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SIMGELER VE KISALTMALAR
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: Peroksizom proliferatorii aktive edilmis reseptor gamma
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: Tipl Diabetes Mellitus
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DOCKING TABANLI TERS SANAL TARAMA VE MOLEKULER
DINAMIK SIMULASYON iLE KARVAKROL'UN POTANSIYEL
ANTI-DIYABETIK OZELLiGININ INSAN HEDEF PROTEINLERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Amag: Bu doktora tez calismasinin amaci, kekik ve kekik benzeri bitkiler
tarafindan tretilen karvakrol (KV)' un bir dizi yeni insan protein hedefine karsi
biyoinformatik analizi sonucu in vitro ortamda anti-diyabetik 6zelliginin

arastirilmasidir.

Gere¢ Ve Yontem: Bu calismada ters sanal tarama (inverse virtual screening)
metodu ile elde edilen sonuglarin biyoinformatik yolak analizi sonrasi molekiiler
dinamik simiilasyonla (MD) KV’nin hedef proteinlerle molekiiler modellemesi
yapilmistir. Daha sonra bu sonuglarin konfirmasyonu, 3T3-L1 hiicre soyu hiicrelerinin
hiperglisemik hiicre kiiltiirii ortaminda western blot ve immiinfloresan yontemleriyle

yapilmistir.

Bulgular: Baglanma enerjisine gore KV yerlestirme simiilasyonlarinin en iyi
pozlarn -7,9 ila -3,5 (kcal/mol) araligindadir. Protein listesinin GeneMANIA,
WebGestalt ve Panther araciligiyla yolak analizi sonrasinda KV ile etkilesime giren yedi
protein (DPP4, FBP1, GCK, HSD11B1, INSR, PYGL, PPARA ve PPARG) belirlenmis
ve bu proteinler KV ile MD simiilasyon siirecinde kararli yapilar sergilemistir. In vitro
uygulamada, sadece KV veya MET ile birlikte deney grublart kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasilmistir. Tim bu bulgular g6z Oniine
alindiginda, KV nin bu hedef proteinlerden PPARG ve INSR diyabet tedavisi i¢in FDA
onayl1 hedeflerdir. Bu da bize KV’nin DM tedavisi i¢in umut verici bir terapdtik bilesik

olma ihtimalini diisiindiirmektedir.

Sonu¢: Sonuglarimiz, KV’nin in silico sonuglarinin in vitro uygulama ile
validasyonunun DM i¢in yiiriitillecek olan ¢aligmalara destek verecek potansiyeline

sahiptir.
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Anahtar Kelimeler: Diyabet, In vitro, Karvakrol, Molekiiler Dinamik
Simiilasyon, Ters Sanal Tarama
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INVESTIGATION OF THE EFFICACY OF THE POTENTIAL
ANTIDIABETIC PROPERTIES OF CARVACROL ON HUMAN
TARGET PROTEINS BY DOCKING-BASED INVERSE VIRTUAL
SCREENING AND MOLECULAR DYNAMIC SIMULATION

ABSTRACT

Aim: The aim of this doctoral thesis is to investigate the anti-diabetic properties
of carvacrol (CAR), produced by thyme and thyme-like plants, against a series of new

human protein targets in vitro, as a result of bioinformatics analysis.

Materials and Methods: After the bioinformatics pathway analysis of the
calculation results we obtained using the inverse virtual screening method, molecular
modeling of CAR to target proteins was carried out with molecular dynamics
simulation. Then, the target proteins were verified through western blot and
immunofluorescence assays in a diabetes model utilizing 3T3-L1 grown in

hyperglycemic cell culture medium.

Results: The best poses of CAR docking simulations with respect to binding
energy were in the range of -7.9 to -3.5 (kcal/mol). After pathway analysis of the
protein list through GeneMANIA, WebGestalt, and panther, seven CAR-interacting
proteins (DPP4, FBP1, GCK, HSD11B1, INSR, PYGL, PPARA, and PPARG) were
identified and these proteins exhibited stable structures during the MD process with
KV. In in vitro application, we achieved statistically significant results only in
combined doses with CAR or MET. Considering all these findings, PPARG and INSR,
among these target proteins of CAR, are FDA-approved targets for the treatment of
diabetes. Therefore, CAR may be a promising therapeutic compound for the treatment
of DM.

Conclusion: Our results have the potential to support studies to be carried out

for DM by validating the in silico results of CAR with in vitro application.

Key Words: Carvacrol, Diabetes, Inverse Virtual Screening, In vitro, Molecular

Dynamics Simulation,
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1. GIRIS VE AMAC

Hiperglisemi ile karakterize karmagik bir metabolik bozukluk olan Diabetes
Mellitus (DM), diinya ¢apinda milyonlarca insani etkileyen epidemik boyutlara ulagsmis
bir hastaliktir (1). Artan prevalansi ve iliskili komplikasyonlari, yeni terapotik
miidahalelere olan acil ihtiyacin altim ¢izmektedir. Dogal iirlinler uzun siiredir
potansiyel antidiyabetik ajanlar i¢in degerli kaynaklar olarak kabul edilmektedir ve bu
baglamda bir monoterpenoid fenol olan karvakrol biiytik ilgi gérmiistiir (2). Karvakrol
(KV), gesitli aromatik bitkilerdeki varligiyla yaygin olarak bilinmektedir ve gesitli
farmakolojik 0Ozellikleri, onun bir antidiyabetik ajan olarak potansiyelini ortaya
koymaktadir (3,4). Bu calismada, yerlestirme tabanli ters sanal tarama ve molekiiler
dinamik simiilasyonu birlestiren ¢ok yonlii bir yaklasim araciligiyla KV’nin

antidiyabetik etkinliginin arastirilmasi hedeflenmistir.

In vitro ve in vivo yontemleri kullanarak arastirilacak bir ligand i¢in mevcut tiim
insan proteinlerini analiz edebilmek neredeyse imkansizdir. In silico tahmin yontemleri,
bilgisayar destekli reseptor-ligand (ilag) tasarimi klinik oncesi aday ilag gelistirmeye
imkan saglayarak maliyet ve deneylerin azaltilmasin1 hedefleyen etkili bir yaklasimdir.
Bu baglamda, bu tez c¢alismasi, karvakrol ile glikoz metabolizmasinda, insiilin
sinyalizasyon ve diyabetle iliskili diger 6nemli yolaklarda 6énemli rol oynayan spesifik
insan hedef proteinleri arasindaki etkilesimlere 151k tutmaktir. Yerlestirme tabanh ters
sanal tarama, karvakrol ile bu hedef proteinler arasindaki potansiyel baglanma
etkilesimlerini tahmin etmemizi saglayan gii¢lii bir hesaplama teknigidir. Molekiiler
dinamik simiilasyonu, bu komplekslerin dinamik davranisina dair iggoriiler saglayarak
bu yaklasimi daha da kuvvetlendirir ve bdylece potansiyel terapdtik mekanizmalarin
kapsamli bir sekilde anlasilmasini saglar (5,6). Elde edilen in silico sonuglarinin
validasyonu, in vitro ortamda hiperglisemik hiicre kiiltiirii sonras1 western blot ve

immiinfloresan yontemleriyle gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismada, KV’ nin potansiyel bir anti-diyabetik ajan olarak bilgisayar temelli
ilag tasarimi ile mantigmi inceleyecegiz, arastirmamiz ic¢in kullanilan metodolojiyi
aciklayacagiz ve bulgularimizin sonuglarini tartisacagiz. Bu c¢alismanin sonuglari,
yalnizca KV’ nin anti-diyabetik 6zelliklerini ortaya ¢ikarma potansiyeline sahip olmakla

kalmayip, aynt zamanda diyabetin molekiiler temellerinin daha derinlemesine



anlagilmasma katkida bulunarak bu kiiresel sagliga karsi miicadelede yenilik¢i

tedavilerin gelistirilmesi igin yeni yollar acabilecektir.



2. GENEL BILGILER

Diyabet, pankreas organinin insiilini yeterli iiretememesi veya trettigi insiilinin
efektif olarak kullanamadigi durumlarda kendini gosteren kronik bir vakadir.
Hiperglisemi, kontrolsiiz diyabetin ciddi bir sonucudur ve basta sinirler ve kan
damarlar1 olmak tizere viicuttaki gesitli sistemlerde ciddi hasara neden olmaktadir (1).
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), 2021 yilinda 536,6 milyon kisinin diyabetle
yasadigini (tesis edilmis veya edilmemis) tahmin etmekte ve bu saymnin % 46 artarak
2045 yilina kadar 783,2 milyona ulasacagimi ongormektedir (7). Bu istatiksel veriler,
yeni anti-diyabetik bilesiklerin hizli gelisimi i¢in tamamen yeni ve yenilik¢i bir yontem

olusturmanin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

2.1. KARVAKROL VE DiYABET

2.1.1. Karvakrol

Bitkiler faydali ve koruyucu o6zelliklerinden dolay1 geleneksel tipta yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir (2). Kekik ve kekik benzeri gibi bir¢ok aromatik bitki tiirii
tarafindan tiretilen (Tablo 1) ve normalde sivi halde bulunan bir monoterpenik fenol
olan karvakrol (KV)* iin (2-metil-5-izopropil fenol) (Sekil 1), anti-inflamatuar (8),
antioksidan (9), antiapoptotik (10), antimikrobiyal (11) ve antikanser 6zellikleri (12) ve
noron hiicre korumasi (13), metabolizma ve sindirimi kolaylastirma kapasitesi (14) gibi
cesitli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Sekil 1). KV en ¢ok kekik ile
iliskilendirilir, ancak ayn1 zamanda nane, feslegen, mercankosk otu, biberiye, lavanta ve
adacay1 bitkileri de dahil olmak iizere diger Labiatae bitkilerinde de mevcuttur (15). Ek
olarak, timol, limonen, terpinen, osimen ve karyofillen gibi diger antioksidanlarla
birlikte karvakroliin varligi, kekik yaginin sagliga olan faydalarina ve kendine 6zgii tat
ve kokusuna 6nemli Ol¢iide katkida bulunur (16). Bu bulgular, karvakroliin bitkisel

tiptaki 6nemini ve saglikli yasamdaki potansiyel uygulamalarini vurgulamaktadir.



Tablo 2.1: Ugucu yag ekstraksiyonunun 6n analizinden elde edilen sonuglar

Tiirler Analiz yontemleri Icerik Oram (%) Referanslar
Origanum syriacum (Dag kekigi) GC ve GC-MS 26.97 (16)
O. syriacum var. Bevanii (Dag kekigi)  G-MS 64.1 a7
Thymus vulgaris(Bahge kekigi) GC-MS 59.29 (18)
Thymbra spicata (Kara kekik ) GC-MS 70 (19)
Origanum vulgare (Keklik otu) G -MS 61.08-83.37 (20)
Thymbra capitata (Aci kekik) GC ve GC-MS > 66 (21)

GC; Gaz kromatografisi ve GC-MS; GC — Kiitle spektrometrisi

Metabolizma ve

Sindirimde
yil i R
Anti-fungal LEe Karaciger
kapasite Hiicrelerinin
Korunmasi
A ’
OH ( )
Anti-kanser
<:| |::> Etkinlik
& J
HsC CHy
Néro-koruma @ % Anti-oksidan
kapasitesi kapasite

Sekil 2.1: Karvakrol’iin kimyasal yapis1 (Carvacrol (CHEBI:3440)) ve bilinen etki
mekanizmalari

2.1.2. Karvakrol ve Diyabet

Diabetes Mellitus, viicudun insiilin {iretme veya insiiline yanit verme yetenegini

etkileyen, yiiksek kan sekeri seviyelerine neden olan kronik bir metabolik hastaliktir (1).

