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Hiperglisemi siirecinde, renal glomeriiler ve tiibiiler hiicreler, periferik sinir sistemi ve retina
dokusunda aldoz rediiktaz enzim aktivitesi yiiksektir ve nefropati, néropati ve retinopati gibi
uzun siireli diyabetik komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica aldoz rediiktaz enzimi, lipid
aldehitler, glutatyon ile birlesmis lipid aldehitler, fosfolipidler, aterojenik aldehitler ve steroidler
gibi cesitli bilesiklerin indirgenmesini katalizleyerek sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri,
endotoksinler ve allerjenler ile baslatilan sinyallerin iletiminde aracilik etmekte ve doku
metabolizmasinda bozukluklar yaratmaktadir. Bu durum sonucunda meme, kolon, karaciger,
akciger, prostat, yumurtalik ve endometriyal (rahim) kanseri gibi degisik kanserler gelisebilir.
Diyabetik komplikasyonlar ve degisik kanserlerin olusumunu geciktirmek veya engellemek
amaciyla bulunmus olan ¢ok sayida farkli aldoz rediiktaz inhibitorleri bazi yan etkilerinden
dolay1r klinik olarak kullanilmamakta ve gilinlimiize dek yan etkileri olmayan aldoz rediiktaz
inhibitorlerinin arastirilmasi devam etmektedir. Tez g¢alismamizda, polifenol ve oOzellikle
flavonoid bilesikleri iceren Diplotaxis tenuifolia (L.) DC., Reseda lutea L. ve Echinops ritro L.
bitki oziitlerinin si1@ir karaciger dokusundan kismen saflastirilmis aldoz rediiktaz enzim
aktivitesi iizerine olan etkileri in vitro olarak incelenmistir. Incelenen &rneklerin arasinda
Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. yapraklar: 6ziitii aldoz rediiktaz enzim aktivitesini % 90 orani ve
231.5 ng/mL IC50 degeri ile inhibe etmistir. Gelecekte, Diplotaxis tenuifolia (L.) DC.
yapraklar1 6ziitli diyabetik komplikasyonlarin ve ¢esitli kanserlerin gelisimini engellemek amaci

ile daha fazla arastirilabilir.
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The high activity of aldose reductase in the renal glomerular and tubular cells, peripheral
nervous system and retinal tissue during hyperglycemia has been implicated in the development
of long term diabetic complications such as diabetic nephropathy, diabetic neuropathy and
diabetic retinopathy. Also, aldose reductase enzyme mediates the molecular signaling induced
by cytokines, chemokines, growth factors, endotoxins and allergens by catalyzing the reduction
of lipid aldehydes, glutathione conjugates of lipid aldehydes, phospholipids, atherogenic
aldehydes and steroids leading to disorders in normal tissue metabolism. As a result of this
process breast, colon, liver, lung, prostate, ovarian and endometrial cancers may develop. Many
different aldose reductase inhibitors that have been found to delay or to prevent the emergence
of diabetic complications and various cancers are not used clinically because of their side
effects. Till today, the researches on the aldose reductase inhibitors that have no side effects are
carried on. In this thesis, the effects of extracts of Diplotaxis tenuifolia (L.) DC., Reseda lutea L.
and Echinops ritro L. that contain polyphenols and especially flavonoids on partially purified
aldose reductase enzyme activity were investigated. Among the samples, the extract of
Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. leaves has inhibited the aldose reductase enzyme activity with 90
% ratio and 231.5 ng/mL of IC50 value. In the future, the extract of Diplotaxis tenuifolia (L.)
DC. leaves can be investigated further to prevent the development of diabetic complications and

various cancers.
July 2013, 41 pages
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1. GIRIS

Aldoz rediiktaz (AR) enzimi glukoz metabolizmasimin ilk asamasinda glukozun
sorbitole doniisiimiini gergeklestirerek hiicrelerin enerji ihtiyacim1 saglamaktadir.
Ayrica AR enzimi yoluyla toksik aldehitlerin eslenik alkollere gevirilmesi ve olusan
alkollerin diger mekanizmalar esliginde siilfat ile birlesmesi toksik aldehitlerin zararsiz

halde viicuttan uzaklagtirilmasini saglamaktadir.

Ote yandan renal glomeriiler ve tiibiiler hiicreler, periferik sinir sistemi ve retina dokusu
gibi glukoz alimi i¢in insiiline gereksinimi olmayan dokularda AR enzim aktivitesi
yiiksektir ve glukozun sorbitole doniisiimii fazladir. Yiiksek seviyede tiretilen sorbitoliin
dokularda birikmesi dokularda stres yaratmakta ve nefropati, néropati ve retinopati gibi
uzun siireli diyabetik komplikasyonlara neden olmaktadir. Ayrica AR enzimi lipid
aldehitler, glutatyon ile birlesmis lipid aldehitler, fosfolipidler, aterojenik aldehitler ve
steroidler gibi ¢esitli bilesiklerin indirgenmesini katalizleyerek sitokinler, kemokinler,
biiyiime faktorleri, endotoksinler ve allerjenler ile baglatilan sinyallerin iletiminde
aracilik etmektedir. Lipid peroksidasyonundan {iretilen lipid aldehitler oksidatif strese
yol acarak ve doku metabolizmasinda ve sinyal iletiminde bozukluklar yaratarak degisik
proteinlerin yiiksek gen ifadesine neden olmaktadir. Degisik proteinlerin yiiksek gen
ifadesi sonucunda meme, kolon, karaciger, akciger, prostat, yumurtalik ve endometriyal

(rahim) kanseri gibi degisik kanserler goriilmektedir.

AR enzimi o/f fig1 modelinde ve aktif bolgesi substrat veya inhibitér madde ile
etkilesime girebilen hidrofobik ve hidrofilik kisimlar tasimaktadir. Inhibitor maddeler
bu bolgeyle ne kadar uyumlu olursa enzim aktivitesinin de o oranda azaldigi
bilinmektedir. Bu nedenle enzimin inhibisyonu i¢in ¢esitli AR inhibitorleri gelistirilerek
diyabetik komplikasyonlar ve kanserlerin olusumunu engellemek ya da geciktirmek
amaglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda planladigimiz tez ¢calismamizda polifenol ve
ozellikle flavonoid bilesikleri igeren Diplotaxis tenuifolia (L.) DC., Reseda lutea L. ve
Echinops ritro L. bitki ekstrelerinin (6ziitlerinin) AR enzim aktivitesi iizerine olan

etkileri in vitro olarak incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Diplotaxis tenuifolia (L..) DC.

Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. (Sekil 2.1), Brassicaceae ailesine ve Diplotaxis cinsine ait
cok yillik bitki tiirtidiir. Diinyada genel olarak Giliney ve Orta Avrupa, Kuzey Bati
Afrika, Kinnm, Kafkasya ve Bati Suriye’de dagilim gostermektedir. Tirkiye’de ise,
Kuzey Anadolu ve Bat1 Anadolu bélgelerinde dagilim gostermektedir. Yabani Roka adi
ile tanmnan D. tenuifolia halk tarafindan ham veya pismis halinde salata ve gorbada
kullanilmaktadir. D. tenuifolia’nin fitokimyasal yapisinda Brassicaceae ailesinin birgok
tirli gibi yiksek miktarda glukozinolat, flavonoid, fenolik bilesikler ve vitamin C
bulunmaktadir. Ayrica D. tenuifolia yiiksek miktarda kuersetin tiirevleri de icermektedir
(Bennett vd. 2006, Martinez-Sanchez vd. 2007, Jin vd. 2009, Anonim 2013).

Sekil 2.1 Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. (Anonim 2013)

2.2 Reseda lutea L.

Reseda lutea L. (Sekil 2.2) halk arasinda Muhabbet ¢igegi olarak taninmaktadir. R. lutea
Resedaceae ailesine ve Reseda cinsine ait tek veya iki veya ¢ok yillik bitki tiirtidiir.

Diinyada genel olarak iran’da dagilim gostermektedir. Tiirkiye’de ise; Giiney Dogu



Anadolu, Bat1 Anadolu ve I¢ Anadolu bélgelerinde dagilim gostermektedir. Reseda
cinsine ait olan 60 tiir diinya ¢apinda taninmaktadir, ama bunlardan sadece 15 tiir
Tiirkiye’de dagilim gostermektedir. R. lutea ve Reseda luteola Tiirkiye’de boya maddesi
olarak el dokumasi halilarda kullanilmaktadir (Davis 1979, Dogan 2001, Kizil ve
Kayabagi 2005, Anonim 2013).

Kimyasal agidan R. lutea bitki tohum ve mirosin hiicreleri karbohidratlar, glikozitler,
antosiyaninler, flavin ve flavonoidler igermektedir. Ayrica bitki tohumunda linolenik
asidin bulundugu ve bitki yag asidi igeriginin % 60’11 olusturdugu bilinmektedir. Boya
maddesi olarak da luteolin igermekte ve bu maddenin 6zellikle gigeklenme doneminde

yiikselmesi bilinmektedir (Dogan 2001, Kizil ve Kayabas1 2005).

Sekil 2.2 Reseda lutea L. (Anonim 2013)
2.3 Echinops ritro L.

