt
konsantrasyonlarinin % maksimum aktivite artis degerlerine karsi olusturulan doz-

cevap grafikleri olarak sekil 4.3 - 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Kullanilan dozlar ve doza bagl enzim aktiviteleri

Doza Bagh Enzim Aktivitesi (nmol/min/mL) %100 Enzim

Aktivitesi
(nmol/min/mL)

Kullanilan Sarcodon Cantharellus Cantharellus Scleroderma

Dozlar (g/L) imbricatus cibarius 1.yagh | cibarius 2.yagh verrucosum

fraksiyon fraksiyon
0.0625 0.0925 0.0875 0.0830 0.0627
0.057

0.125 0.0908 0.0805 0.0894 0.0750

0.25 0.0885 0.0785 0.0905 0.0716

0.5 0.0880 0.0690 0.0920 0.0714

1.0 0.0818 0.0627 0.0920 0.0730
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Sarcodon imbricatus mantar 6zutinin AR enzim aktivitesi Uzerine etkisi (Sekil 4.3)
incelendiginde en diisiik dozdan en yiliksek doza dogru sirasiyla % 62.25, % 59.25, %
55.21, % 54.35 ve % 43.55’ lik % maksimum aktivite artis1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.3 Sarcodon imbricatus mantar 6zitiinin AR enzim aktivitesi Uzerine etkisi

Cantharellus cibarius mantar 6ziitiiniin (1.yagh fraksiyon) AR enzim aktivitesi lizerine
etkisi (Sekil 4.4) incelendiginde en diisiik dozdan en yiiksek doza dogru sirasiyla
% 53.8, % 41.2, % 37.67, % 21.04 ve % 10.08’lik % maksimum aktivite artist

gozlenmistir.
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Sekil 4.4 Cantharellus cibarius mantar 6ziitiintin (1.yagl fraksiyon) AR enzim
aktivitesi Uzerine etkisi
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Cantharellus cibarius mantar 6ziitiiniin (2.yagh fraksiyon) AR enzim aktivitesi lizerine
etkisi (sekil 4.5) incelendiginde en diisiik dozdan en yiiksek doza dogru sirasiyla
% 45.55, % 56.1, % 58.75, % 61.39 ve % 61.85’lik % maksimum aktivite artisi

gbzlenmistir.
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Sekil 4.5 Cantharellus cibarius mantar 6ziitiiniin (2.yagh fraksiyon) AR enzim
aktivitesi tizerine etkisi

Scleroderma verrucosum mantar 6zutlinin AR enzim aktivitesi Uzerine etkisi etkisi
(Sekil 4.6) incelendiginde en diisiik dozdan en yiiksek doza dogru sirasiyla % 9.95, %
31.56, % 25.698, % 25.26 ve % 28.07’lik % maksimum aktivite artis1 gézlenmistir.
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Sekil 4.6 Scleroderma verrucosum mantar 6zitinin AR enzim aktivitesi (zerine etkisi
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Sekil 4.7 Tim mantar 6z(tlerinin AR enzim aktivitesi Uzerine etkileri
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5. TARTISMA VE SONUC

Guniimuzde aldoz rediiktaz enziminin inhibisyonuna dair olusan ilgi, enzimin nefropati,
noropati ve retinopati gibi uzun siireli diyabetik komplikasyonlara neden olmasi ve
polyol yolaginin ilk asamasinda iiretilen sorbitoliin dokularda birikmesi ile ¢esitli kanser
mekanizmalaria katilmasi sebebiyle olduk¢a artmustir. Ote yandan son yillarda tedavi
streclerinde geleneksel olarak kullanilan tedavilerle birlikte destekleyici terapilere ve
dolayisiyla dogal besinsel kaynaklara olan gereksinim c¢ogalmistir. Mantarlar da bu
dogal kaynaklardan birisi olup kardiyovaskiiler rahatsizliklar, kanser tipleri, diyabet gibi
birgok komplikasyonda yapilarinda bulunan 6zellikle polifenol ve flavonoidler gibi
fenolik igerikli bilesikler sayesinde gosterdikleri anti-inflamatuvar, antioksidan,

antitimor ve noroprotektif etkileriyle tedavi edici durumdadir.

Diyabetik rahatsizliklar ve kanserlerin olusumunu engellemek hedefinde olan g¢alismalara
bir katki olarak planladifimiz tez ¢alismamizda polifenol ve 6zellikle flavonoid bilesikleri
iceren (cizelge 4.1) Sarcodon imbricatus, Cantharellus cibarius ve Scleroderma
verrucosum mantar ozdtlerinin aldoz reduktaz enzim aktivitesi tzerine etkilerinin in

vitro olarak incelenmesi amaglanmustir.