Glikoz homeostazi, aerobik oksidasyon, anaerobik glikoliz ve glikojen sentezi
gibi karbonhidrat-metabolizma yolaklar1 ile saglanir (22). Kronik hiperglisemi ve
hiperlipidemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, bobrek hasar1 ve retina hasar1 gibi diyabetik
komplikasyonlarin gelismesine sebep olan oksidatif stresi aktive eder (23). Kandaki
artan glikoz seviyesi, enzimler tarafindan kontrol edilen bir karbonhidrat metabolizmasi

bozuklugu ile iligkilidir (24). Bir dizi anahtar enzim karbonhidrat metabolizmasini



kontrol eder. Ornegin, heksokinaz (HK) ve 6-fosfofruktokinaz (PFK) anaerobik
glikolize katilirken (25,26), Sitrat sentetaz (SS), aerobik oksidasyonda yer alan anahtar
bir enzimdir (27). Tipl Diabetes Mellitus (TLDM) ‘da HK ve PFK aktivitesi azaldigi
bilinmektedir (28).

T1DM'in birincil tedavisi, kandaki hiperglisemiyi kontrol etmek icin esas
olarak glikoz seviyelerini diisiirmeyi ve dengelemeyi saglayan insiilin enjeksiyonudur
(29). Cok yonlii 6zellikleri sayesinde, glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) reseptordi,
dipeptidil peptidaz-4 (DPP4) ve alfa-glukozidaz i¢in amaglanan spesifik inhibitérler ve
enzim hedefli ilaglarin onaylanmasinda kayda deger ilerleme olmustur (30). Ne yazik
ki, bu onaylanmis ilaglarin bir kisminin yan etkileri oldugu deneyimlenmistir (30).
T1DM patogenezindeki karmasikligin aydinlatilmasiyla, hastaligin tedavisi i¢in daha

etkili ve giivenilir ilaclar gelistirmeye artan bir ihtiyag¢ vardir.

Cesitli bitkilerde bulunan dogal bir bilesik olan karvakroliin, diyabet tedavisinde
potansiyel terapotik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (3,31,32). Bazi galismalar
karvakroliin diyabetik hastalarda insiilin duyarliligini ve glukoz metabolizmasini
modiile edebilecegini One siirmektedir. Ancak diyabet tedavisinde karvakrol
kullaniminin olast yan etkileri hala tam olarak anlagilamamistir. Ek olarak, tedavi
sonuglarin1 iyilestirmek i¢in karvakroliin geleneksel anti-diyabetik ilaclarla
kombinasyon halinde kullanilip kullanilamayacagi da belirsizdir. Diyabet semptomlarini
tyilestirmek i¢in optimal karvakrol dozajinin belirlenmesi de devam eden bir aragtirma
alanidir. KV'nin anti-diyabetik etkinligi, DM ile ilgili deneysel ¢alismalar KV iizerinde
yeterince yiiriitilmediginden, ¢ok az ilgi ¢ekmektedir. Bu nedenle KV'nin bu 6zelligi

degerlendirilmelidir.

Kekik yag1 etken maddesi olan KV nin antidiyabetik etkisinin mekanizmasinin
kesfedilmesiyle -ki Pubmed’te anahtar kelime olarak “Diabetes and Carvacrol” birlikte
tarandiginda sadece 44 yayima ulasilabilmektedir
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Diabetes+and+Carvacrol,  Erisim tarihi:25
kasim 2023)- kekik cenneti olan iilkemizde antidiyabetik ajan olarak kullanilmasi
muhtemel olacak karvakrol’e ulagsmak hem pazar ve maliyet hem de hammade
acisindan primer ajan olan ve yabanct menseli metfromine alternatif olabilecektir. Yerli
bitkilerimizden olan kekigin iiretim kolayligiyla da yerli bir antidiyabetik ajan olarak

literatlire girecek olmasi agisindan da onemlidir. Yine saglikla ilgili gesitli alanlarda



timit verici 6zellikler gostermesi nedeniyle, KV’nin diyabet yonetimi i¢in potansiyel
saglik yararlarini arastirmak biiytileyici bir konudur. Karvakrol ve diyabet yonetimine
odaklanan spesifik aragtirmalar bir sekilde smirli olsa da, bilinen o6zelliklerine ve
diyabet tedavisi ve yonetiminin daha genis kapsamina dayanarak potansiyel faydalar

cikarilabilir.

Bu amagla tez ¢alismamizin hedefi, KV'nin in silico ve in vitro analizler yoluyla
etki mekanizmasii aydinlatmak olacaktir. Sonuglarimizin, simdiye kadar bu alanda
yapilan ve ileride yapilmasi planlanan diyabet calismalarina onemli bir katki
saglayacagi kanaatindeyiz. Hedefledigimiz bulgulara ulasildiginda, iliskisini in vitro da
gosterdigimiz protein ya da proteinlerin diyabet yolagindaki aktivasyon ve
etkinliklerinin aydinlatilacagi diabetik hayvan modeli ile daha ileriye tasimayi

hedeflemekteyiz. Bu ¢aligsmada;

e KV’nin potansiyel antidiyabetik etkisinin, hesaplamali biyoloji ile yeni hedef
proteinlere olan etkilerinin belirlenmesi,

e KV'nin docking tabanli ters sanal tarama sonucu hesaplama puanlariyla listenen
FFAR1, AKR1B1, RBP4, PPARD, DPP4, GCK, PPARG, AMY2A, PDK?2,
MGAM, HSD11B1, PPARA, NR5A2, INSR, PYGL, PTPN9, ve FBP1
proteinleri GENMANIA ve WebGestalt bioinformatik araglara tabi tutulmasi,

e Belirledigimiz proteinlerin KV ile yerlestirme (docking) komplekslerinin
molekiiler dinamik simiilasyon yontemiyle atomik seviyede ii¢ boyutlu
yapilarinin incelenmesi,

e Insan mezenkimal kok hiicrelerinin progenitdr pankreas beta hiicrelerine
benzeyen hiicrelere indiiklenmesi ve hiperglisemik in vitro ortam ile diabetik
model olusturulmasi,

e KV’nin, artan farkli konsantrasyonlartyla belirlenen gruplardaki hiicrelere olan
etkin dozunun sitotoksik hiicre canlilig testiyle analizi,

e Diyabet ile iligkilendirilen hedef proteinlerin KV uygulanmis diyabetik model
hiicre hattinda protein diizeyinde ekspresyon seviyelerinin 6l¢iilmesi,

e KV’nin diyabet tedavisinde yardimci bir ajan olarak kullaniminin, diyabet
alanindaki ilag denemeleri ¢alismalarina katkisinin ve diyabet alaninda gelecek

calismalara 151k tutabilecegininin sorgulanmasi hedeflenmistir.
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Calismamiz, KV i¢in diyabet ile iligkilendirilen yeni hedef proteinlerinin
arastirilmasi, KV’nin hangi protein iizerinden kan sekerini diislirdiiglinii gosterecek
olmasi adina daha 6nce yapilmamis bir ¢aligma olmasi, birbirini takip eden in silico ve
in vitro ¢aligmalar olmas1 dolayisiyla bildigimiz kadariyla konuyla alakali yapilan ilk

calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Ayrica, bilgisayar destekli ilag etken madde tasarimi gelisiminde, KV nin anti-
diyabetik 6zellik kazandirilabilmesinde giincel inovatif algoritmalara sahip kenetleme
(docking) bazli molekiiler modelleme ve dinamik simiilasyon ile hesaplama sonucu
kimyasal yap1 temelli ilag analizi ile biyoyararlanim seviyesinin in vitro uygulamalar ile
Ol¢iilmesi, KV* nin istenilen terapotik kategoriye ve giiglii biyolojik etki gosterebilecek
seviyeye ulasabilmesini saglayacak gelecekteki ¢alismalara katki saglayacagi
amaglanmistir. Yine ¢alismamiz, bir¢cok aromatik bitki 6ziitiinde var olan KV nin dogal
ortamindan 1ilag olarak anlamlandirilmasi ve onaylanmasina kadar olan siirecte,
preklinik calismalar ile Faz (1-4) asamalarina gelmesi igin yapilacak olan ¢alismalara

destek verecektir.

Proje Onerimiz, hesaplamal1 yapisal biyoloji metodlar: icermesi, hedefe yonelik

karvakrolun yeniden konumlandirilmasi ve tasariminin tahmini igin etkili bir yaklagimi



temsil ederek, klinik dncesi ila¢ gelisimini agiklamay1 ve dolayisiyla ilgili siire, maliyet

ve deneylerin azaltilmasini saglamaktadir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. IN SILICO DENEYI

3.1.1. Karvakrol Kimyasal Yapisimin Hazirlanmasi1 ve Potansiyel Anti-

Diyabetik Aktivitenin Ters Sanal Taramasi

Calismamizin, ilk basamagi olan in silico kisimda, KV’ nin 17 protein arasindan
yiiksek giivenilirlikle etkilestigi 8 protein ve bu proteinlerin karvakrolle olan molekgler
modellemesi analiz edilmistir. MD simiilasyon verileriyle birlikte, bu 8 proteinin farkl
KV dozlarindaki ekspresyon farkliliklarinin saptanmasi, bu farkliliklarin in vitro
ortamlarda gosterilmesi, dolayisiyla karvakroliin antidiyabetik etkisinin hangi proteinler
tizerinden gergeklestiginin ortaya cikarilmasi amaglanmistir. Bununla birlikte bu 8
proteinden DPP4’iin KV afinite tahmini her ne kadar MD simiilasyonu ile yapilsada,
hiicre digina salinan plazma protein olmasindan konfirmasyonu in vitro analizinden

ziyade in vivo yontemle gelecek ¢alismamizda yapilmasi ongorilmiistiir.

Calismamizin hazirhk ayaginda, KV’nin muhtemelen baglanabilecegi yeni
protein hedeflerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Buna gore, KV ve olasi diyabet
hedef proteinlerinin kenetlenmesini hesaplamak i¢in DIA-DB (33) web sunucusu
kullanilmistir. Karvakrol’iin kanonik SMILES (CC1=C (C=C (C=C1)C=C) O)
notasyonu ve iki boyutlu yapisi PubChem’den alindi (34). Daha sonra, KV nin kanonik
SMILES’i, Autodock Vina (35) ’nin 6zellestirilmis bir versiyonu ile bilesiklerin ters
sanal taramasmi kullanan DIA-DB web sunucusuna diyabetle iligkili 17 protein

hedefine kars1 yerlestirme (doking) islemi i¢in gonderildi (Tablo 1).