Halk arasinda topuz olarak taninan Echinops ritro L. (Sekil 2.3), Asteraceae ailesine ve
Echinops cinsine ait ¢ok yillik bitki tiiriidiir. Diinyada genel olarak Giiney ve Orta
Avrupa, Giiney ve Orta Rusya, Kirim, Kafkasya, Transhazar, Tiirkistan ve Sibirya’da
dagilim gostermektedir. Tiirkiye’de ise; Kuzey Bati Anadolu, Bati Anadolu, Giiney
Anadolu ve I¢ Anadolu bdlgelerinde dagilim gdstermektedir. E. ritro’nin fitokimyasal
yapisinda kuinolin alkaloidler, seskiterpenler, tiyofenler, yag asitleri ve alkanlar



bulunmaktadir. Ayrica E. ritro‘nin yapisinda kuersetin bulunmaktadir (Bohm ve

Stuessy 2001, Fokialakis vd. 2006, Anonim 2013).

Sekil 2.3 Echinops ritro L. (Anonim 2013)

2.4 Aldoz Rediiktaz Enzimi

Aldo-keto rediiktazlar (AKR’lar), oksidorediiktazlar olarak da adlandirilan bu enzimler
indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfatt (NADPH) kofaktér olarak
kullanmakta ve aldehit ve ketonlarda bulunan karbonil gruplarini indirgeyerek bunlarin
birincil (primer) veya ikincil (sekonder) alkollere doniisiimiinii gergeklestirmektedirler.
Metabolizmada olusan bu alkoller bir dizi tepkime sonucunda siilfat veya glukuronidler
ile  birleserek  viicuttan atilmaktadirlar.  Dolaysiyla ~AKR’lar  eliminasyon
reaksiyonlarinda onemlidir. Aldo-keto rediiktaz (AKR) siiper ailesi 14 iiyeden
olusmaktadir. Bunlardan aldo-keto rediiktaz 1 (AKR1) ailesi; aldehit rediiktaz
(AKR1A), aldoz rediktaz (AKR1B), hidroksisteroid/dihidrodiol dehidrogenaz
(AKR1C) ve steroid 5 B-rediiktaz (AKR1D) alt ailelerden olugmaktadir. AKR siiper
ailesi enzimlerinin seker ve lipid aldehitleri, steroid hormonlar, prostaglandinler ve
kanserojenler gibi ¢ok farkli molekiilleri substrat olarak kullandigi bilinmektedir. Bu
nedenle AKR’lar ksenobiyotikler ve kanserojenleri metabolize eden enzimler olarak da
kabul edilmektedirler (Hyndman vd. 2003, Penning 2004).



Enzim komisyonu tarafindan 1.1.1.21 kodu verilen ve AKR siiper ailesinin iiyesi olan
AR enzimi, aldehitlerin indirgenmesini katalizleyen monomerik bir enzimdir. AR
enzimi 1956 yilinda sperm hiicrelerine enerji kaynagi saglayan enzim olarak Hers
tarafindan tanimlanmistir. 1959 yilinda Heyningen kataraktogenez siirecinde AR
enziminin katalizlediginde olusan sorbitol ve galaktitoliin fare lenslerinde biriktigini
gostermistir. Kinoshita ise, 1981 yilinda polyollerin lenslerdeki birikmesinin intraseliiler
ozmotik strese neden olabilecegini belirtmistir. Daha sonraki c¢alismalarda AR
enziminin lens ve diger dokulardaki aldozlar1 polyollere ¢eviren tek enzim oldugu ve bu
yiizden de hiperglisemi olusumunda temel gorevi oldugu belirtilmistir. AR enziminin
316 amino asitten olustugu ve molekiiler agirligmin 36 kDa oldugu bilinmektedir. Insan
plasenta AR enzimi ve domuz AR enzimi incelenerek, trioz fosfat izomeraz (TPI)
enzimine benzerlik gosteren AR enzim yapisi ilk olarak 1992 yilinda belirlenmistir. Bu
yapida dis yiizeyde bulunan sekiz a-sarmal i¢ yiizeyde yer alan sekiz paralel p-iplikler
araciligiyla birbirlerine baglanmaktadir (Hers 1956, Heyningen 1959, Kinoshita vd.
1981, Petrash vd. 1992, Srivastava vd. 2005, Oates 2008, Alexiou vd. 2009) (Sekil 2.4).

Sekil 2.4 Aldoz rediiktaz enziminin Kkristal yapis1 (Barski vd. 2008)

NADPH ile etkilesime giren terminal karboksil bdlge, enzimin aktif bolgesini temsil
etmektedir. AR enzimi, katalizledigi reaksiyonlarda NADPH’dan bir hidrit (H") ve
¢ozeltiden de bir proton (H") alip karbonillere eklemektedir. Substratlar ile AR



enziminin baglanmasi enzimin aktif bolgesindeki amino asit kalintilarina baghdir. Aktif
bolgenin yakininda yer alan 298. Sistein (Cys.) kalintis1 enzimin Katalitik aktivitesini ve
inhibitorlere kars1 duyarliligin1 kontrol etmektedir (Petrash vd. 1992).

2.5 Aldoz Rediiktaz Enziminin Detoksifikasyondaki Rolii

AR enziminin substratini tanimasi ve buna baglanmasi, enzimin aktif bolgesindeki yiik
dagilimiyla ve dolayisiyla hidrofobik etkilesimlerle iliskilendirilmistir. Ayrica AR
enziminin aktif bolgesindeki hidrofobik amino asitlerden olusan dizinin varlig
sayesinde enzimin hidrofobik aldehitlere gosterdigi afinite (ilgi) hidrofilik aldozlara
gosterdigi afiniteden daha fazla oldugu gosterilmistir (Srivastava vd. 1999, Srivastava
vd. 2005).

Aldehitler genel olarak lipid peroksidasyonu ve ksenobiyotik transformasyonu yoluyla
tiretilen, oldukga toksik bilesiklerdir. Bu bilesiklerin hiicrelerde birikmesinin metabolik
yolakta ciddi sorunlara neden oldugu belirlenmistir. Bu sorunlar arasinda istenmeyen
protein ¢arpaz baglanmalarinin olusmasi, enzimlerin inaktiflesmesi, protein ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezinin inhibisyonu, mitokondri hasar1 ve DNA
yapisinda bozunmalar sayilabilir. Bu ve benzeri birgok mekanizmanin birarada
etkinlesmesiyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina (proliferasyonuna) neden oldugu da
belirlenmistir. AR enziminin aldehitlerin detoksifikasyonundaki rolii ise, bu toksik
aldehitleri, eslenik alkollere ¢evirmesi tepkimesini katalizlemesiyle ger¢eklesmektedir.
Burada olusan alkollerin diger mekanizmalar esliginde stilfat ile birlestirilerek toksik
aldehitlerin zararsiz halde viicuttan uzaklastirilmas1 miimkiin olur (Srivastava vd. 1995,
Vander Jagt vd. 1995, Sarye vd. 1997, Srivastava vd. 2005, Kumar ve Reddy 2007).

Tiim bunlara ek olarak AR enziminin lipid peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan aldehitlerin
detoksifikasyonunda rol oynayan kritik enzimlerden birisi oldugu belirlenmistir. AR
inhibitorlerinin kullanimi sonrasinda iltihaplanmanin artmasi ve benzeri sonuglar, AR
enziminin detoksifikasyondaki etkinligini géz oniine ¢ikarmaktadir (Rittner vd. 1999,
Shinmura vd. 2002, Srivastava vd. 2005).



2.6 Glukoz Metabolizmas1 ve Diyabette Aldoz Rediiktaz Enzimine Bagh
Komplikasyonlar

AR enzimi glukoz metabolizmasinin ilk asamasinda glukozun sorbitole doniigiimiinii
saglamaktadir. Sorbitol ise, sorbitol dehidrogenaz (SDH) enzimi tarafindan okside
edilerek fruktoza ¢evrilmektedir (Crabbe 1991) (Sekil 2.5).

Aldoz Rediiktaz Sorbitol Dehidrogenaz
Glukoz ——<g— Sorbitol —g—» Fruktoz
F & S g

NADPH NADP NAD NADH

Sekil 2.5 Polyol yolaginin ilk iki asamasi (Patra ve Chua 2010)

Hiperglisemi siirecinde glukozun AR enzimi yoluyla sorbitole doniisiimii ozmotik strese
neden olabilmektedir. Ozmotik stres de fonksiyon bozuklugu, sinyal bozuklugu veya
yogun hiicre Olimii gibi sonuglara neden olmaktadir. Sonugta diyabetik retinopati,
diyabetik noropati ve diyabetik nefropati gibi hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Ancak AR
enziminin aktif bolgesinde hidrofobik amino asitlerin bulunmasi nedeniyle, hidrofilik
aldozlara gosterdigi afinite diisiiktiir. Boylece glukozun AR enzimi tarafindan sorbitole
indirgenmesi AR enzimi i¢in ikincil gorev olarak kabul edilmektedir ve ¢ogu kez
sorbitoliin herhangi bir dokuda birikmesi hastalik yaratacak seviyeye ulagmamaktadir
(Srivastava vd. 1999, Srivastava vd. 2005, Alexiou vd. 2009).