Polisakkaritler, makrofunguslarin hiicre duvarinda ¢okga rastlanilan polimerlerdir. Bu
polisakkaritler B-Glukanlar, hetero- B-Glukanlar, glikanlar ve heteroglikanlar dahil
cesitli kimyasal kompozisyonlara sahiptir. Glukanlar yalnizca D-glukoz subunitlerinden
olusurken, heteroglukanlar monosakkaritlerin yan zincirleri ve glukoz, galaktoz,
mannoz ile cesitli kombinasyonlarmi igermektedir (Gao vd. 1996, Mizuno vd 1992,
19954, b)

Sarcodon imbricatus ile yapilan bir c¢alisma sonucunda Fol, Foll, Folll olarak
isimlendirilen ve ether ve sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen ti¢ farkli polisakkarit
fraksiyonu izole edilmistir. HPLC analizleri ile Fol fraksiyonunun galaktoz ve
fukozdan, Foll fraksiyonunun glukoz ve fukozdan, Folll fraksiyonun ise sadece

glukozdan meydana geldigi gosterilmistir (Sutkowska-Ziaja vd. 2012).
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Cantharellus cibarius ile yapilan bir arastirmada, etanol,eter ve su ekstraksiyonu ve
ardindan HPLC analizleri ile 13,44 g/100g karbonhidrat icerigi elde edilmistir. Igerigin
seker kompozisyonu incelendiginde mannitol ve trehaloz bilesiklerine rastlanmuistir.

(Barros vd. 2008)

Bu veriler dogrultusunda elde ettigimiz mantar 6ziitlerinde var olabilecek karbonhidrat
icerigi nedeniyle, enzim aktivitesi deneylerimizde aldoz rediiktazin aktive oldugu
sonucuna varilmaktadir. Cilinkii Aldoz rediiktaz enzimi bir monosakkarit olan
gliseraldehiti substrat olarak kullanmaktadir ve dolayisiyla mantar 0zutleri icerisinde
var olan karbonhidrat bilesikleri enzimin substrati olarak davranmakta ve enzim

aktivitesini artirmaktadir.

Aldoz rediiktaz enzimi, osmotik dengenin, iyon taginiminin ve redoks dengesinin
degisimine yol agarak bir ¢cok hastaligin olusumuna neden olmaktadir. Bu yiizden, AR
enziminin aktive olmasi1 ¢esitli diyabetik komplikasyonlarin baslamasi, oksidatif stres
ile iligkili karsinogenez siirecine arabulucuk etmesi ve g¢esitli kanser tiplerinin
ilerlemesi noktalarinda kritiktir. Dolayisiyla diyabetik rahatsizliklar ve kanserlerin
olusumunu engellemek hedefinde olan calismalara bir katki olarak planladigimiz tez
calismamizda polifenol ve flavonoid bilesikleri i¢eren (Cizelge 4.1) Sarcodon imbricatus,
Cantharellus cibarius ve Scleroderma verrucosum mantar Ozttlerinin aldoz reduktaz
enzim  aktivitesini artirmast  Oziitlerin  potansiyel inhibitér ajan  olarak

kullanilamayacagini isaret etmektedir.

Ileriki ¢alismalarda doz cevap egrileri calisilirken doza bagli enzim aktivitesinin
degisimini daha genis bir vizyonda gozlemlemek amaciyla Oziitlerle hazirlanan doz
konsantrasyonlarindan 0.0625 g/L ve daha asagis1 ile 1 g/L ve daha yukarisi

kullanilabilir.

Cesitli mantar 6ziitleri ile 6n bilgi elde etmek amaciyla yaptigimiz bu ¢alismamizda hangi
0zitun igerisinde hangi polifenol ve flavonoid bilesigin bulundugu bilinmemektedir. Bu
sebeple Oncelikle hangi oziitlin etkili oldugunu ispatlamak ve daha sonra 6ziitiin kimyasal

igeriginin belirlenmesi amagli analiz yapilabilir.
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Tez ¢alismasinda kullanilan mantarlardan Sarcodon imbricatus ve Cantharellus
cibarius yenilebilir tiirlerdir. Diyabetik rahatsizliklar ve kanser ile iligkileri agisindan
degerlendirildiginde bu mantarlara ait ekstrelerin Aldoz rediiktaz enzim aktivitesini
artirmast ve enzim aktivite artisinin hastalik mekanizmalarinda etkin rol oynamasi

sebebiyle besinsel olarak tiketilmeleri Gnerilmeyebilir.

Mantarlarla yapilan bilimsel ¢alismalarda izolasyon, saflagtirma ve biyokimyasal yap1
analizleri oldukga kritiktir. Giliniimiize kadar yapilan deneylerle ¢ok sayida bilesik
incelenmistir. Fakat ilerleyen zamanlarda daha fazla arastirma yapilarak, ¢oklu bilesik
tespitleri ya da kombine biyoaktif bilesen ¢aligmalari ile terapotik ajanlarin eksik kaldigi
noktalarin doldurulmasi ya da onlara esdeger ve tedavi siireglerinde destekleyici olarak
kullanilabildiginde yan etkisi daha az immiinomodiilatér terapdtik ajanlarin

gelistirilmesi amaglanmalidir.

Yakin gelecekte tamamlayict tedaviler ve yeni iiriin gelistirilmesi ve gida takviyesi
olarak kullanilabilmeleri a¢isindan, mantar iriinlerine olan ilgi daha da artacaktir.
Dolayisiyla bu ilgi, mantarlarla yapilan arastirmalarda biyolojik mekanizmalarin daha
Iyi anlagimasina yol acip, kanser terapileri ve diyabetik rahatsizliklar i¢in gelistirilecek

yeni Urunlere ticari agidan da genis bir vizyon kazandiracaktir.
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