Tablo 3.1: Ters sanal taramadan elde edilen proteinlerin Uniprot veritabani

smiflandirmasi

Uniprot ID PDB  Coziiniirlik Zincir Simf Protein ismi Gen ismi

014842  4PHU 2.33A A Hidrolaz ferbe“ yag asidi reseptord pp ppy

P15121 3G5E 1.80 A A Oksidorediiktaz  Aldoz rediiktaz AKR1B1

po2753  2MR 1804 A sinyal proteini Koo PREIAVICHPIOEInG pppg

Transkripsiyon  Peroksizom proliferatori ile

Q03181 PEQ 2404 A aktivatori aktive olan reseptor delta PPARD

P27487 4A5S  1.62 A A Hidrolaz Dipeptidyl peptidaz 4 DPP4

P35557 3IMX 2.00A Transferaz Glukokinaz GCK

P37231  2FVJ 199 A A Sinyal proteini Feroksizom proliferatoriiile o ) o
aktive olan reseptdr gamma

P04746  4GQR 1.20 A Hidrolaz -2 aligggiiaz AMY2A
oncusu
[Piruvat dehidrojenaz (asetil

Q15119 AMPC 1.70 A A Transferaz aktaran)] kinaz izozim 2, PDK2
mitokondriyal 6ncii

043451  3L4Y 1.80A A Hidrolaz Maltaz-glukoamilaz, MGAM
bagirsak

P28845  4KIL 196 A NS vttty OO SEBEIIER ey

D dehidrojenaz 1

Q07869  3FEI 240 A A Transkripsiyon - eroksizom proliferatdriiile oo \p
aktive olan reseptor alfa

000482  4DOR 1.90 A A/B  Transkripsiyon \uKleer reseptoraltailesi 3 \ogno
grup A iiyesi 2

P06213 3EKN 2.20A A Transferaz insiilin reseptorii onciisic ~ INSR

P06737 3DDS 1.80 A A/B  Transferaz G“ko.J?n BB el 7 PYGL
karaciger formu

PA3378  4GE6 1.40A A/B  Hidrolaz Tirozin-protein fosfataz g
reseptor olmayan tip 9

P09467 200K 2.00A 'S/B/C/ Hidrolaz Fruktoz-1,6-bifosfataz 1 ~ FBP1

3.1.2. Asir1 Temsil Analizi (Over-representation Analysis)

DIA-DB web sunucusundan hedef proteinlerin resmi gen adlar1 WebGestalt’a

tabi tutulmustur (36). WebGestalt sunucusunun gen listelerinin islevsel zenginlestirme

analizi i¢in yaygin bir ara¢ oldugu i1yi bilinmektedir. WebGestalt’taki gen listesini analiz

etmek ig¢in yolak (37), Panther (38) analiz yontemi ve Fonksiyonel Veri Tabani
DisGeNET (39)‘den Asir1 Temsil Analiz (ORA) (40) metodu uygulanmistir. Referans

seti olarak illumina humanwg 6 v3 secildi ve diger tiim gelismis parametreler varsayilan

degerlerinde birakilmistir. Ayrica, gen listesini proteomik verilerle islevsel olarak

benzer genlerle zenginlestirmek i¢in GeneMANIA (41) araci kullanilmistir.

10



3.1.3. Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyon

Yapisal sabitligi degerlendirmek ve protein-ligand (hedef proteinler-karvakrol)
etkilesimlerinin statik tanimini dogrulamak i¢in Desmond, Schrodinger (42) yazilimi
kullanilarak MD simiilasyonu gergeklestirilmistir. Protein-ligand etkilesimlerinin
dinamik dogas1 incelenerek atomik diizeydeki etkilesimlerinin analizi yapildi.
Kompleks, basit nokta yiikii (SPC) ile su molekiilleri ile dolu boyutlar1 10x10x10 A
olan bir kutuya daldirildi. Enerji minimizasyonu, en dik inis yontemi kullanilarak 2000
adimda yapildi, esik 1.0 kcal/mol/A olarak ayarlandi. NPT simiilasyonlar1 Nosé-Hoover
algoritmasi (43, 44) ile 300 K'da gergeklestirildi ve Martyna-Tobias-Klein barostat (45)
ile basing 1 bar'da tutuldu. Tiim c¢aligmalarda periyodik smir kosullari kullanildi.
Simiilasyon uzunlugu 100 ns olarak tercih edildi. Van der Waals etkilesimleri i¢in 9
A'lik kesim kuruldu ve elektrostatik kisimda 10-9 toleransl Particle Mesh Ewald (PME)
yontemi kullanildi. Kosularda kullanilan kuvvet alani, OPLS3e (46)idi. Protein-ligand
etkilesimlerinin dinamik kalitesi analiz edilmis ve atomik diizeydeki etkilesimleri

dikkate alinmistir.

3.2. IN VITRO DENEYi

Bu calismada in vitro ‘da genellikle diyabet, obezite ve ilgili bozukluklarla
iliskili temel hiicresel mekanizmalari incelemek i¢in kullanilanilan 3T3-L1 (ATCC: CL-
173) fare fibroblast hiicre soyu hiicreleri tercih edilmistir. ATCC’den elde edilen kriyo-
tipte donmus durumda 3T3-L1 embriyonik fare fibroblast hiicre soyu hiicreleri daha
onceki calismalarda oldugu sekilde agilarak birka¢ dakika 37°C'lik bir su banyosunda
tutuldu ve taze ortam ile yeniden siispanse edilmistir. En az 2 pasajdan sonra deney igin
kullanildi (47)(bkz. Sekil 3.1). 3T3-L1 fare fibroblast soyu hiicrelerinin in vitro
ortamda, biiylime ve ¢ogalmalarini saglamak i¢in, uygun besiyeri hazirlanacaktir. Bu
amagcla; 100 ml Dulbecco Minimal Eagle’s Medium F-12(HAM) (DMEM) besiyerine ,
% 10 olacak sekilde 1siyla inaktive edilmis fetal sigir serum (FCS), %1 olacak sekilde
penisilin-streptomisin antibiyotigi, %1 olacak sekilde L-glutamin amino asiti eklenerek

hazirlanmastir (47).
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Sekil 3.1: 3T3-L1 hiicre ekiminin ve pasajlama asamalarinin sematize gorseli

3.2.1. In Vitro Deneyin Kurgulanmasi

Hiicreler literatiire gore belirlenmis 25mM/L (450 mg/dL) ve 33.3 mM/L (600
mg/dL) glikoz dozlarinda iki farkli hiperglisemik besiyerinde 24 saat boyunca inkiibe
edildikten  sonra  25/50/100/150/200/250/300/400 uM  dozlarda KV (KV
¢Oziiciisii(DMSO <%0.1) ile hazirlanmis ve filtrelenmis olarak hazirlanarak belirlenen
stirelerde maruz birakild1 (47, 48). Ayrica pozitif kontrol grubunun efektif dozunun
belirlenmesi i¢in 0.5/1/5/10/15/25/30/40/50 mM dozlarinda metformin (MET)(Tip 2
diyabette kullanilan ila¢ etken maddesi) uygulamasi yapildi (49). KV ve MET optimum
dozunu belirlemek amaciyla MTT testi ve medyumdan glikoz konsantrasyonu dl¢liimii

yapild1 (Su i¢inde ¢oziintirliigii; KV: 0,33 g/, MET:350 g/L 20 °C).

3.2.2. Sitotoksisite Testi (MTT)

Diyabetik in vitro modeli olusturulmus hiicreler {izerinde toksik etki
olusturmayacak optimum KV dozajim tespiti igcin MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi yapildi. Bunun i¢in hiicreler 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarinda 1x10* hiicre/kuyu (100 pl) olacak sekilde inkiibe edildi. Inkiibasyon
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sonunda 25-400 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanan KV ve 0.5-30 mM
dozlarinda MET 24 ve 48 saat boyunca hiicrelerle muamele edildi. Siireler sonunda,
kiiltiir medyumu iizerine 10 pl, 5 mg/ml MTT eklenerek, 37 °C *de 3 saat inkiibe edildi.
Daha sonra MTT soliisyonu dokiildii ve hiicrelerin lizerine 100 pl dimethyl sulphoxide
(DMSO) eklenerek oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Renkteki degisim kolorimetrik
bir okuyucu olan spektrofotometrede 570 nm’de 655 nm referans dalga boyuna karsi
okutuldu. Uygulanan dozlarin absorbans degerleri, kontrol grubunun absorbans
degerleri ile karsilastirilarak, % cinsinden dlen hiicre sayis1 saptandi ve % inhibisyon
konsantrasyonu belirlendi. GraphPad Prism 9 paket programi ile logoritmik biiylime
egrileri ve absorbans degerleri (ortalama + SD) zamana kars1 ¢izildi (50). Tablo 3.2 deki
gruplardan toksisite olusturmayacak optimum dozlar1 belirlemek igin IC50 (hiicrelerin

yarisini 6ldiiren konsantrasyon) degeri tespit edildi (bkz.Sekil 3.2).

Tablo 3.2: Olusturulan deney gruplari ve doz serileri

Kontrol Vehikiil Doz A<IC50 DozB<IC50 Doz C<IC50

Hiicre + Medyum  Hiicre + Hiicre + Hiicre + Hiicre +

(Negatif Kontrol) Medyum+DMS  Medyum+DM  Medyum+DM  Medyum+DM
O(<%0.1) SO(<%0.1) SO(<%0.1) SO(<%0.1)

+KV+MET +KV+MET +KV+MET

=Y

o

o
1

IC50 =Hiicrelerin yarisini éldiiren
----------- konsantrasyon

(2
o
1

% Hiicre Canhhgi

KV [uM]

Sekil 3.2: Uygulanan KV dozlari i¢in IC50 degerinin belirlenmesi.

Deney verilerine gore karvakrol(KV) ve metformin (MET) doz grubu sayisi degisebilir. DMSO; KV

¢Ozlciistudir.
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3.2.3. Glikoz Konsantrasyonu Ol¢iimii

Deney gruplart olusturulduktan sonra ilag etkinliginin belirlenmesi i¢in kontrol
ve deney gruplarinin medyumundan GlucCell® cihazi ile (1 saat, 2 saat, 24 saat) zaman

araliginda glikoz konsantrasyon (mg/dL) 6l¢iimii yapildi.

3.2.4. Total Protein izolasyonu

Total protein izolasyonu i¢in diyabet modeli olusturulan hiicrelere MTT deneyi
sonucu belirlenen doz ve siirede KV ve MET uygulandi. Ardindan, hiicreler kiiltiir
kabindan kaziyici(cell scraper) ile toplandi. Daha sonra 200g’de 5dk +4 OC de santrifiij
edildi. Siipernatant atilip pellet lizerine proteaz inhibitor kokteyl (%1) i¢eren lizis buffer
(150 mM NacCl, 50 mM Tris (pH:8), %1 Triton-X-100) eklenip 20 dk kuru buzda
bekletildi. Ardindan 14000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek protein izolasyonu
gerceklestirildi (51). Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatanttan (1/20 diliie edilerek)
DeNovix DS-11 FX NanoDrop cihaziyla 260/280 OD degerinde protein konsantrasyon
(mg/mL) 6l¢timii yapildi.