Diyabetik hastalarda, polyoller diyabetik retinopati olarak bilinen hiicre hasarina neden
olabilmektedir. Diyabette retina dokusu gibi glukoz alimi igin insiiline gereksinimi
olmayan dokularda AR enzim aktivitesi yliksektir. Buna bagl olarak sorbitol olusumu
da fazladir. Bu mekanizma sonucu olusan polyoller hiicre membranindan difiizyonu
kolay olmadigi i¢in hiicre iginde birikir ve ozmotik stres yaratarak vaskiiler endotel
hiicre hasar1 olustururlar. Hiicre hasari ve mikrovaskiiler tikanma sonucu olarak da
retinal iskemi ve hipoksisi olusur. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF)
uyarilmasi ile beslenemeyen alanlar1 kanlandirmak i¢in normalde bulunmayan kollateral

damarlarin olusumu ve diyabetik retinopati ortaya cikar. Benzer sekilde periferik sinir



sisteminde de glukozun hiicre i¢ine girisi insiilinden bagimsizdir ve AR enzim aktivitesi
yiiksektir. Buna gore de, miyoinositol tastyicilarinin kompetatif inhibitorii olan glukoz
miktarlariin azalmasi hiicre i¢i miyoinositol miktarlarin1 da azaltamaktadir. Hiicre igi
miyoinositol miktarlarmin azalmasi ise, sodyum-potasyum-adenozin trifosfataz (Na'-
K*-ATPaz) enzim aktivitesini diisiirmekte ve hiicre ici sodyum iyonunun (Na)
birikmesine neden olmaktadir. Bunun sonucunda ozmolaritenin artmasi, hiicre zar
yapisinin bozulmasi ve periferik sinirlerde sinir ileti hizlarinin yavaslamasi ortaya
cikmaktadir (Sekil 2.6) (Celik 2005, Karayalgin 2007, Aladag 2008).

Hiperglisemi ve sorbitol artisi

'

Miyoinositol— Miyoinositol |— Protein kinaz C| — Na-K — Sinir ileti luz1|
ATPaz |

Sekil 2.6  Diyabetik noropati patogenezinde miyoinositol yolu (Karayalgin 2007)

Benzer sekilde, glukozun hiicre igine giriginin insiilinden bagimsiz olmas: ve yiiksek
AR enzim aktivitesi yoluyla diyabetik nefropati de ortaya ¢ikmaktadir. Diyabetik
hiperglisemi ile bobreklerde yani renal glomeriller ve tiibiiler hiicrelerde NADPH
tiiketimi ve sorbitol iiretimi artarak hiicre i¢i miyoinositol miktarlar1 ve Na*-K*-ATPaz
enzim aktivitesi azalmaktadir. Bunun sonucunda hiicre ici Na® atilamamasi ve
ozmolarite artmasi ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica sorbitoliin artmasi ile NADPH azalmasi
glutatyon metabolizmasini bozmakta ve serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden
olmaktadir. Bu metabolik siireglerin sonunda vaskiiler hasar artarak perisitlerin
fonksiyonu bozulmakta ve boylece doku iskemisi ve hipoksisi artmaktadir. Ortaya ¢ikan
iskemik ve hipoksik durum VEGF’nin sentezini uyararak yeni kan damarlariin
olusumuna ve diyabetik nefropatinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Polyol
yolaginin  aktivasyonunu inhibe ederek nefropatinin azaltilabilecegini bildiren
caligmalar vardir. Ancak bu amacgla kullanilan AR inhibitorlerinin yeri halen

tartismalidir (Tugrul 2002).



2.7 Aldoz Rediiktaz Enzimi ve Kanser

AR enzimini kodlayan gen primitif sinyallere yanit gostererek ve ozmotik ve oksidatif
stres nedenleriyle yiiksek derecede ifade edilmektedir. Kanserli insan karaciger
dokularmin % 29’unda, kanserli insan meme dokularinin % 17’sinde, kanserli insan
yumurtalik, serviks ve rektum dokularmin ise, % 20’sinde AR enziminin yiiksek gen
ifadesi belirlenmistir (Saraswat vd. 2006, Alexiou vd. 2009).

Ayrica kanserli insan karaciger dokularinin % 54’tinde, skuamdz hiicreli akciger
karsinomlarinin % 84.4’linde ve akciger adenokarsinomlarinin % 29.2’sinde aldoz
rediiktaz benzeri-1 proteinin (ARL-1) yiiksek gen ifadesi belirlenmistir (Cao vd. 1998,
Fukumoto vd. 2005, Penning 2005).

Ayrica AR enziminin yiiksek gen ifadesi karaciger, akciger, meme, serviks ve kolon
kanserlerinin ilerlemesine de neden oldugu belirlenmistir. AR enzimi kanser
hiicrelerinin biiyiimesine veya hayatta kalmasina gerekli olan genlerin yiiksek derecede
ifade edilmesine aracilik etmekte ve kanser hiicrelerinin anti kanser ilaglara karsi
dayanikliligini yiikseltmektedir. AR enzimi degisik mekanizmalar yoluyla bir¢ok kanser
tirtiniin metabolizmasinda arabulucu olarak belirlenmistir (Alexiou vd. 2009,

Balendiran vd. 2009, Nishinaka vd. 2011).

AR enzimi lipid aldehitler, glutatyon ile birlesmis lipid aldehitler, fosfolipidler,
aterojenik aldehitler ve steroidler gibi ¢esitli bilesiklerin indirgenmesini katalizleyerek
sitokinler, kemokinler, biiyiime faktorleri, endotoksinler ve allerjenler ile baslatilan

sinyallerin iletiminde aracilik etmektedir (YYadav vd. 2010).

Kolon kanserinin gelisiminde biiyiime faktorleri, sitokinler ve lipopolisakkaridler gibi
endotoksinlerin hiicre zarinada bulunan 6zgiil reseptorlerle baglanmasi hiicre igindeki
NADPH oksidaz enzimi uyarmaktadir. NADPH oksidaz enziminin Kkatalizledigi
reaksiyonlarin yoluyla iiretilen serbest oksijen radikalleri de lipid peroksidasyonuna
neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu yoluyla iiretilen lipid aldehitler ve glutatyon ile
birlesmis lipid aldehitler AR enzimi yoluyla indirgenerek protein kinaz C (PKC)

enziminin uyarilamsina neden olmaktadir. PKC enzimi ise, transkripsiyon faktorlerini



aktive ederek prostaglandinlerin biyosentezindeki ilk iki basamaklar1 katalizleyen
Siklooksigenaz-2 (COX-2) enzimini kodlayan genlerin transkribe edilmesine ve kontrol
edilemeyen kolon epitelyal hiicrelerinin ¢ogalmasina yol agmaktadir (Tammali vd.
2006, Tammali vd. 2007).

Bazi tiimorlerin  olusumunda ise, AR enzimi izoprenil aldehitleri (farnesal ve
geranilgeranial) izoprenil alkollere (farnesol ve geranilgeraniol) ¢evirmektedir. izoprenil
alkoller de fosforile edilerek pirofosfatlara (farnesil pirofosfat ve geranilgeranil
pirofosfat) doniismektedir. Pirofosfatlar ise, G-proteinlerine prenil grubu ekleyerek bu
tiir proteinlerin hiicre zarma baglanmasina ve mitojen ile aktiflestirilen protein
kinazlarm (MAPK’lar) uyarilmasina neden olmaktadir. MAPK’larin uyarilmasi da

hiicre ¢ogalmasi ve tiimoér olusumuna yol agmaktadir (Matsunaga vd. 2012).

Akciger kanserinde ise, aldehit dehidrogenaz (ALDH) enzimi yoluyla retinoik asitlere
cevrilen retinaller ve daha sonra retinoik asitlerin de retinoik asit reseptorii (RAR) ve
retinoid X reseptoriine (RXR) baglanmasi yoluyla hiicrelerin farklilasma mekanizmasi
AR enziminden etkilenmektedir. AR enzimi, retinalleri retinollere ¢evirerek hiicre i¢i
retinoik asit miktarlarini diisiirmekte ve hiicrelerin anormal ¢ogalma ve farklilasmasina
neden olmaktadir (Penning 2005, Heringlake vd. 2010).

2.8 Aldoz Rediiktaz Enziminin ila¢ Direncindeki Rolii

AR enziminin yliksek gen ifadesi kanser hiicrelerinin anti kanser ilaglara karsi

gosterdigi dayanikliligr yiikseltmektedir (Nishinaka vd. 2011).

Mediilloblastomlarda (beyincik tiimorlerinde) siklofosfamide karsi dayaniklilik
arastirlldiginda AR enziminin sorumlu oldugu ortaya c¢ikmistir. AR enzimi
siklofosfamidin bir ara tiriinii olan aldofosfamidi alkofosfamide g¢evirerek bu ilacin etki

mekanizmasint durdurmaktadir (Matsunaga vd. 2012).

Siklofosfamidin etki mekanizmasinda ilk once siklofosfamid sitokrom P-450 (CYP-
450) enzimi tarafindan 4-hidroksisiklofosfamide cevrilmektedir. 4-

hidroksisiklofosfamid aldofosfamide doniisebilir bir metabolittir. Aldofosfamid de f-
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eliminasyon reaksiyonuyla fosfamid mustard ve akroleine parcalanmaktadir. Fosfamid
mustard da bir alkilleme ajan1 olarak DNA’ya alkil grubu ekleyerek DNA
replikasyonunu durdurmaktadir. AR enzimi ise, siklofosfamidin ara driinii olan
aldofosfamidi alkofosfamide ¢evirerek siklofosfamid metabolizmasini kaydirmakta ve

etkisini kaybettirmektedir (Zhang vd. 2006, Surabhi 2007).

Ayrica antrasiklin antibiyotikleri 16semi, lenfoma, meme, endometriyal, yumurtalik ve
akciger kanserleri gibi bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan en etkin ilaglardan
birisidir. Kanser tedavisinde antrasiklinlerin genis kullanilmasina ragmen, AR enzimi
antrasiklin  antibiyotiklerini es alkollere ¢evirerek etkilerini kaybettirmektedir
(Matsunaga vd. 2012).

Bir antrasiklin antibiyotigi olan daunorubisinin alkole ¢evrilerek etkinliginin azaltilmasi

mekanizmasi Sekil 2.7°de gosterilmistir.

CH;

HO H H H
NH, H NH2 H
Daunorubisin Daunorubisinol

Sekil 2.7 Daunorubisinin aldoz rediiktaz enzimi yoluyla indirgenmesi (Ahmed vd. 1981)

2.9 Sentetik Aldoz Rediiktaz Inhibitérlerine Genel Bakis

AR inhibitérlerinin ¢ogu asidik grup tasimaktadir. Bu asidik gruplar kofaktoriin
nikotinamid kismi1 ve enzimin 48. Tirozin (Tyr.), 110. Histidin (His.) ve 111. Triptofan
(Trp.) amino asit kalintilart ile hidrojen bagi kurarak AR enzimini inhibe ederler. AR

inhibitorlerinin diger bir ortak o6zelligi ise, yapilarinda enzim lipofilik bolgesi ile
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baglanan bir veya birden fazla aromatik gruplarin bulunmasidir. Bir dizi arastirma
sonrasinda karboksilik asit yapisi iceren benzimidazol, fenil ve pirol tiirevli asetik asit
bilesikleri ve tiyanosinolinon karboksilik asit tiirevleri AR inhibitorleri olarak
tasarlanmis ve sentezlenmistir. Yapilmis bir¢ok aragtirmada aralarinda arlestatin,
tolrestat, epalrestat ve zopolrestat (Sekil 2.8 sirayla a, b, ¢ ve d) bulundugu belli bash
karboksilik asit bilesiklerinin AR enzimine karsi inhibitor etkileri ¢ok calisilmistir,
ancak bugiine dek bunlardan sadece epalrestatin ilag¢ olarak kullanimi Japonya’da onay

almistir (Alexiou vd. 2009).

Karboksilik asit AR inhibitorlerinin asit iyonlagsma sabiti (pKa) degerlerinin diisiik
olmasi nedeniyle yetersiz terapotik etki gostermektedirler. Bu nedenle de pKa degerleri
daha yiiksek olan hidantoin AR inhibitorlerinin tasarimina ilgi artmigtir. Ancak
hidantoin AR inhibitorlerinden kaynaklanan toksisite ve diger yan etkiler bu
inhibitorleri de kullanilamaz hale getirmistir. Bugiine dek sorbinil ve fidalrestat (Sekil
2.8 sirayla e ve f) lizerinde en fazla durulan ve arastirilan hidantoin sinifi inhibitorleri

olarak bilinmektedir (Pau vd. 2004, Alexiou vd. 2009).

Karboksilik asit tiirevleri AR inhibitorlerinin yetersiz terapotik etkileri ve Hidantoin
tiirevleri AR inhibitorlerinin de istenmeyen yan etkilerinden dolay1, yapisal olarak farkli
cok sayida AR inhibitdrleri tasarlanmis ve sentezlenmistir. Bu amagla sentezlenmis olan
ariltiyazolidin, N-nitrometilsiilfonanilid, stilfonilpiridazinon, hidroksifenil,
benzensiilfoamid ve piridoindol tiirevleri gibi birgok AR inhibitorlerinin yani sira
minalrestat ve ranirestat (Sekil 2.8 sirayla g ve h) gibi spiroimid tirevleri de
tasarlanmistir. Spiroimid (tetrahidropirolo-pirazin) tiirevlerinin AR inhibitorii olarak
etkinligi domuz lensi AR enzimi {izerinde test edilmesiyle gosterilmistir. Bu grup
bilesikler arasinda (—) ve (+) enantiyomerleri de bulunan ranirestatin en etkili inhibitor
oldugu, ozellikle (—) enantiyomerin diger enantiomere kiyasla in vitro sartlarda 10 kat
ve in vivo sartlarda da 500 kat daha etkili oldugu testler sonucunda belirlenmistir. Ancak
bu bilesik ve tiirevlerinin de heniiz klinik kullanima uygunlugu belirlenmediginden ilag¢
olarak onay1 s6z konusu olmamistir. Ote yandan yiiksek in vitro AR enzimi inhibisyonu
gosterdigi bulunmus olan birgok AR inhibitdrii halen in vivo deneylerle takip edilmekte

ve bu inhibitdrlerin bir kismmin Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumu (USFDA) tarafindan
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ilag olarak onaylanmasi beklenmektedir (Negoro vd. 1998, Pau vd. 2004, Alexiou vd.
2009).
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Sekil 2.8 a, b, ¢, d, e, f, g, ve h sirayla arlestatin, tolrestat, epalrestat, zopolrestat,
sorbinil, fidalrestat, minalrestat ve ranirestat (Alexiou vd. 2009)

2.10 Bitki Kaynakh Aldoz Rediiktaz Inhibitorlerine Genel Bakis

Gilintimiize dek 8000 polifenol bileseni taninmakta ve toplam 10 sinifa ayrilmaktadirlar.
Bunlarin arasinda 4000 bilesik flavonoidler sinifinda yer almaktadir. Flavonoidler ise;

flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavonlar, Kkatesinler, antosiyanidinler,
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proantosiyanidinler, flavanlar ve auronlar olarak siniflandirilmaktadirlar (Lopez-Lazaro
2002, Fernandez vd. 2005, Chahar vd. 2011).

Yiiksek bitkilerde dogal olarak bulunan flavonoidler bitki fizyoloji ve biyokimyasinda
bliylik 6nem tasimakta ve antioksidan, enzim inhibitorii ve toksik bilesiklerin onciileri
olarak davranmaktadirlar. Flavonoidler memeli enzim sistemindeki birgok enzimi
inhibe ederek 6nemli metabolizma yolaklarini etkilemektedir. Bitkilerden saflastirilan
polifenoller ve ozellikle flavonoidlerin bir kisminin AR enzimi inhibisyonunda etkili
oldugu bulunmustur. Ayrica Flavonoidler ile AR enziminin inhibe edilmesini
hedefleyen arastirmalarin birisinde sigan dokularinda sorbitoliin birikmesi takip edilerek
AR enziminin inhibe edilmesi goz Oniine c¢ikarilmistir. Bu da diyabetik
komplikasyonlarin 6nlenmesinde flavonoidlerin faydali olabilecegini belirtmektedir
(Lim vd. 2001, Lopez-Lazaro 2002, Fernandez vd. 2005, Patel ve Mishra 2012).

Sigir lens AR enzimi iizerine ¢alisilan diger bir arastirmada Amaryllidaceae,
Papilionaceae, Polygonaceae ve Anacardiaceae ailesi bitki Oziitlerinin % inhibisyon
degerleri sirayla 1, 8, 14 ve 92 olarak bulunmustur. Ayrica Zingiberaceae,
Melastomataceae ve Myrtaceae ailesi bitki oziitlerinin % inhibisyon degerleri sirayla
14-75, 0-51 ve 40-88 araliklarinda oldugu bulunmustur. Sapotaceae ve Umbelliferae
ailesi bitki oziitleri ise, AR enzim aktivitesini hi¢ etkilemedigi belirtilmistir (Guzman ve
Guerrero 2005).

Ayni arastirmada Lamiaceae ailesine ait olan Nepeta cataria ve Ericaceae ailesine ait
olan Vaccinium myrtillus bitki 6ziitlerinin ekstraksiyonunda farkli ¢ézgenlerin kullanimi
ile degisik % inhibisyon degerlerinin elde edildigi gosterilmistir. N. Cataria’nin
ekstraksiyonunda distile su, diklorometan ve etanoliin kullanilmasi ile sirayla % 9, % 18
ve % 21 AR emzimi inhibisyonu goriilmiistiir. V. myrtillus’un ekstraksiyonunda ise,
distile su ve etanoliin kullanilmas ile sirayla % 32 ve % 67 AR emzimi inhibisyonu
goriilmiistiir. Bu da ¢dzgenin igerigi ile iliskili olarak, polifenol ve flavonoidlerin farkli
oranlarda ¢Oziinmelerini saglayarak bitki Oziitiiniin  etkinligini  degistirdigini

gostermektedir (Guzman ve Guerrero 2005, Ghasemzadeh vd. 2011).
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Tiirkiye’de ¢alisilan bir arastirmada ise; Lamiaceae ailesine ait olan Ocimum basilicum,
Lavandula stoechas ve Melissa officinalis, Fabaceae ailesine ait olan Glycyrrhiza
glabra ve Tiliaceae ailesine ait olan Tilia tomentosa bitki Oziitlerinin sigir lens AR
enzimine olan inhibitor etkilerinin % 50 inhibisyon saglayan konsantrasyon (IC50)
degerleri sirayla 45.89, 39.28, 54.15, 25.53 ve 31.76 ug/mL olarak bulunmustur (Onay
2008).