3.2.5. Western Blotlama (WB)

Izole edilen proteinlerden, deneysel diyabet modelinde KV nin, yolak analizi
yapilmis diyabet ile iligskilendirilen PYGL, HSD11B1, PPARA, PPARG, INSR, GCK,
FBP1 genleri iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla protein seviyeleri western blot
yontemi ile incelendi. 20pgr miktarda protein Ornekleri %4-12 SDS-Page jele
(THERMO NuPAGE™, BisTris,1.0 mm) yiiklenerek proteinler elektroforeze tabi
tutuldu. Jelde yiriitilen ornekler transfer sistemi yardimiyla PVDF (ADV-K-12043-
C20) membrana aktarildi. Membran, 1 saat TBS-T (Tween-20 iceren Tris-buffered
saline (TBS)) i¢inde hazirlanan %S5 yagsiz siit tozu ile inkiibe edildi. Daha sonra
arastirilacak proteine uygun primer antikorlar (PYGL, HSD11B1, PPARA, PPARG,
INSR, GCK, FBP1 ve B-actin(housekeeping protein)) ile (1:1000 konsantrasyonunda) 1
gece +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin TBS-T ile muhtelif yikamalar sonrasi, 1 saat oda
sicakliginda sekonder antikor ile inkiibe edildi ve daha sonra immiin kompleksler
kemiluminesans yontemi iBright FL1000 (invitrogen) cihazi ile goriintiilendi.
Arastirilan proteinlere ait bantlarin optik dansitesi, housekeeping bandin optik
dansitesine oranlanarak ifade edildi (51). Goriintii analiz degerleri i¢in Imagel] 1.54

programi kullanilmistir.
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3.2.6. Immiinfloresan (IF) ile Protein Analizi

Diyabet modelinde KV muamelesi sonrasi, WB ile total protein seviyeleri
belirlenen PYGL, HSD11B1, PPARA, PPARG, INSR, GCK ve FBP1 proteinlerinin
hiicre kompartimanlarindaki yogunluklarinin izlenerek yorum yapilabilmesi i¢in hiicre
ici lokalizasyonlar1 da incelendi. BOylece bu proteinlerin hiicredeki yogunluklari ve
aktif rol aldiklart hiicresel alanlar1t WB sonuclariyla kombinasyonlu analizi yapildi.
Bunun i¢in 3T3-L1 hiicreleri, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 2x10° hiicre/kuyucuk
yogunlugunda cogaltilarak deneysel diyabet modeli olusturuldu. MTT analizi sonucu
belirlenen optimum KV ve MET dozu uygulanip 24 saat inkiibe edildi. Ardindan
hiicreler, PBS (Phosphate Buffered Saline) iginde %4 paraformaldehit ile fikse edilip 15
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. 3 kere PBS ile yikama sonrasi hiicreler
%1 BSA igeren PBS’de 1 saat, oda sicakliginda inkiibe edildi (blocking). Inkiibasyon
sonrast PBS ¢ozeltisi uzaklastirilip hiicreler, %1 BSA iceren PBS ic¢inde hazirlanan
primer antikorlarla (anti-PYGL, anti-HSD11B1, anti-PPARA, anti-PPARG, anti-INSR,
anti-GCK, anti-FBP1) 4°C’de 16 saat muamele edildi. Daha sonra PBS ile 3 kere
yikama yapilip %1 BSA igeren PBS icinde hazirlanan floresan isaretli sekonder antikor
oda sicakhiginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda PBS ile 3 kere
yikama yapildi ve hiicreler DAPI (Fluoroshield Mounting Medium with DAPI (Abcam,
AB-104139)) ile muamele edilip floresan mikroskobu altinda gorintiilenerek 15dk
sonra incelendi. EVOS® FL Auto Imaging (AMF4300, Invitrogen) cihazinda farkli bes
bolge segilerek x20 biiyiitmede goriintiiler alindi. Elde edilen her fotograftaki hiicreler
Fiji, ImageJ 1.54 programinda hiicre sayim1 yapild: ve istatistiksel hesaplama ile analiz
edildi (52).

3.2.7. istatistiksel Analiz

En az ii¢ kez tekrarlanan deneylerin sonuglar1 grup i¢i degerlendirmeler icin
“GraphPad Prism 9.5.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) programi
kullanilarak” tek yonli ANOVA testi ile degerlendirildi. Tim deneylerde KV ve
MET’in etkileri, KV ve MET uygulamasi yapilmamis kontroller ile karsilastirilarak
istatistik analize tabi tutuldu. p<0.01 veya p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.
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3.2.8. Calismada Kullamilan Metaryel ve Techizat
v' Spektrofotometre+ Florometre (DENOVIX/ DS- 11FX)
v Laminar Flow Kabin (Metisafe)
v’ Inkiibator (DATHAN/ 1G-50)

v CO2'i inkiibatér (Phebi)

<\

Countess Il (Invitrogen)
Iblot 11 (Invitrogen)

Mikropipet seti (Gilson)

ASIRANEERN

iBind Flex (Invitrogen)

<\

iIBRIGHT FL1000 (Invitrogen)

<\

Microplate reader (Allsheng AMR-100)

(DAIHAN/ DuoFreez U500)

<X

Derin Dondurucu (-200C)(BOSCH/ GSN36AI31)

<\

Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (SHIMADZU/ATX224,SEG)

<\

Derin Dondurucu (-80°C)

Isiticili Blok (Stuart SBH130D)

AN

Vortex 4S (DAIHAN- Wisd/ VM-10)

<\

Masaiistii sogutmal1 santrifiij

v Manyetik Karistirici (Daihan Scientific)

v" Distile Su Cihazi (Elga)

v" Ultra Saf Su Sistemi (Elga)

v Buz makinesi (IMS-50)

v Calkalamali Su Banyosu (Daihan Scientific)
v Otoklav (ALP)

v Evos FL (Invitrogen)

v Marker Ladder, Invitrogen see Blue Plus2 Ref:LC5925
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v THERMO NuPAGE™ 4 to 12%, BisTris,1.0 mm, MiniProtein Gel,
NW04120BOX

v ADV-K-12043-C20 PVDF Transfer Stacks

3.2.9. Cahismadaki Kit ve Kimyasallar

v" PPARA primer antikoru (PPARa monoclonal mouse Antibody (H-2): sc-
398394 Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

v" PPARG primer antikoru (PPARY monoclonal mouse Antibody (E-8): sc-
7273 Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

v' HSDI11B1 primer antikoru (11B-HSD1 monoclonal mouse Antibody (D-
5): sc-518168 Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

v' Beta aktin primer antikoru (B-Actin (8H10D10) Mouse mAb #3700)

v INSR primer antikor (INSR Polyclonal Antibody, ABP54912, Abbkine,
Atlanta 30303, Georgia, USA)

v PYGL primer antikor (PYGL Polyclonal Antibody, E-AB-11510,
Elabscience Biotechnology Inc.)

v GCK primer antikor (GCK Polyclonal Antibody, E-AB-40270,
Elabscience Biotechnology Inc.)

v' FBP1 primer antikor (FBP1 Polyclonal Antibody, E-AB-60949

Elabscience Biotechnology Inc.)

v Sekonder antikor western blot (HRP Donkey anti-rabbit IgG (minimal x-
reactivity) Antibody, Cat#:406401, BioLegend, Inc.)

v" Sekonder antikor western blot (HRP Goat anti-mouse IgG (minimal x-
reactivity) Antibody, Cat#:405306, BioLegend, Inc.)

v Sekonder antikor immiinfloresan,(Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 633, Cat#:A-21070,
Thermo Fisher Scientific Inc.)

v LDS 6rnek tamponu, (B0007,Thermo Fisher Scientific)

v" DAPI immiinfloresan nukleus boyama, Fluoroshield Mounting Medium
With DAPI (Abcam, AB-104139)
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Sekonder antikor immiinfloresan,( Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 488, Cat#: A-11001,

Thermo Fisher Scientific Inc.)
Trisma Base, (T-1503-1kg, Sigma Aldrich Inc.)

Antioksidan BT-005 Invitrogen,Thermo Fisher Scientific
Proteaz Fosfataz Inhibitor Kokteyli  (5872S, Cell Signaling
Technology Inc.)

Yirtitme tamponu, (B0002,Thermo Fisher Scientific)
LDS 6rnek tamponu, (BO007,Thermo Fisher Scientific)
Indirgenme ajam, (B0009, Thermo Fisher Scientific)
Tween-20 (Sc-29113, Santa Cruz Inc.)

Yagsiz Siit Tozu (sc-2325, ChemCruz Inc.)

WesternBright Sirius Kemiliiminesans Goriintiileme Kiti (K-12043-D10,

Advansta Inc.)

Stripping Buffer (Tris-HCL (1M PH:6.8) 62,5 ml, SDS (%20) 100 ml,
Beta mercaptoethanol 7 ml, dH20 830,5 ml, Total Hacim 1000 ml)

10X TBST (pH:7.6) (Trisma Base (Tris) 24,2 gr, NaCl 80 gr, Tween 20
10 ml, Total Hacim 1000 ml)

Lyzis Buffer (Tris-HCL (1M PH:6.8) 10 ml, 5 M NaCl 6 ml, Triton X-
100 2ml,dH20 182 ml)

Karvakrol (CAS:499-75-2, Sigma-Aldrich Inc.)
Metformin (H10000691, HCL-Wanbury)
DMEM (Gibco)

Tripsin % 0.25 (Thermofisher)

Penisilin (Wisent)

PBS tablet

FBS (Fetal Sigir Serumu) (Thermofisher)

Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)
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4. BULGULAR

4.1. IN SILICO HESAPLAMALAR

4.1.1. Yerlestirme Tabanh Ters Sanal Tarama

Bu ¢alismada, aromatik bitkilerden karvakrol adli dogal bilesigin anti-diyabetik
olasiligi, diyabete bagh ilaglar ve proteinler hakkindaki bilgileri birlestiren DIA-DB
(33) adli bir keminformatik sunucusu ile incelenmistir. Bu bilgi sayesinde,
yaklagimimiz, in silico analizi ile KV'ye kars1 17 diyabet hedefinin yerlesik tabanl bir
taramasidir. Her protein hedefi ile kristalize oldugu bulunan ligandlar, -7.9 ila -3.5
(kcal/mol) kenetlenme (doking) skoru arasindadir. Molekiiler aktivitelerine gore bu 17
hedef proteini li¢ grup altinda topladik (bkz. Tablo 4.1). Yerlestirme hesaplama
sonuglari, insiilin sekresyonu ve duyarlilifinin diizenlenmesinde FFAR1 (Serbest yag
asidi reseptorii 1), glikoz metabolizmasinin diizenlenmesinde AKR1B1 (Aldoz
rediiktaz) ve lipid metabolizmasi, her grubun en yiiksek hedef proteinleridir (bkz. Sekil
4.1-3). Bu sonuglara gore, bu hedef proteinlerin bilinen ligandlari, FDA onayli,
deneysel, faz ve klinik gelistirme c¢alismas1 gibi farkli statiilerde mevcuttur (bkz. Tablo
4.2). Srivastava ve arkadaslari (53) Fasiglifam'in veya FFAR1'in bir agonisti olan TAK-
875'in FFARI ile ARG183, ARG258 ve TYR240 residiileri ile etkilesime girdigini 6ne
stirmiislerdir. Sekil 4.1'de goriilebilecegi gibi, FFAR1 ve KV'nin ARG183 residiisii ile
hidrofobik bir etkilesim vardir. Daha derin analiz i¢in yoriingesel olarak baglanti
kurdugu residiilerin analizi i¢gin MD simiilasyonu 6nerilmektedir. Diyabetle iliskili bir
baska hedef protein olan glukokinaz, hiicre i¢inde bir glikoz sensorii olarak hayati bir
rol oynar. Onceki bir ¢aliyjmada Behera ve ark. (54) glukokinaz aktivatorlerinin
glukokinaza baglanma bolgelerinin VAL62, ARG63, SER64, TRP65, GLN68, SER69,
GLN72, VAL91, MET210, ILE211, TYR214, TYR215, MET235, VAL452 ve V455
residiilerinin oldugunu iddia etmistir; ve bunlardan VAL62, ILE211, TYR214, VAL452
ve SER64 glukokinaz ile KV arasinda yiiksek afinite ile baglanma bolgeleridir.