Diger bir ¢alismada Acanthaceae ailesine ait olan Adhatoda vasica, Caesalpiniaceae
ailesine ait olan Caesalpinia bonduc ve Cassia fistula ve Oxalidaceae ailesine ait olan
Biophytum sensitivum bitki 6ziitlerinin sigan lens AR enzimine olan inhibitor etkileri
incelenmistir. Isimleri gegen bitkilerin arasinda en yiiksek inhibitdr etkinlik gdsteren C.

fistula’nin IC50 degeri 154 pg/mL olarak bulunmustur (Gacche ve Dhole 2011).

Sigan lens ve rekombinant insan AR enzimi iizerine galisilan diger bir arastirmada
Gentianaceae ailesine ait olan Gentiana lutea bitki Oziitiiniin ekstraksiyonunda farkli
¢ozgenlerin kullanimi ile degisik IC50 degerlerinin elde edildigi belirlenmistir. G.
lutea’nin ekstraksiyonunda eter, metanol, etanol ve distile suyun kullanilmas ile sican
lens AR enzimi {izerine olan inhibitor etkilerinin IC50 degerleri sirayla 79, 112, 114 ve
260 pg/mL olarak bulunmustur. Rekombinant insan AR enzimi {izerine olan inhibit6r
etkilerinin IC50 degerleri ise, sirayla 36, 23, 82 ve 70 pg/mL olarak bulunmustur. Bu da
¢ozgen maddenin tiirline bagli olarak, polifenol ve flavonoidlerin farkli ¢dzgenler
kullanim ile farkli oranlarda ¢6éziinmelerini ve bitki 6ziitlinlin de o oranda polifenol ve
flavonoid madde igerdigini géstermektedir (Ghasemzadeh vd. 2011, Akileshwari vd.
2012).

Bitki 6ziitlerinin AR enzim aktivitesi iizerine olan etkilerinin incelenmesini amacglayan
diger bir c¢aligmada Burseraceae, Lythraceae, Lamiaceae ve Myrtaceae ailesi bitki
Oziitlerinin sigan lens ve bobrekten saflastirilan AR enzimine ve rekombinant insan AR
enzimine olan 1limli inhibitér etkilerinin IC50 degerleri 5-60 pg/mL olarak

belirlenmistir (Rao vd. 2012).

Diyabetik komplikasyonlar ve kanserlerin olusumununda etkili oldugu bildirilen AR

enziminin giiniimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalarda heniiz biyolojik anlamda uygun
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bir inhibitorii bulunmamaktadir. Bu nedenle dogada bulunan ve polifenol ve 6zellikle
flavonoid bilesikleri iceren diger caligmalarimizda farkli enzimleri inhibe ettigini
gordiigimiiz D. tenuifolia, R. lutea ve E. ritro bitki oziitlerinin AR enzim aktivitesi

tizerine olan inhibitor etkileri in vitro olarak incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismamizda kullandigimiz cihazlardan en 6nemlileri 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 Santrifiij (Hettich), Hassas Terazi ve pH Metre (Mettler Toledo), Distile Su
Cihaz1 ve Distile Deiyonize Su Cihazi (MILLIPORE), Homojenator (Pro), Yiiksek
Devirli Masaiistii Sogutmali Santrifiij (Sigma), dual spektral o6zellikte Mikroplaka
Okuyucusu (SpectraMax M2), Spektrometre (T80 UV/VIS Spectrometer), Sivi Azot
Tanki (THERMO 5) ve Manyetik Karistirict (WiseStir) ilgili firmalardan temin

edilmistir.

Calismamizda kullandigimiz 6nemli kimyasallar ve diger sarf malzemelerinden
Indirgenmis Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH) (GERBU), Mikroplaka
(BRAND), Sodyum-Potasyum-Tartarat (Na'-K'-Tartarat, KNaC,H40¢.4H,0) (Carlo
Erba), Sodyum Karbonat (Na,CO3) (Fisher Scientific), Alminyiim Kloriir (AICl3)
(Fluka), Mikroplaka (Greiner Biione), Bakir Siilfat Pentahidrat (CuSO,4.5H,0), Etanol,
Gallik Asit (GA), Kuersetin, Sodyum Hidroksit (NaOH) ve Sodyum Kloriir (NaCl)
(Merck), Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K,;HPO,), Dimetil Siilfoksit (DMSO) (CHj3),SO,
Lityum Siilfat (Li,SO,4) ve Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,4) (Riedel-de Haén),
Sigir Serum Albiimini (BSA), DL-Gliseraldehit (DL-GA), Etilin Diamin Tetra Asetik
Asit (EDTA) ve Sodyum Asetat (CH3COONa) (Sigma), Amonyum Siilfat [(NH4)2SO4],
Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve Metanol (Sigma-Aldrich) ve Fenil Metil Siilfonil
Florid (PMSF) (Thermo Scientific) ilgili fimalardan ¢ogunlugu molekiiler analiz

kalitesinde temin edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bitki orneklerinin toplanmasi ve ekstraksiyon asamasina hazirlanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan bitki 6rnekleri (D. tenuifolia, R. lutea ve E. ritro)
Temmuz-Agustos ayilar1 igerisinde Ankara’nin g¢esitli bolgelerinden  Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Do¢. Dr. Fatmagiil

GEVEN ve ekibi tarafindan toplanmis ve sistematik tiir teshisleri yapilmustir.

Bitki Ornekleri toplandiktan sonra arazi sartlarindan kaynaklanan kirlilikten yikama
yoluyla arindirilmis, havalandirilan temiz odada iki haftalik siire igerisinde kurutularak

etiketlenmis ve uygun saklama kutularina alinmistir.

Belli bitki kisimlarinin ekstraksiyon asamasina hazirlanmasi i¢in bitki 6rnekleri sivi azot

yardimiyla iyice ezilmis ve tamamen toz haline getirilmistir.

3.2.2 Bitki ekstraksiyonu

Toz halinde olan bitki Grneklerinin ekstraksiyonu icin % 99’luk metanol ¢dzgeni

kullanilmigtir (Cowan 1999).

Bitki ekstraksiyon islemi 2 gr toz bitki 6rnegine 20 mL ¢bzgen (toz agirlik/¢ozgen
hacim oran1 1/10 olacak sekilde) eklenmesiyle baglatilmistir. Hazirlanan karigimlar 30
dakika iyice karigtirildiktan sonra 24 saat +4 °C’de bekletilmistir. Bekletme siiresinin
sonunuda +4 °C’den alinan ornekler +4 °C’de 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Santriflij isleminden sonra tiiplerde olusan cokeltiler atilarak sivi fazdaki
cozgen alinmis ve +40 °C’de uygun basingta (337 mbar) rotari evaporatdr yardimiyla
ortamdan uzaklastirilmistir. Bu islem sonucunda elde edilen konsantre 0ziit
¢oziinebildigi miktarda DMSO’da ¢6ziinmiistiir. Coziinen bitki 6ziitleri alikotlar halinde

oda sicakliginda saklanmistir.
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3.2.3 Bitki oziitlerinin polifenol miktar tayini

Calismamizda polifenol miktar 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 pg/mL’lik ¢ozeltiler DMSO ile seyreltilerek hazirlanmistir.
Organik boya olarak da 1/10 oraninda distile deiyonize su ile seyreltilen FCR

kullanilmastr.

Kor tiipiine 0.1 mL DMSO, standart tiiplerine sirayla 0.1 mL 50, 100, 200 ve 400
ug/mL GA ¢ozeltisi ve drnek tiiplerinin her birine de 0.1 mL DMSO ile seyreltilen bitki
Oziitli eklenmistir. Sonra tiiplerin her birine 1 mL FCR karistirilarak eklenmis ve 5
dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda
tiiplerin her birine 1 mL % 2’lik sodyum karbonat ¢6zeltisi karistirilarak eklenmis ve 1
saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda
biitiin tiipler kore kars1 750 nm’de spektrofotometrik olarak okunmus ve Standartlarin
pug/mL  olarak

spektrofotometrik Olclimlerinden yararlanarak polifenol miktari

hesaplanmistir. Deneyin ¢aligma semasi ¢izelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Bitki 6ziitlerinin toplam polifenol miktar tayinin ¢alisma semasi

Kor Standartlar Ornek
0.1mL 0.1mL50 | 0.1 mL 100 | 0.1 mL 200 | 0.1 mL 400 0.1mL
DMSO | pg/mL GA | pg/mL GA | pg/mL GA | pg/mL GA | Bitki Oziitii

ImLFCR | 1mLFCR | 1mLFCR | 1mLFCR | 1mLFCR | 1mLFCR
5 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek
1mL% 1mL% 1mL% 1mL% 1mL% 1mL%
2’1ik 2’1ik 2’1ik 2’1ik 2’1ik 2°1ik
Na,COs Na,CO3 Na,COs Na,COs Na,CO3 Na,CO3
1 saat oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek ve kore karsi 750 nm’de
spektrofotometrik olarak okutma
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3.2.4 Bitki oziitlerinin flavonoid miktar tayini

Bitki oziitlerinin toplam flavonoid miktari aliminyum kloriir kolorimetrik metodu ile
belirlenmistir (Chang vd. 2002).

Bu metotta flavonoid madde standard: olarak Kuersetin kullanilmistir. Stok Kuersetin
cozeltisinden 25, 50 ve 100 pg/mL’lik cozeltiler % 80’lik etanol ile seyreltilerek

hazirlanmistir. Renk olusumu i¢in % 10’luk aliiminyum klortir ¢ozeltisi kullanilmistir.

Kor tiiptine 0.5 mL % 95’lik etanol, standart tliplerine sirayla 0.5 mL 25, 50 ve 100
ug/mL kuersetin ¢ozeltisi ve 6rnek tiiplerinin her birine de 0.5 mL DMSO ile seyreltilen
bitki 6ziitii eklenmistir. Sonra tiiplerin her birine 1.5 mL % 95°lik etanol, daha sonra 0.1
mL % 10’luk alminyiim kloriir, daha sonra 0.1 mL sodyum asetat ve son olarak da 2.8
mL DMSO karistirilarak eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda
bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda biitiin tiipler kore karsi 415 nm’de
spektrofotometrik olarak okunmus ve standartlarin spektrofotometrik 6lgiimlerinden
yararlanarak flavonoid miktar1 pg/mL olarak hesaplanmistir. Deneyin ¢alisma semasi

cizelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2 Bitki oziitlerinin toplam flavonoid miktar tayinin ¢aligma semasi

Kor Standartlar Ornek
0.5 mL % 0.5mL 25 0.5mL 50 0.5 mL 100 0.5 mL Bitki
95°1ik Etanol pg/mL ng/mL pg/mL Oziitii
Kuersetin Kuersetin Kuersetin
1.5mL % 1.5mL % 1.5mL % 1.5mL % 1.5mL %
95’1ik Etanol 95°lik Etanol 95°1ik Etanol 95°1ik Etanol 95°1ik Etanol
0.1 mL % 0.1 mL % 0.1 mL % 0.1 mL % 0.1 mL %
10°Tuk AICI; 10°Tuk AICI; 10°Tuk AICI; 10°Tuk AICI; 10’Tuk AICI;
0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
CH3;COONa CH3;COONa CH3;COONa CH3;COONa CH3;COONa
2.8 mLDMSO | 28 mLDMSO | 2.8 mL DMSO | 2.8 mL DMSO | 2.8 mL DMSO

30 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek ve kore karst 415 nm’de
spektrofotometrik olarak okutma
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3.2.5 Aldoz rediiktaz 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 taginmistir ve —80 °C’de saklanmistir.

Izolasyon islemi daha &nce optimize edilmis (Isgér 1997, Onay 2008) metod
kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu metodda 6zetle —80 °C’de saklanmis karaciger dokusu makas yardimiyla kiiciik
pargalara kesilip 1 mM EDTA ile yitkanmistir. 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 santriflij edilmistir. % 40 doygunluk i¢in
elde edilen her 100 mL siipernatant {izerine 22.6 gr kati amonyum siilfat eklenip 5
dakika manyetik karistirict ile karistirilmistir. Daha sonra +4 °C’de 10000 rpm’de 25
dakika tekrar santrifiij edilmistir. % 40 doygunluktaki siipernatanti1 % 50 doygunluga
ulastirmak i¢in elde edilen her 100 mL siipernatant tizerine 5.8 gr katt amonyum siilfat
eklenip 5 dakika manyetik karistirici ile karigtirllmistir. 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 siipernatant iizerine 15.9 gr kati
amonyum siilfat eklenip 5 dakika manyetik karigtirict ile karistirilmistir. Daha sonra +4
°C’de 10000 rpm’de 25 dakika tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen
pellet 50 mM sodyum klortir ile ¢6ziiniip —80 °C’de saklanmustir.

3.2.6 Protein miktar tayini

Calismamizda protein miktar tayini i¢in Lowry metodu kullanilmistir. Alkalin ortamda
bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglari ile bir kompleks olusturarak Cu™’e
indirgenmektedir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr., Trp. ve
Cys. amino asitleri FCR’nde bulunan fenol yapisini indirgeyerek mavi renk olusumunu
saglamaktadirlar. Olusan mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir ve

660 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir (Lowry vd. 1951).
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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
hazirlanmustir. Lowry reaktifi igin % 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

kullantlmistir.

Kor tiiptine 0.5 mL DDS, standart tiiplerine sirayla 0.5 mL 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.5 mg/mL
BSA ¢ozeltisi ve 6rnek tiipiine de DDS ile seyreltilen 0.5 mL sitozol eklenmistir. Sonra
tiiplerin 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
Karistirilarak eklenmis ve 45 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletilmistir.
Bekletme siiresinin sonunda biitiin tiipler kore kars1 660 nm’de spektrofotometrik olarak
okunmus ve standartlarin spektrofotometrik dl¢iimlerinden yararlanarak protein miktari

mg/mL olarak hesaplanmistir. Deneyin ¢alisma semasi ¢izelge 3.3’de sunulmustur.

Cizelge 3.3 Protein miktar tayinin ¢alisma semasi

Kor Standartlar Ornek
0.5mL 05mLO01 [05mL0.15| 0.5mL0.2 | 0.5mL 0.5 0.5mL
DDS mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL Sitozol
BSA BSA BSA BSA
25 mL 25 mL 25 mL 2.5 mL 25mL 25mL
Lowry Lowry Lowry Lowry Lowry Lowry
Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi Reaktifi
10 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek
0.25mL 0.25mL 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL 0.25 mL
FCR FCR FCR FCR FCR FCR

45 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda bekletmek ve kore kars1 660 nm’de

spektrofotometrik olarak okutma
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3.2.7 Aldoz rediiktaz enzim aktivite tayini

Sigir karaciger dokusundan kismen saflagtirlan AR enzim aktivitesi daha o6nce
yayinlanmis olan (Hayman ve Kinoshita 1965) spektrofotometrik metodun bazi
degisikliklerle gelistirilmesi sonucu olusturulan analiz metodu ile tayin edilmistir (Isgor
1997). Bu yontemde, substrat olarak kullanilan DL-GA, AR enzimi tarafindan gliserole
indirgenmektedir. Ayni1 zamanda AR enziminin kofaktorii olan NADPH da nikotinamid
adenin diniikleotit fosfata (NADP®) okside edilmektedir. NADPH’in oksidasyonu
SpectraMax M2 mikroplaka okuyucusu kullanlarak 340 nm’de takip edilmistir.

Reaksiyon ortami; sitozol (4.54 mg/mL, 0.496 mg/min/mL), lityum siilfat (320-400
mM), NADPH (9x10° M) ve potasyum fosfat tamponunun (50 mM, pH 6.2)
eklenmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 5 dakika +37 °C’de inkiibe edildikten
sonra 340 nm’de kor olarak okunmus, daha sonra iizerine DL-GA (6x107* M) ilave
edilerek reaksiyon baslatilmistir. Reaksiyon karisimindaki absorbans azalmasi 6 dakika
stiresince takip edilmistir. Absorbans degisimlerinden ve NADPH’mn ekstinksiyon
katsayisindan yararlanarak AR enzim aktivitesi hesaplanmistir. Enzim aktivitesi her bir

dakikada oksitlenen NADPH miktarina gore ifade edilmistir.

D. tenuifolia, R. lutea ve E. ritro bitki orneklerinden metanol ekstraksiyonu ile elde
edilen konsantre oOziitlerin AR enzimine olan etkileri incelenmek iizere ayni metot
kullanilmistir. Bu 6ziitlerin en yiiksek dozu 23.81 ug/mL ve en diisiik doz 0.186 pg/mL
olmak tizere stok soliisyonlar1 1/2 oraninda DMSO ile seri seyreltmeyle hazirlanmistir.
Deney daha 6nce optimizasyonu yapilmis protokoliin (Nadig vd. 2012) mikroplakaya
adaptasyonu ile gergeklestirilmistir. Analiz 4.54 mg/mL (0.496 mg/min/mL) sitozol,
320-400 mM lityum siilfat, 9x10> M NADPH ve 6x10* M DL-GA igeren 50 mM (pH
6.2) potasyum fosfat tamponuna son konsantrasyonlar1 optimizasyonla belirlenmis 3 uL
DMSO veya bitki oziitlerinin eklenmesiyle 0.250 mL hacimdeki reaksiyon, NADPH
tiketiminin 340 nm’de dakikadaki absorbans degisiminin (OD/dk) gozlenmesiyle

gergeklestirilmistir.

Kor okumalart AR enzim aktivite tayininde kullanilan standart karigimdaki potasyum

fosfat tamponunun 3 pL’sinin yerine 3 pLL. DMSO’nin eklenmesiyle yapilmistir.
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Numune okumalar1 ise, 3 pL 1/2 oraninda DMSO ile seri olarak seyreltilen bitki

oziitlerinin eklenmesiyle yapilmustir.