Ornegin dipeptidil peptidaz 4 (DPP4) igin bilinen onaylanmus ligand
sitagliptindir. Arulmozhiraja ve arkadaslarimin yaptigt calismada oldugu gibi,

Sitagliptin, Alogliptin, Teneligliptin ve Linagliptin gibi onayli ligandlar DPP4'Q
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GLU206, TRY666, TRY631, VAL656 ve TRP659 residiilerinden elektrostatik ve van
der Waals etkilesimleri ile baghdirlar (bkz. Sekil 4.1). Bu kalintilardan, hidrojen bagiyla
GLU206 ‘ya ve hidrofobik etkilesimler yoluyla TRY666 ya afinite gostermistir (55).
Ebdrup ve ark. tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alismada. hPPAR'!n (PPARD,
PPARA, PPARG) hidrofobik kismindaki kalintilar1 temsil etmektedir, bunlar agonist
raglitazar i¢in ligand baglanma bolgeleridir (56). Bu kalintilardan KV, PPARA'nin
MET220, MET320, VAL324 residiisii ile ve PPARG'nin ILE281, LEU356 ve PHE363
residiisiiyle PPARD''m VAL281, VAK341, VAL348, PHE352 residiisii ile hidrofobik
baglar olusturmustur (bkz. Sekil 4.1-3).

Doking tabanli ¢iktilardan elde edilen hedef proteinlerin  glikoz
metabolizmasiyla ilgili referans Tablo 3.1'de listelenmistir. Diyabet bozukluklar: ile
iliskili hedef proteinleri dogrulamak ve belirlemek i¢in, WebGestalt (36) web sunucusu
araciligiyla Fonksiyonel Veri Taban1 DisGeNET'i kullandik (39). Bu zenginlestirme
sonuglar istatistiksel olarak Hiperglisemi, Insiilin direnci ve Diabetes mellitus-deneysel
ve Hipoglisemi ve Diabetes mellitus-insiilin dis1 bagimlilik (FDR-0,05) gibi bazi
diyabetik semptomlara isaret etmektedir (bkz. Sekil 4.4). Hedef proteininin hangi
yolaga entegre edildigi ile ilgili analiz sonuglar1 17 proteinden 7'si istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (FDR<0.05) (Sekil 4.5). Bu proteinlerden GCK, hipoglisemi
disindaki tiim semptomlarla iliskilidir; HSD11B1, Hiperglisemi, Insiilin direnci ve
Diabetes mellitus-deneysel semptomlarla iligkilidir ve INSR tiim semptomlarla
iligkilidir. Ek olarak, PPARG, Hipoglisemi hari¢ timii ile iliskilidir ve PPARA,
Hiperglisemi hari¢ tiimii ile iligkilidir. Bu proteinlerden FBP1 ve PYGL sadece
Hipoglisemi semptomlar ile iligkilendirilmistir (Sekil 4.5 A). Yolak analizine gore,
GCK geni hem apoptoz sinyallemesinde hem de gonadotropin salgilayan hormon
reseptor yollarinda aktitken, PPARG geni hem CCKR sinyallemesinde hem de
gonadotropin salgilayan hormon reseptdr yolunda aktiftir. Ayrica INSR geni, Insiilin /
IGF yolu-mitojenle aktive edilmis protein kinaz / MAP kinaz kaskadinda, Insiilin / IGF
yolagi-protein kinaz B sinyalleme kaskadinda ve PI3 kinaz ve gonadotropin salgilayan
hormon reseptdr yollarinda isleve sahiptir. Ek olarak, PPARA ve PYGL genleri
sirastyla tek bir yolla, gonadotropin salgilayan hormon reseptor yolu ve Heterotrimerik
G-protein sinyal yolu ile iligkilidir (Sekil 4.5B). Gen onceliklendirmesi i¢in protein
listesi entegrasyonunun biyolojik ag analizini temsil eden ve GeneMANIA'da (41)

kaynak olarak Wu-stein ve ark. (57)’ dan bazi ek gen fonksiyonunu tahmin eden Sekil
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6'va gore, genler, INSR, PYGL, ve GCK, PDK2 ve RBP4 karbonhidrat
metabolizmasinda merkezi rollere sahipken, PPARA, PPARD ve FBP1 dolayl olarak
karbonhidrat metabolizmasiyla, ancak c¢ogunlukla lipid metabolizmasiyla iliskilidir

(Sekil 4.6).
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PoseView'un full-otomat analiziyle olusturulmustur (58). Kenetlenme KV pozlarinin
17 hedef proteinin baglanma bolgesine 3 boyutlu temsilleri PLIP (59) ile
olusturumustur.  Bulunan kristalize ligand ve proteinlerin kalintilariyla (residii)
etkilesen, hidrofobik etkilesim (yesil), hidrojen (mavi) ve pi-istifleme (kirmizi) olmak
tizere baz1 baglarla gosterilmektedir. Baglanma enerjisine enerjik katkilarin grafigindeki

bir ligand afinitesi, siyah ¢ubukla gosterilmistir.

Tablo 4.1: DIA-DB web sunucusunun hesaplanmasiyla protein hedefli ligandlar i¢in

elde edilen en diisiik yerlestirme skorlar1

Ligand-
Etki modu Hedef gen  Molekiiler Fonksiyon SDnglr(mg
(kcal/mol)
PPARD Yag asidi katabolizmasiyla iliskili gen ifadelerinin -6.6
diizenlenmesi
PPARG Lipid metabolizmasinin diizenlenmesi (trigliseritlerin -6.4
lipolizi ve triagilgliserol metabolizmasi) iliskili gen
Lipid ekspresyonlar1
. PPARA Lipoprotein birlesiminin diizenlenmesi, lipid tasinmas: -5.8
metabolizma o
i ve yag asitleri ile iligskili gen ekspresyonlarinin
oksidasyonu
NR5A2 Safra asidi sentezi, kolesterol sentezi ve steroidogenez -5.6
ile iliskili gen ekspresyon diizenlemesi
FBP1 Glukoneojenezde fruktoz 1,6-bifosfatin fruktoz 6- -3.5
fosfata hidrolizi
FFAR1 Serbest yag asitlerinin reseptdre baglanmasi yoluyla -7.9
artan glukoz ile uyarilan insiilin sekresyonu
RBP4 Adipokin olarak salgilanarak uyarilmis glukoneogenez -7.2
ve azalmis insiilin sinyali
insulin DPP4 Pankreas beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini -6.6
hassasiyeti ve tetikleyen glukagon benzeri peptid-1'in bozunmasi
salgilanmasi yoluyla inhibisyon

regiilasyonu HSD11B1 Inaktif ~glukokortikoid ~onciillerini aktif olanlarla -5.9
kaplayarak diizenleme
INSR Glikoz metabolizmasi protein sentezinin diizenlenmesi  -5.4

PTPN9 Insiilin reseptor defosforilasyonuyla insilin -5
duyarliliginin en aza indirilmesi

AKR1B1 Poliol yolunda glikozun sorbitole indirgenmesinin -7.2

diizenlenmesi
GCK Glikoliz i¢in glukozun glukoz-6-fosfata doniigiimiiniin  -6.6
diizenlenmesi
AMY2A Nisastanin glikoza sindirilmesi yoluyla alfa-1,4- -6.3
Glukoz N L
metabolisma g1.1k0s1d1k bagl'flrm hldr(?hz.l - -
. MGAM Nisastanin glikoza sindirilmesi yoluyla alfa-1,4- -6.2
regiilasyonu glikosidik baglarin hidrolizi
PDK?2 Glikoz oksidasyonu igin gerekli olan piruvat -6.2
dehidrojenazin inaktivasyonu
PYGL Glikojenolizde glikojenin glukoz-1-fosfata -5.3

fosforilasyonu
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Tablo 4.2: Bir farmasétik veritabani olan DRUGBANK (60) ' tan 17 hedef protein igin

bilinen ligandlar.

Hedef protein flac ismi Seviye
Fasiglifam Onaylandi

Free fatty acid receptor 1 N ini

y P Glucose-dependent insulin secretagogues KIm '.k
geligim

Aldose reductase Q74 Deneysel

Retinol-binding protein 4 linolenic acid Deneysel

precursor

Peroxisome proliferator-

activated receptor delta 889 Asama I

Dipeptidyl peptidase 4 Sitagliptin, Alogliptin, Teneligliptin, Linagliptin ~ Onaylandi

Glucokinase AMG-151 Faz 111
Pioglitazone, Glipizide, Repaglinide, Mitiglinide,
Telmisartan, Nateglinide, Muraglitazar, Onayland1

. . Saroglitazar

PerOREILe Pro/NgRLor- 4-oxodocosahexaenoic acid, Amorfrutin B

activated receptor gamma Amorfrutin 1 Asama I
lonomycin, 4HD, Amorfrutin 2, INT-131 Asama II

Pancreatic alpha-amylase Beta-acarbose Onayland1

precursor Ethyl-caffeate Faz |

!\/Ialtqse-glucoamylase, Voglibose, Beta-acarbose, Miglitol Onayland1

intestinal

[Pyruvate dehydrogenase

(acetyl-transferring)] kinase | per py/1 pyo pyg Deneysel

isozyme 2, mitochondrial

precursor

Corticosteroid 1_1-beta- SEF Deneysel

dehydrogenase isozyme 1

] ] . Klinik

Peroxisome proliferator- Reglitazar denemeler

activated receptor alpha Aleglitazar Faz Il

Nuclear receptor subfamily 5 Diundecyl phosphatidyl choline Deneysel

group A member 2 yiphosp y Y
Insulin porcine, Insulin Detemir, Insulin Lispro,

Insulin receptor precursor Insulin Regular, Insulin Aspart, Insulin Glulisine, Onaylandi
Inhaled insulin

Glycogen phosphorylase, liver 25D Asama I

form

Tyrosine-protein phosphatase 75A A

non-receptor type 9

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 RO3, ROS, FBPase-1 Inhibitor, A74, Asama II

AC100V3G, ROK
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Hypoglycemic coma
Hypoglycaemic seizure

Insulin resistant diabetes
Growth hormone excess
Hyperglycemia
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Diabetes Mellitus

Hypoglycemia
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I T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
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Starch and sucrose metabolism
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I FDR <0.05 FDR > 0.03

B

Sekil 4.4: WebGestalt sonuglarinin grafikleri

A) WebGestalt sonuglarina gore DisGeNET veritabanindan diyabet ile iligkili 17 hedef genin ¢ubuk
grafigi. Hiperglisemi (FDR: 0.00034259), Insiilin direnci (FDR: 0.00028878), Diabetes mellitus-Deneysel
(FDR: 0.00059891), Hipoglisemi (FDR: 0.015500) Diabetes mellitus, insiiline bagimli olmayan (FDR:
0.048348). B) WebGestalta (FDR<0.05) gore yolak (KEGG, Panther) analizi ile ilgili 17 hedef
proteinden olusan bir ¢ubuk grafik. Nisasta ve siikroz metabolizmasi (AMY2A, GCK, MGAM, PYGL)
(FDR: 0.00025752), Galaktoz metabolizmas1 (AKR1B1, GCK, MGAM) (FDR: 0.0055103), PPAR sinyal
yolu (PPARA, PPARG, PPARD) (FDR: 0.0055103), Glukagon sinyal yolu (FBP1, GCK, PPARA,
PYGL) (FDR: 0.0055103), Insiilin sinyal yolu (FBP1, GCK, INSR, PYGL) (FDR: 0.012866).
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Hyperglycemia | GCK
GCK

Diabetes Mellitus, Experimental m

Insulin Resistance

PPARG PPARA|

Hypoglycemia

Diabetes Mellitus, Non-Insulin-Depen... | GCK -PPARG PPARA'

W Apoptosis signaling_pathway (P00006)
B CCKR signaling map (P06959)

B Heterotrimeric G-protein signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway (P00026)
g Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP kinase cascade (P00032)
Insulin/IGF pathway-protein kinase B signaling cascade (P00033)
Genes W PI3 kinase pathway (P00048)

Sekil 4.5: In silico sonucu hedeflenen genler.