Kor okumalari negatif kontrol olarak kabul edilmistir. OD/dK verilerinden yararlanarak
ve asagidaki formiilii kullanarak % inhibisyon hesaplanmistir (Guzman ve Guerrero
2005).

Aldoz Rediiktaz % Inhibisyonu = 100

Elde edilen sonuglar ise, Graphpad Prism 4.0 programi yardimiyla analiz edilmis ve

oziitlerin IC50 degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

Calismamizda polifenol miktar 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 ug/mL’lik ¢6zeltiler DMSO
ile seyreltilerek hazirlanmistir. Organik boya olarak da 1/10 oraninda DDS ile
seyreltilen FCR  kullanilmigtir. ~ Standartlarin =~ 750 nm’de  spektrofotometrik
Olglimlerinden yararlanarak bitki oziitlerinin polifenol miktart pg/mL  olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.1°de bitki 6ziitlerinin polifenol miktarlar1 gosterilmistir. E. ritro bitki yapragi
Oziitiiniin  yiiksek miktarda polifenol madde icerdigi; 204.855 pg/mL olarak
bulunmustur. Diger bitki veya kisimlarin polifenol madde igerigi ise; D. tenuifolia bitki
yapragl, R. lutea bitki yapragi, E. ritro bitki ¢icegi ve R. lutea bitki gigegi Oziitlerinin

strast seklinde azaldig1 bulunmustur.

Bitki 6ziitlerinin 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 ve 100 ng/mL’lik ¢ozeltiler
% 80’lik etanol ile seyreltilerek hazirlanmistir. Renk olusumu i¢in % 10’luk aliiminyum
kloriir ¢ozeltisi kullanilmistir. Standartlarin 415 nm’de spektrofotometrik dlgiimlerinden

yararlanarak bitki 6ziitlerinin flavonoid miktari pg/mL olarak hesaplanmstir.

Cizelge 4.1°de bitki Oziitlerinin flavonoid miktarlart gosterilmistir. D. tenuifolia bitki
yapragi Oziitiinlin yiiksek miktarda polifenol madde igerdigi 250.485 pg/mL olarak
bulunmustur. Diger bitki veya kisimlarin flavonoid madde igerigi ise; E. ritro bitki
yapragi, R. lutea bitki yapragi, E. ritro bitki cicegi ve R. lutea bitki gigegi oziitlerinin

siras1 seklinde azaldigi bulunmustur.
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Cizelge 4.1 Bitki dziitlerinin toplam polifenol ve toplam flavonoid miktarlar

Bitki Kisim Toplam Polifenol Miktar1 | Toplam Flavonoid Miktar1
(ng/mL) (ng/mL)
D. tenuifolia Yaprak 144.495 250.485
R. lutea Cicek 109.012 78.724
Yaprak 133.521 196.809
E. ritro Cicek 113.036 107.351
Yaprak 204.855 233.106

Sig1ir karaciger dokusundan kismen saflastirilan AR enziminin protein miktarini 6lgmek
icin Lowry metodu kullanilmistir (Lowry vd. 1951). Bu metoda gore stok BSA
¢ozeltisinden hazirlanan 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.5 mg/mL olan standartlarin 660 nm’de
spektrofotometrik Slglimleri 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
spektrofotometrik olarak okunmus ve standartlarin spektrofotometrik olgtimlerinden

yararlanarak AR enziminin protein miktar1 56.7482 mg/mL olarak hesaplanmustir.

Sigir karaciger dokusundan kismen saflastirilan AR enzim aktivitesi 340 nm’de
NADPH konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak olgiilmiistiir. Bitki 0Oziitleri
olmadan, yani sadece AR enziminin olusturdugu aktivite degeri 4.54 mg/mL enzim i¢in
oOlgiilen 0.496 mg/min/mL olarak hesaplanmistir. Bu deger % 100 enzim aktivitesi
olarak kabul edilmis ve bitki 6ziitlerinin AR enzim aktivitesi iizerine etkileri bu degere

kiyaslanarak belirlenmistir. AR enzim aktivite egrisi sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 AR enzim aktivite egrisi (Spektrometreden alinan aktivite egrisi)

AR enzim aktivitesi hesaplandiktan sonra; D. tenuifolia bitki yapragi, R. lutea bitki
cigegi ve yapragi ve E. ritro bitki ¢icegi ve yapragi oziitlerinin AR enzim aktivitesi
izerine olan etkileri ¢alisilmistir. % 100 enzim aktivitesine oranlanarak enzimin
inhibisyon yiizdeleri hesaplanmistir. Cizilen egim grafikleri, 6ziit konsantrasyonlarinin
% inhbisyon degerlerine karsi ¢izildigi doz-cevap grafikleri olarak sekil 4.2-4.6’da

gosterilmistir.

Sekil 4.2°de degisen doz araliklarindaki inhibitor etkileri incelendiginde en yiiksek ve
en diisiik dozlarda gozlenen AR enzimi inhibisyonu sirayla % 95 ve % 5’tir, dolayisiyla
% 90 inhibisyon farki vardir ve bu da D. tenuifolia bitki yapragi oziitiiniin inhibitor

etkinligini gostermektedir. IC50 degeri ise, 231.5 ng/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2 Diplotaxis tenuifolia (L.) DC. bitki yapragi oziitiiniin aldoz rediiktaz enzim
aktivitesi lizerine olan etkisi, IC50 degeri 231.5 ng/mL olarak bulunmustur

R. lutea bitki ¢icegi Oziitiiniin doz-cevap egrisi (Sekil 4.3) izlendiginde ise, biitiin
dozlarda yiiksek AR enzimi inhibisyonu yapiyor goriinmektedir. Ancak inhibisyon %
80-% 100 arasinda doza bagimsiz olarak sabit kalmistir, bu da deneyde kullanilan
substrat, kofaktér veya enzim ile olumsuz reaksiyona girip inhibisyon yapmadigini

belirtmektedir.
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Sekil 4.3 Reseda lutea L. bitki gigegi 6ziitiiniin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine
olan etkisi
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R. lutea bitki yapragi 6ziitliniin doz-cevap egrisi (Sekil 4.4) gozlenerek ve en yiiksek ve
diisiik dozlarda sirayla % 80 ve % 35 AR enzimi inhibisyonu yapmasi, bu da R. lutea
bitki yapragi Oziitiiniin % 45 AR enzimi inhibisyonu yapmasini belirtmektedir. 1C50

degeri ise, 601.7 ng/mL olarak buunmustur.
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Sekil 4.4 Reseda lutea L. bitki yaprag: 6ziitiiniin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine
olan etkisi, IC50 degeri 601.7 ng/mL olarak bulunmustur

Yine doz-cevap egrisi ve IC50 degerinin (Sekil 4.5) gozlenmesi E. ritro bitki ¢icegi
Oziitlinlin 1yi AR inhibitorii olmasim1 goz oniine sermektedir. En yiiksek ve en diisiik
dozlarda gozlenen sirayla % 60 ve % 10 AR enzimi inhibisyonun goriilmesi E. ritro
bitki ¢icegi 6ziitlinlin % 50 inhibisyon yaptigini gostermektedir. IC50 degeri ise, 464.8

ng/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.5 Echinops ritro L. bitki ¢icegi 6ziitliniin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine
olan etkisi, IC50 degeri 464.8 ng/mL olarak bulunmustur

Sekil 4.6’da E. ritro bitki yapragindan elde edilen oziitiin en yiiksek dozu
kullanildiginda bile en fazla % 23 inhibisyon yaptig1 goriilmektedir. 1C50 degeri ise,
29.13 pg/mL olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6 Echinops ritro L. bitki yapragi Oziitiiniin aldoz rediiktaz enzim aktivitesi
tizerine olan etkisi, IC50 degeri 29.13 pug/mL olarak bulunmustur
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5. TARTISMA VE SONUC

Polyol yolaginin ilk asamasinda AR enziminin katalizledigi glukozun indirgenmesinden
tiretilen sorbitoliin dokularda birikmesi ve nefropati, ndropati ve retinopati gibi uzun
stireli diyabetik komplikasyonlara neden olmasindan dolayi, ayrica lipid aldehitlerin bu
enzim yoluyla indirgenmesinden ortaya ¢ikan degisik kanserler nedeniyle AR enziminin
inhibisyonuna ilgi olduk¢a artmistir. Yiksek bitkilerde dogal olarak bulunan
flavonoidler bitki fizyolojisi ve biyokimyasinda biiyiik 6nem tagimakta ve antioksidan,
enzim inhibitorii ve toksik bilesiklerin Onciileri olarak davranmaktadirlar. Flavonoidler
memeli enzim sistemindeki bir¢cok enzimi inhibe ederek Onemli metabolizma
yolaklarini etkilemektedir. Ayrica bitkilerden saflagtirilan polifenoller ve ozellikle
flavonoidlerin bir kisminin AR enzimi inhibisyonunda etkili oldugu bulunmustur
(Lopez-Lazaro 2002, Fernandez vd. 2005, Goodarzi vd. 2005, Yadav vd. 2010, Patel ve
Mishra 2012).