A) Grafik, 17 hedef genden hangi genlerin en iyi 5 diyabetik semptomda yer aldigina dair bir goriiniimii
temsil ediyor. B) Cubuk grafik, Panther'e gore yolaklarla GCK, HSD11B1, INSR, PPARG, PPARA,
FBP1 ve PYGL gen iliskilerine genel bir bakis.
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Sekil 4.6: GenMANIA aracindan elde edilen gorsel.

GeneMANIA, hedef proteinlerin ¢ok sayida genomik ve proteomik verilerini kullanarak iglevsel olarak
benzer genler buldu. Istatistiksel olarak 17 protein gen adinin sorgulanmasina gore yolak analizi % 40.13
ve birlikte ifade orant % 38.59'dur. Diigiimler(nodes) arasindaki ¢izgiler bir yolak iligkisini gosterir. Agin
i¢ yuvarlak siradaki diigiimler(nodes) hedef proteinlerdir. Agin diginda bulunan bazi diigiimler, ayni
yoldaki bazi hedef proteinlerle etkilesimle temsil edilir. Kenarlarin diigiim noktalari arasi boyutlar
istatistiksel degere gore farkli kalinliklardadir.

4.1.2. MD Simiilasyonu

DPP4, FBP1, GCK ve HSD11B1, INSR, PPARA, PPARG ve PYGL genlerinin
proteinleri molekiiler kenetleme, ters sanal tarama, asir1 temsil analizi gibi in silico

metodlarin sonucu MD islemine tabi tutuldu.
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Sekil 4.7: Desmond ile molekiiler dinamik simtilasyon ile ilgili grafikler.

100 ns periyodunda protein-ligand RMSD ve RMSF grafikleri degerlendirildi. 1: DPP4 ve karvakrol, 2:
FBP1 ve karvakrol, 3: GCK ve karvakrol, 4: HSD11B1 ve karvakrol, 5: INSR ve karvakrol, 6: PPARA ve
karvakrol, 7: PPARG ve karvakrol, 8: PYGL ve karvakrol (RMSD: ortalama kok kare sapma; RMSF: kok
ortalama kare dalgalanma). a)Her proteinin RMSD grafigi b) Her protein igin Protein RMSF grafigi c)
Ligand-karvakrol'un RMSF grafigi
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Calismamizda, aday diyabetik hedef proteinlerin ve KV ‘nin doking
kompleksleri ortalama kare sapmasi (RMSD) ve ortalama kare dalgalanmasi (RMSF)

molekiiler dinamik simiilasyon araciligiyla degerlendirilmistir.

Protein RMSD (kirmiz1 ¢izgi) (Sekil 4.7'deki Boliim a), belirli ¢erceve igin bir
atom se¢iminin yer degistirmesindeki ortalama degisikligi bir referans cergevesiyle
karsilagtirarak 6lcer. RMSD ayni1 zamanda simiilasyon dengesinin dl¢iimiidiir. Kiiresel
ve kiigiik proteinler i¢in 1-3 A araligindaki degisiklikler tamamen kabul edilebilir.
Protein ve baglayici cebi ile ilgili ligandin stabilitesi, Ligand RMSD (yesil ¢izgi)
tarafindan belirlenir. (Sekil 4.7'deki Bolim a). Eger ligandin RMSD'si > proteinin

RMSD'si ise, ligand muhtemelen ilk baglanma bolgesinden uzaklagmaistir.

En yiiksek doking skorlu protein-ligand komplekslerinin RMSD'si, hedef
proteinler ve KV ile etkilesimin stabilitesini belirleyen simiilasyon boyunca tutarl
oldugunu sergilemistir. Hedef proteinlere sahip her bir ligand, birka¢ ns'de dengeye
ulasmis ve simiilasyon siiresi boyunca 100 ns'ye kadar stabil kalmistir. Baslangicta,
yerlestirme kompleksleri i¢cin RMSD grafigi de birka¢c ns'de dengeye ulasmis ve
simiilasyon boyunca siirekli stabil kalmistir. Her ne kadar bazi sapmalar izlenmis olsa
da, analizimizde 1-3 A mertebesinde daha biiyiik kaymalar goriilmemistir (Sekil 4.7

Bolim a).

RMSF analizi kullanilarak, protein zinciri boyunca lokal degisiklikler
karakterize edilebilir. Simiilasyon sirasinda proteinin en ¢ok dalgalanan kisimlar1 tepe
noktalar1 olarak gozlemlenebilir. (Sekil 4.7'deki Bolim b ve c). Proteinlerin farkli
boliimlerinin esnekligi, residiilerin her biri i¢in RMSF ile gosterilmistir. b ve ¢
boliimlerinde RMSF analizi, proteinlerin residii ve KV'nin atomik hareketi, ilmek
bolgesinde yaklagitk 2-3.5 A dalgalanmalari ve C-terminalinde daha yiiksek

dalgalanmalar sergileyen tiim ligandlar i¢in benzer modeller gostermistir.

Ek olarak, KV ile protein etkilesimleri simiilasyon boyunca atomik seviyede
izlendi. Protein-ligand etkilesimleri hidrojen baglari, iyonik bag, su Koprileri ve
hidrofobik etkilesimler olarak smiflandirildi. Her etkilesim modeli, simiilasyon
etkilesimleri diyagrami paneli araciligiyla analiz edilebilien daha spesifik alt tiirleri
icermektedir. Etkilesimler, ligand baglanmasinda 6nemli roller oynayan H baglan
bakimindan zengindir. Protein kalintilar1 ile detayli ligand atom temaslarinin

diyagraminda, secilen yoriingede (0 ile 100 ns) simiilasyon siiresinin % 30'unu
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kapsayan etkilesimler gozlemledik. Elbette bu sonuglarin giivenirligi, in vitro ve in vivo
deneyler ile nihayi konfirmasyonu sonucu daha anlamli hale gelecektir.

Buradaki analizin asil amaci hedef proteinlerimizi ve etken maddemizin
kimyasal yapisinin incelenmesi ve in vitro, in vivo islem basamaklarinda bir yol
gosterici olmasiyla zaman ve biit¢e tasarrufu saglamasidir. Buna ilaveten in vitro ve in

Vivo galismalar ile ulasamayacagimiz atomik seviyedeki detaylara ulasmaktir.
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Sekil 4.9: FBP1 ‘in karvakrol ile etkilesime girdigi residii ve non kovalent bag tipleri
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Sekil 4.10: GCK ‘nin karvakrol ile etkilesime girdigi residii ve non kovalent bag tipleri

0.7 A

0.6

0.5 A

0.4

0.3 A

0.2 A

Interactions Fraction

0.1 4

- W

4" x \¢] © " v % X N A ] %) N N v e ¥
3V ™ by ™ A A A A A A k4 N Q Qo Q V
rRs R s G A Q& A ’ s & K i Y b e
o & E TS E P E K AR

0.0 -

N\

I H-bonds " Hydrophobic Ilonic B Water bridges |
Sekil 4.11: HSD11B1’ in karvakrol ile etkilesime girdigi residii ve non kovalent bag
tipleri

33



0.8
0.6

0.4 4

N I

0.0 = T u
I

I H-bonds " Hydrophobic Bl lonic B Water bridges |

Interactions Fraction
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Sekil 4.15: PYGL‘nin karvakrol ile etkilesime girdigi residii ve non kovalent bag tipleri

tiire gore kategorize edilebilir ve yukaridaki grafiklerde gosterildigi gibi 6zetlenebilir
(bkz. Sekil 4.8-15). Protein-ligand etkilesimler dort tiirde siniflandirilabilinir: Su
Képriileri, Hidrofobik, Iyonik ve Hidrojen Baglari. Bu baglardan Hidrojen baglar (H-

baglar1) ligand baglanmasinda énemli bir rol oynar. ila¢ tasariminda hidrojen baglama
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tizerindeki giiclii etkileri nedeniyle 6nemlidir. Bir protein ve bir ligand arasindaki
hidrojen baglar1 ayrica dort alt tipe ayrilabilir: omurga alicisi; omurga dondrii; yan
zincir alicisi; yan zincir bagisgist gibi. Protein-ligand H-bagi i¢in mevcut geometrik
kriter sudur: verici ve alict atomlar (D—H---A) arasinda 2,5 A'lik bir mesafe; verici-
hidrojen alic1 atomlar arasinda 120°'lik bir verici agist (D—H---A); ve hidrojen-alici-
bagli atom atomlar1 (H---A-X) arasinda 90°' lik bir alict agisidir. Her etkilesim tiirti,
'Simiilasyon Etkilesimleri Semasi1' paneli araciligiyla kesfedilebilecek daha spesifik alt
tirler icerebilmektedir. Sekil 4.8-15’deki ¢ubuk grafikler, yoriinge boyunca
normallestirilir: 6rnegin, 0,7 degeri, simiilasyon siiresinin %70'inde belirli etkilesimin
korundugunu gosterir. 1.0'n iizerindeki degerler miimkiindiir, ¢ilinkii bazi1 protein

kalintilar1 ligand ile aym alt tipte coklu temaslar yapabilir.

Bazi kalintilar (residue) ayn1 ligand atomu ile tek tipte ¢oklu etkilesimlere sahip
olabileceginden, >%100 ile etkilesimlere sahip olmak miimkiindiir. Buna goére, DPP4
proteinde simiilasyon boyunca GLU 166 ve GLU 167 residiisii, FBP1 proteininde
LEU 22, GCK proteininde TYR_200, ARG _53, HSD11B1 proteininde ise GLY_72
residusii, INSR proteinde GLU_94 ve MET_96 residiisii, PPARA proteininde SER_58
ve HIS_ 218, PPARG proteininde ILE_62, SER67 ve TYR_254, PYGL proteininde ise
ASN 282, ASP_283 ve THR_340 residusii en fazla karvakrol giicli bag kuran

residulerdir.

4.2. IN VITRO ARASTIRMALAR

4.2.1. Sitotoksisite Testi (MTT)

24 saat sonra, 3T3'te karvakroliin ve metforminin MTT testi sonuglar1 (bkz.
Sekil 4.16-17). Sekil 4.16, B’de, tek yonli ANOVA ve Tukeys c¢oklu
karsilastirmalarinin kullanilmasiyla istatistiksel analiz, ortalama hiicre canliliginin artan
KV konsantrasyonu boyunca énemli 6l¢iide farkli oldugunu ortaya ¢ikard: (p <0,0001,
***p <0,0046,**). Aymi sekilde, Sekil 4.16 D’de ise tek yonli ANOVA ve Tukeys
coklu karsilagtirmalarinin kullanilmasiyla yapilan istatistiksel analizde, artan MET
konsantrasyonu boyunca ortalama hiicre canliliginin 6nemli 6lgiide farkli oldugunu
ortaya ¢ikardi (p < 0,0078, **).
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Toksisite olusturmayacak optimum dozlar1 belirlemek i¢in IC50 (hiicrelerin yarisini
oldiiren konsantrasyon) degeri tespit edildi (bkz. Tablo 4.3). IC50’nin altindaki
istatistiksel olarak anlamli olan KV i¢in 200 uM, MET igin 15 mM dozlar, siire igin ise
24 saat secildi (Sekil 4.16 A-D). Segilen bu dozlarin kombine etkisi de degerlendirildi
ve hiicre canlilig1 %50 nin istiinde oldugu i¢in sitotoksik olmadiklar: tespit edildi (Sekil
4.17). Buna gére WB ve IF metodunda efektif doz olarak deney gruplari; 200 uM KV,
15 mM MET ve bu iki grubun kombinasyonu olan 200 uM KV ve 15 mM MET grubu

secilmistir.
3T3 iizerine KV etkisinin doz-yamt egrisi 3T3 hiicrelerine KV etkisi
- 150
150 | i - 25 nMHG
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Sekil 4.16: MTT grafikleri.

A. 3T3-L1'de karvakrol etkisi i¢in doz-yanit egrisi. B. 3T3-L1 hiicrelerinde karvakrol i¢in hesaplanan
IC50 degeri, 25 mM HG igin 250,9 uM (%95 1C: 235,7 ile 267,0 uM), 33 mM HG ig¢in 260,7 uM (%95
IC: 247,3 ile 274,7 uM)'dir. C. 3T3-L1 'de metformin etkisi i¢in doz-yanit egrisi. D. 3T3-L1 hiicrelerinde
metformin i¢in hesaplanan IC50 degeri, 25 mM HG i¢in 45,09 mM (%95 IC: 41,98 ile 50,41 mM), 33
mM HG i¢in 51,02 mM (%95 IC: 41,37 ile 81,88 mM)'dir. HG;Y1iksek glikoz
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Tablo 4. 3: 3T3-hiicre hattinda 24 saat sonra karvakrol ve metforminin IC50 degerleri

IC50 degerleri
Glikoz durumu Karvakrol (uM) Metformin (mM)
25 mM 250,9 + 25 45,09 + 28
33 mM 260,7 £ 25 51,02 +28

3T3 hiicrelerine KV ve MET kombine doz etkisi

150 =
= B 25 mM HG
—
£ B 33 mMHG
.
100
S
= 50=
~
-
e
2
E
0-

KV (uM) 0 100 150 200 O 100 150 200
Met (mM) 0 0 0 0 15 15 15 15

Sekil 4.17: 3T3 hiicrelerinde metformin ve karvakrol dozlarinina gore hesaplanan

hiicre canlilig1 yiizdeleri. HG; Yiiksek glikoz

Tablo 4.4: MTT % canlilik degeri

Glikoz(mM) % Ortalama hiicre canlilig
degerleri
Sekil 4.16 D. Sekil 4.17 (0 pM | Ortalama | Standart %SS
(15mM MET) | ve 15mM) sapma (SS)
25 HG 90,10728979 83,53994 86,82362 | 4,643816 5,348563
33 HG 77,72497391 88,67654 83,20076 | 7,743925 9,307518
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4.2.2. Glikoz Ol¢iimii

In vitro diyabetik 3T3-L1 hiicrelerindeki KV ve MET doz uygulamasi sonrasi
medyumdan glikoz konsantrasyonu 6l¢timii yapilarak deney gruplarindan zaman bagl

glikoz seviyeleri elde edilerek asagidaki grafik elde edilmistir.

25 mM HG 33mM HG
500+ 580
-o- Kontrol - Kontrol
0 -& [5MET 560 & 15MET
%,J -¥- Kombine %,u ¥ Kombine
£ 4004 S 520
] =]
. G 500-
3504 ‘ﬁ
w4 L
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I T [T T [T T T 1 460——|—|—|—|—|—|—|—|—|-r|—|—|—|—|—|—|—|—|-r|—|—|—|—|—|—|—|—|-|
0 10 20 30 0 10 20 30
Saat Saat

Sekil 4.18: 3T3 hiicre besiyerinde zamana bagl glikoz degisimi

4.2.3. Western Blot Sonuclar:

In vitro diyabetik 3T3-L1 hiicrelerinde KV ve MET deney grublarindaki protein
seviyelerinin western blot membran goriintiileri ve istatistik grafikleri Sekil 4.19°da
sunulmustur. Western blot analizi yapilan proteinlerin bant yogunluklari Imagel
programi kullanilarak elde edilmistir. Proteinlerin bant yogunluk degerleri B-aktinin
bant yogunluklarina oranlanarak, elde edilen oransal degerlerden GraphPad Prism 9.5.1
programinda one-way ANOVA ve Tukeys ¢oklu karsilastirma test ile kontrol grubu
deney gruplariyla karsilagtirilarak istatistiksel analiz yapilmistir (bkz. Sekil 4.19).

Sekil 4.19’ da gorildiigii gibi;

Fruktoz-bifosfataz-1 (FBP1) proteinin ekspresyon analizinde; 15 mM MET ve
200 uM KV olan gruplar kontrol (0 mM MET ve 0 uM KV) grubuyla ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak artis gozlemlenmistir (p =0,0027, **; p = 0,0011,
**), yine kombine (15 mM MET ve 200 uM KV) deney grubunun kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel bir artis oldugu saptanmustir. (p <0,0001, ****)
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Hidroksisteroid 11-beta dehidrojenaz-1 (HSDI11B1) proteinin istatistiksel
analizinde, 15 mM MET grubu kontrol grubuyla ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
artis gozlemlendi (p =0,0068, **), yine kombine deney grubu kontrol grubuna kiyasla
anlamli oranda bir artis gozlendi (p <0,0001, ***%*),

Peroksizom proliferatorii aktive edilmis reseptor alfa (PPARA) proteinin ifadesi
analizinde, 200 uM KV olan grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli oranda
artis tespit gozlendi (p =0,0466, *), kombine deney grubu kontrol grubuna kiyasla
anlamli oranda bir artis gézlendi (p <0,0033, **).

Glikokinaz (GCK) proteini, 200 uM KV ve kombine deney grublari kontrol
grubuyla karsilagtirlldiginda istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 saptandi (p
<0,0047, **) (p <0,0001, ****).

Glikojen fosforilaz-L (PYGL) proteininde ise, sadece kombine deney grubu

kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda bir artig gézlemlenmistir (p < 0,0015, **).

Insiilin  reseptor (INSR), 15 mM MET grubu kontrol grubuyla ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak artis gozlemlendi (p =0,0329, *), yine kombine
deney grubu kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda bir artis gozlendi (p <0,0001,

****)
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Sekil 4.19: Diyabetik 3T3 hiicrelerinde deney gruplarindaki western blot analizi ile
ilgili gorsel.

FBP1, HSD11p1, PPARA, GCK, PYGL ve INSR genlerinin protein seviyelerinin Western blot analizi. [3-
Aktin yiikleme kontrolii olarak kullamildi. Veriler ortalama + SD(standart sapma) alinarak one-way
ANOVA ve Tukeys ¢oklu karsilagtirma test ile sunulmustur (p < 0,05, *; p <0,01, **; p <0,0001, ****),

4.2.4. immiinfloresan (IF) Sonuglar

Kiiltiire edilen 3T3-L1 hiicrelerinde KV ve MET deney grublarindaki FBP1,
GCK, HSD11B1, INSR, PPARA, PPARG ve PYGL genlerine ait proteinlerin hiicre igi
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lokasyon ve ekspresyonu IF yontemiyle analiz edildi. Hiicrelerin EVOS® FL Auto
Imaging (AMF4300, Invitrogen) cihazinda farkli bes bolge secilerek x20 biiyiitmede
gorlntiiler alinarak ImageJ programinda “cell counter” araci ile sayildi. Sayilan
hiicrelerin immunoreaktivite yogunluklar: hesaplandi ve 100, 200 ve 300 sayisal puanlar
ile gruplandirilarak deney gruplari % H-SCORE degerleri ile one-way ANOVA ve
Tukeys ¢oklu karsilastirma test ile istatistiksel analizleri yapildi.

Sekil 4.20° de gorildigi gibi; fruktoz-bifosfataz-1 (FBP1) proteinin
immiinfloresan boyanmasinin incelenmesinde 15 MET, 200 KV ve kombine doz

uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla belirgin bir FBP1 immunopozitifligi gozlendi.

3T3-L1 hiicreleri deney gruplarna ait FBP1 immunpozitif hiicre sayimi
sonuglariin (% olarak) istatistiksel analizinde 15 mM MET, 200 uM ve kombine
uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artma oldugu saptandi
(**p=0,0015, *p=0,0366, **p=0,0058). (Sekil 4. a)

Sekil 4. 20: Diyabetik 3T3-L1 hiicrelerinde FBP1 pozitif hiicrelerin immiinfloresan

gorseli.

Texas-Red boyama ile elde edilmistir. A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 uM KV, D:
15 mM MET ve 200 uM KV, (x20). DAPI boyama ile niikleus mavi renkte gosterilmistir.
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Sekil 4.21° de gorildigi gibi; hidroksisteroid 11-beta dehidrojenaz-1
(HSD11B1), proteinin immiinfloresan goriintiileri incelendiginde 15 MET, 200 KV ve
kombine doz uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla  Dbelirgin  bir

HSD11B1immunopozitifligi gdzlenmistir.

3T3-L1 hiicreleri deney gruplarina ait HSD11B1 immunpozitif hiicre sayimi
sonuglarmin (% olarak) istatistiksel analizinde 15 mM MET, 200 uM ve kombine

uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artma oldugu saptanmistir
(*p=0,0424, **p=0,0070, ***p=0,0006). (Sekil 4. b)

Sekil 4.21: Diyabetik 3T3-L1 hiicrelerinde HSD11B1 pozitif hiicrelerin GFP boyama ile

immiinfloresan goriintiileri.

A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 pM KV, D: 15 mM MET ve 200 uM KV, (x20).
Niikleus DAPI boyama ile mavi renkte gosterilmistir.

Sekil 4.22’de sunulan peroksizom proliferatorii aktive edilmis reseptor alfa

(PPARA) proteinin immiinfloresan goriintiilerinde 15 MET, 200 KV ve kombine doz



uygulanan gruplarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli derecede bir PPARA

immunopozitifligi gézlenmistir.

3T3-L1 hiicreleri deney gruplarma ait PPARA immunpozitif hiicre sayimi
sonuglariin (% olarak) istatistiksel analizinde 15 mM MET, 200 uM ve kombine
uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artma oldugu saptanmistir
(**p=0,0070, **p=0,0019, ***p=0,0004). (Sekil 4. c)

Sekil 4.22: Diyabetik 3T3-L1 hiicrelerinde PPARA immunpozitif hiicrelerin GFP

boyama ile immiinfloresan goriintiileri.

A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 uM KV, D: 15 mM MET ve 200 uM KV, (x20).
Niikleus DAPI boyama ile mavi renkte gosterilmistir.

Sekil 4.23°de sunulan glikokinaz (GCK) proteinin  immiinfloresan
goriintiilerinde 200 KV ve kombine doz uygulanan gruplarda kontrol grubuyla

karsilagtirildiginda 6nemli derecede bir GCK immunopozitifligi tespit edilmistir.
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3T3-L1 hiicreleri deney gruplarina ait GCK immunpozitif hiicre sayimi
sonuglarinin (% olarak) istatistiksel analizinde 200 uM ve kombine doz uygulanan
gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artma oldugu saptanmistir

(****p<0,0001, ****p<0,0001). (Sekil 4. d)

Sekil 4.23: In vitro diyabetik 3T3-L1 hiicrelerinde glikokinaz proteinin Texas-Red

boyama ile immiinfloresan goriintiileri.

A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 upM KV, D: 15 mM MET ve 200 uM KV, (x20).