Giliniimiize dek diyabetik komplikasyonlar ve kanserlerin olusumunu engellemek ya da
geciktirmek amaci ile devam eden calismalara bir katki olarak planladigimiz tez
caligmasinda polifenol ve 0Ozellikle flavonoid bilesikleri iceren (Cizelge 4.1) D.
tenuifolia, R. lutea ve E. ritro bitki oziitlerinin AR enzim aktivitesi lizerine olan etkileri

in vitro olarak incelenmesi amaglanmustir.

Tiirkiye’de yapilan bir arastirmada Lamiaceae ailesine ait olan O. basilicum, L. stoechas
ve M. officinalis, Fabaceae ailesine ait olan G. glabra ve Tiliaceae ailesine ait olan T.
tomentosa bitki Oziitlerinin sigir lens AR enzimine olan inhibitdr etkilerinin IC50
degerleri sirayla 45.89, 39.28, 54.15, 25.53 ve 31.76 ug/mL olarak bulunmustur (Onay
2008).

Diger bir ¢calismada Acanthaceae ailesine ait olan A. vasica, Caesalpiniaceae ailesine ait
olan C. bonduc ve C. fistula ve Oxalidaceae ailesine ait olan B. sensitivum bitki
oziitlerinin sigan lens AR enzimine olan inhibitdr etkileri incelenmistir. Isimleri gegen
bitkilerin arasinda en yiiksek inhibitor etkinlik gosteren C. fistula’nin IC50 degeri 154
pg/mL olarak bulunmustur (Gacche ve Dhole 2011).
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Sican lens ve rekombinant insan AR enzimi iizerinde yapilan diger bir ¢alismada ise,
Gentianaceae ailesine ait olan G. lutea bitki 6ziitiiniin ekstraksiyonunda farkli ¢ézgenler
kullanilmis ve farkli IC50 degerleri elde edilmistir. G. lutea’nin ekstraksiyonunda eter,
metanol, etanol ve distile suyun kullanilmasi ile sigan lens AR enzimi iizerine olan
inhibitdr etkilerinin IC50 degerleri sirayla 79, 112, 114 ve 260 pg/mL olarak
bulunmustur. Rekombinant insan AR enzimi {izerine olan inhibitor etkilerinin IC50
degerleri ise, sirayla 36, 23, 82 ve 70 ug/mL olarak bulunmustur. Bu da polifenol ve
flavonoidlerin konsantrasyonlarina bagli olarak farkli ¢ozgenlerde ekstre edilen bitki
ozitlerinin  farkli sonuglar verdigini gostermektedir (Ghasemzadeh vd. 2011,
Akileshwari vd. 2012).

Bitki oziitlerinin AR enzim aktivitesi {izerine olan etkilerinin incelenmesini amaglayan
bir ¢alismada Burseraceae, Lythraceae, Lamiaceae ve Myrtaceae ailelerinin bitki
oOziitleri, si¢an lens ve bobreginden saflastirilan AR enzimine ve rekombinant insan AR
enzimine olan etkileri arastirilmistir. Bu calismada ekstrelerin 1limli inhibisyon

gosterdikleri ve IC50 degerlerinin 5-60 pg/mL arasinda degistigi gosterilmistir (Rao vd.
2012).

Bizim ¢alismamizda ise, D. tenuifolia bitki yapragi, R. lutea bitki ¢icegi ve yapragi ve
E. ritro bitki ¢igegi ve yapragi metanol oziitlerinin AR enzimine olan etkileri

calisilmistir.

Doz-cevap egrisi ve IC50 degerlerine bakildiginda en yiiksek inhibisyonun D. tenuifolia
bitki yapragi oziitiinden elde edildigi goriilmektedir. Degisen doz araliklarindaki
inhibitor etkileri incelendiginde (Sekil 4.2) en yiiksek ve en diisiik dozlarda gbzlenen
AR enzimi inhibisyonu sirayla % 95 ve % 5’tir, dolayisiyla AR enzimini % 90 oraninda
inhibe ettigi goriilmektedir. IC50 degeri ise, 231.5 ng/mL olarak bulunmustur, bu da D.

tenuifolia bitki yapragi dziitiiniin inhibitor etkinligini gostermektedir.

Yine doz-cevap egrisi ve IC50 degerlerinin sonuglarina gore, E. ritro bitki ¢icegi
Oziitliniin AR enzimi lizerine inhibitor etkisinin digerlerine kiyaslandiginda ikinci sirada
oldugu goriilmektedir. En yiiksek ve en diisiik dozlarda gozlenen (Sekil 4.5) sirayla %
60 ve % 10 AR enzimi inhibisyonun olmas1 E. ritro bitki ¢icegi oziitiiniin % 50 AR
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enzimi inhibisyonu yaptigina isaret etmektedir. IC50 degeri ise, 464.8 ng/mL olarak

bulunmustur.

Calismamizda diger bir yiiksek AR enzimi inhibisyonu gosteren R. lutea bitki yapragi
Oziitinlin doz-cevap egrisi (Sekil 4.4) gozlenerek ve en yiliksek ve diisiik dozlarda
sirayla % 80 ve % 35 AR enzimi inhibisyonu yapmasi, R. lutea bitki yaprag: 6ziitiiniin
% 45 AR enzimi inhibisyonu gergeklestirdigini gostermektedir. IC50 degeri ise, 601.7

ng/mL olarak bulunmustur.

Diger taraftan E. ritro bitki ¢igeginden elde edilen oziitiin yliksek inhibitor etkinlik
gostermesine ragmen, bu bitkinin yaprak kismindan elde edilen 6ziitlin en yiiksek dozu
kullanildiginda bile en fazla % 23 AR enzimi inhibisyonu gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 4.6). IC50 degeri ise, 29.13 pg/mL olarak bulunmustur.

R. lutea bitki ¢igegi Oziitiinlin doz-cevap egrisi (Sekil 4.3) izlendiginde ise, biitiin
dozlarda yiiksek AR enzimi inhibisyonu yaptig1 goriilmektedir. Ancak inhibisyon % 80-
% 100 arasinda doza bagimsiz olarak sabit kalmistir, bu da deneyde kullanilan substrat,
kofaktor veya enzim ile olumsuz reaksiyona girip inhibisyon yapmadigini

diistindiirmektedir.

Oziitler arasinda AR enzimine karsi inhibisyon yiizdelerindeki goriilen farkliliklar
oOziitlerin icerdigi flavonoid tiirlerinin farkli olmasina dayanabilir. Flavonoidler arasinda
bir flavon tiirli olan kuersetinden 0.1 mM kullanildiginda AR enziminin % 100 inhibe
edilmesi tarafindan belirlenmistir. Flavon, flavanon ve flavonol gibi farkli flavonoid
tiirlerindeki AR enzimine kars1 inhibitor etkinlik 7-hidroksi ve/veya katekol halkasinin
var olmasina baghdir (Varma ve Kinoshita 1976, Matsuda vd. 2002).

AR enzim aktivitesi iizerine etkilerini incelemis oldugumuz D. tenuifolia bitki yapragi,
R. lutea bitki ¢icegi ve yapragi ve E. ritro bitki ¢icegi ve yapragi metanol o6ziitlerinin
icerisinde hangi flavonoidin bulundugu bilinmemektedir, dolayisiyla oncelikle hangi
oziitiin etkili oldugunu ispatlamak ve daha sonra Oziitlin kimyasal igeriginin

belirlenmesi amagli analiz yapilabilir.

33



Bundan sonraki yapilacak caligmalarda; 231.5 ng/mL, 464.8 ng/mL ve 601.7 ng/mL
IC50 degerleri ile inhibitdr etkinligi goriilmiis olan sirayla D. tenuifolia bitki yapragi, E.
ritro bitki cicegi ve R. lutea bitki yapragi oziitlerinin kimyasal igerigini belirlemek
amacli fraksiyon caligmasi ve fitokimyasal analizlerinin faydali oldugu goriilmektedir.
D. tenuifolia bitki yapragi, E. ritro bitki ¢icegi ve R. lutea bitki yapragi oziitlerinin
ng/mL diizeyinde AR enzimine karsi inhibitor etkinlik gostermesi, bu bitki
kisimlarindan elde edilen Oziitlerin AR enzimi inhibisyonunda ¢ok etkili oldugunu
gostermektedir. Buna gore de, diisiik dozlarda yiiksek etkisi olan inhibitorlerden

kaynaklanan yan etkilerin de daha diisiik olmasinin miimkiin oldugu goériilmektedir.

D. tenuifolia bitki yapragi, E. ritro bitki ¢icegi ve R. lutea bitki yapragi oziitlerinin
yiiksek inhibitor etkinligi gostermesinden dolayi, gelecekte diyabetik komplikasyonlar
ve kanserleri onlemek amagla AR enzim aktivitesini inhibe etmekte in vivo olarak da
incelenebilirler. Ayrica ilag gelistirme ve hastaya ulasacak sekilde tiretilmesi siireci 15
yila yayilabildiginden bitki 6ziitlerinden ilag etken maddesinin ayrigtirilmasi yerine bitki
oziitlerinden gida takviyelerinin hazirlanmasi miimkiin olabilir, dolayisiyla bu bitki
oziitlerinin 6zellikle diyabetik hastalarin tedavisinde uzun vadede gida takviyesi olarak

kullanilmasi da miimkiin olabilir.
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