Sekil 4.24°de sunulan glikojen fosforilaz-L (PYGL) proteinin immiinfloresan
goriintiilerinde sadece kombine doz uygulanan grubun kontrol grubuna kiyasla 6nemli

derecede bir PYGL immunopozitifligi tespit edildi.

3T3-L1 hiicreleri deney gruplarma ait PYGL immunpozitif % olarak hiicre
sayimi sonuglarinin istatistiksel analizinde kombine doz uygulanan grupta kontrol

grubuna kiyasla anlamli bir artma oldugu saptandi (*p =0,0302). (Sekil 4. e)
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Sekil 4.24: 3T3-L1 hiicrelerinde PYGL proteinin Texas-Red boyama ile immiinfloresan

goriintiileri.

A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 pM KV, D: 15 mM MET ve 200 pM KV, (x20).

Sekil 4.25°de insiilin reseptor (INSR) proteinin immiinfloresan goriintiilerinde
15 mM MET, 200 uM ve kombine doz uygulanan grublarin kontrol grubuna kiyasla
onemli derecede bir INSR immunopozitifligi tespit edilmistir. 3T3-L1 hiicreleri deney
gruplarina ait INSR immunpozitif hiicre sayimi sonuglarinin istatistiksel analizinde15
mM MET, 200 uM ve kombine doz uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla anlaml
bir artma oldugu saptanmustir (*p=0,0137, *p=0,0103, ****p<0,0001). (Sekil 4. )
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Sekil 4. 25: 3T3-L1 hiicrelerinde INSR proteinin Texas-Red boyama ile immiinfloresan
gorintiileri.

A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 pM KV, D: 15 mM MET ve 200 pM KV, (x20).

Sekil 4.26°de sunulan peroksizom proliferatorii aktive edilmis reseptor gamma
(PPARG) proteinin immiinfloresan goriintiilerinde 15 MET, 200 KV ve kombine doz
uygulanan gruplarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli derecede bir PPARG
immunopozitifligi gdézlenmistir. 3T3-L1 hiicreleri deney gruplarina ait PPARG
immunpozitif hiicre sayimi sonuglarinin (% olarak) istatistiksel analizinde 15 mM MET,
200 uM ve kombine uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artma
oldugu saptanmigtir (***p=0,0008, **p=0,002, ****p<0,0001). (Sekil 4. g)
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Sekil 4.26: Diyabetik 3T3-L1 hiicrelerinde PPARG immunpozitif hiicrelerin GFP

boyama ile immiinfloresan goriintiileri.

A: 0 uM KV ve 0 mM MET, B: 15 mM MET, C: 200 uM KV, D: 15 mM MET ve 200 uM KV, (x20).
Niikleus DAPI boyama ile mavi renkte gosterilmistir.
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Sekil 4.27: Diyabetik 3T3 hiicrelerinde deney gruplarindaki IF analizi ile ilgili gorsel.
FBP1, HSD11B1, PPARA, GCK, PYGL, INSR ve PPARG genlerinin pozitif hiicre sayimi1 sonuglarimin

istatistiksel degerlendirilmesi. Veriler ortalama + SD(standart sapma) alinarak one-way ANOVA ve
Tukeys ¢oklu karsilastirma test ile (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p<0,001; ****p <0,0001).
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5. TARTISMA

Son yillarda birgok dogal iriiniin farmakolojik mekanizmalari
arastirtlmaktadir. Ancak, bir¢cok cabaya ragmen, cok sayida sifali bitki hala
kesfedilmemistir. Bir¢ok in vivo ve in vitro biyolojik testin bu konuyu daha fazla ele

almasi zorunlu hale gelmekte, bu da bu ¢alismalarin maliyetini artirmaktadir.

Diyabet, diinya genelinde genis yas araligi goriilme sikligiyla birlikte
glisemik kontrol, ilaca uyum ve onemli saglik bakim maliyetleriyle ilgili sorunlar
gibi bir takim terapotik zorluklar dogurmaktadir. Bu zorluklar, etkili diyabet
yonetiminin ele alinmas1 ve ilgili saglik ve ekonomik yiiklerin azaltilmas1 ag¢isindan

kritik 6neme sahiptir.

Glisemik kontroldeki zorluklar ve komplikasyonlar, optimum glisemik
kontroliin saglanmasi ve siirdiiriilmesinde diyabet ile miicadeledeki zorluklardan
biridir. Anormal glisemik kontrol, kardiyovaskiiler hastaliklar, periferik damar
hastaliklari, son donem bobrek hastalig1 ve retinopati gibi mikrovaskiiler hastaliklar
gibi yagami tehdit eden c¢esitli komplikasyonlarla 6nemli derecede iliskilidir (61).
Amerikan Diyabet Dernegi, ¢ogu yetiskin hasta i¢cin <%7'lik bir Hbalc hedefi ile
glisemik seviyeleri izlemek i¢in diizenli Hbalc testi yapilmasini 6nermektedir (62).

Ancak bu hedeflere ulasmak ¢ogu kisi i¢in hala bir zorluk olmaya devam etmektedir.

Diyabet ilaglarina baglilik, glisemik kontrolii ve genel tedavi etkinligini
etkileyen onemli diger bir zorluktur (63). Caligsmalar, glikoz distiriicii tedaviye
baglilik ile Hbalc'deki azalmalar arasinda ag¢ik bir iligski oldugunu gostermistir (64).
Bununla birlikte, bir¢ok hasta ila¢ rejimlerine uymamakta, bu da yetersiz glisemik
kontrole ve tedavinin etkinliginin azalmasina neden olabilmektedir. Ilag
uyumsuzlugunu, hastanin yasi, egitimi, saglik ile ilgili inanci, sigorta kapsami,
yiiksek masraflar, ila¢ yiikii, tedavi silirecinin karmasikligi ve receteyi yazanin
uzmanlhig: gibi faktorler etkilemektedir (65). Bu faktorler de diyabet ile miicadeleyi

zor duruma sokmaktadir.

llaglara zayif uyum ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan zayif glisemik kontrol,
hastaneye kaldirilma ve tiim nedenlere bagli 6liim riskinin artmasina neden olmakta

ve dogrudan tibbi maliyetleri 6nemli dl¢iide artirmaktadir. 2015 yilinda diyabetin
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tahmini kiiresel maliyeti 1,31 trilyon dolardir ve isgiiclinii birakma, devamsizlik ve
6liim gibi dolayli maliyetler bu ekonomik yiikiin 6nemli bir kismini olusturmaktadir
(66). Buna ragmen, ilag uyumunun iyilestirilmesi ve siirdiiriilmesi, alternatif ilag
adaylar1 bu ekonomik saglik harcamalarinda O©nemli maliyet tasarruflarini

saglayabilir.

Bu bilgiler 1s18inda c¢alismamizda, c¢ok sayida bitki tiiriinlin esansiyel
yaglarinda bir bilesen olan karvakrol (KV)’iin biyoinformatik hesaplamalar sonucu
belirledigimiz hedef proteinler lizerinden in vitro’da potansiyel etkilerini gosterdik.
Calismamizda hiicre kiiltirii hiperglisemik ortamda (25 mM ve 33 mM yiiksek
glukoz) 3T3-L1 (fare fibroblast) hiicre soyu {iizerinde MTT testi sonucu
belirledigimiz 200 uM KV, 15 mM MET ve kombine deney gruplar1 olacak sekilde
efektif dozlar olarak belirledik.

Tablo 4.3’de belirtilen IC50 degerlerinin altinda segilen degerler kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak sitotoksik olmadigini yani hiicre biiyiimesi,

gelisimi ve ¢ogalmasini anlamli olarak inhibe etmedigini géstermektedir.

Gilines-Bayir ve arkadaslar1 da 96-kuyucuklu plaklarda 15 x10° WS-1
(normal insan fibroblast) hiicre soyu hiicrelerinde CellTiter-Glo Liiminesans hiicre
canliligr testiyle KV’nin (24 saat) uygulama ile IC50 degerini 138,1 + 8,7 uM olarak
bulmuslar ve deney grublarinda 0-50 uM doz serisini test etmislerdir (67). Yine
Aydin ve ark. saglikli primer sican ndron kiiltiiriinde 24 saat boyunca 200 mg/L
(~1.33 mM)' nin altindaki konsantrasyonlarda KV’ nin sitotoksik olmadigin1 yani
hiicre canliliginda herhangi bir degisiklige neden olmadigini buldular (68). Buna
ilave olarak, diger bir arastirmaci grubun yiiriittiigi MTT testinde ise normal deri
fibroblast (CCD) hiicrelerinde 96 kuyucuklu plaklarda 10* hiicrede 24 saatlik KV
uygulamasi sonrast 100 pg/mL (~665 pM)'de hiicre canliligini 6nemli 6lgiide
(%50'den fazla) azalttigi bulunmustur. Tez c¢alismamizda da yiiriitilen bu
calismalara benzer sekilde 90-well plaklarda 0.1x10° 3T3-L1 hiicre iizerindeki MTT
deneyinde 24 saatte IC50 degerlerinin tespitinden sonra KV i¢in 200 uM, MET i¢in
15 mM dozlar hiicre poliferasyonu iizerine oOnemli derecede toksik etki
gostermedigini istatistiksel olarak belirledik (p <0,0001, *** p <0,0046,**, p <
0,0078, **). (Sekil 4.16 B ve D)
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Sekil 4.16 ve Sekil 4.17 ye bakildiginda grafikler arasinda KV ve MET
dozlarmin hiicre canlilig1 degerleri tutarlilik gdstermektedir. Ornegin Sekil 4.16 D.
(15mM MET) dozunda ve Sekil 4.17 (0 uM KV ve 15mM MET) degerleri arasinda
farklilik goriilse de Tablo 4.4’ de verilen bu iki doz grubunun degerlerinin %
standart sapma (SS) degerleri %10’u gegmemektedir. %1-10 arasindaki %SS degeri
analizler i¢in goz ardi edilebilmektedir. Bu grafiklerin olusturulmasi igin elde edilen
optik densite degerleri, hiicre kiiltiiriinlin farkli zamanlarda yapilmasi, MTT testinin
klorometrik yontem olmasi goz onlinde bulunduruldugunda farkli degerler verme

durumu beklenebilmektedir.

Karvakrol’un anti-diyabetik etkisi yapilan aragtirmalarla desteklenmekte
yalniz hiicresel siiregte biyolojik ve molekiiler aktivitesini belirsizligini
korumaktadir. Bununla birlikte, calismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullanilan
diinya genelinde Tip 2 diyabet tedavisinde regete edilen metformin, karvakrol ile
sinerjik etki edebilecek potansiyelininde oldugu aragtirilmistir. Bunun yaninda

metforminin KV i¢in yeni hedef proteinlere olan etkisi de analiz edildi.

Metforminin kan glukozunu diisiiriicti etkisine esas olarak, glukoneojenezi
azaltarak ve karacigerde glukagon aracili sinyallemeyi bloke ederek hepatik glukoz
tiretiminin baskilanmast yoluyla aracilik ettigine inanilmaktadir (69,70). Ayrica,
metforminin yukari akis karaciger kinaz Bl (69) tarafindan AMPK'yi (AMP ile
aktiflestirilen protein kinaz) aktive edebilecegi, AMP/ATP oranini artirabilecegi ve
mitokondriyal solunum zinciri kompleks I' i sinirlayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (71).
Metformin, insiilin reseptoriiniin (INSR) ve IRS-2'nin (insiilin reseptorii substrat 2)
aktivitesini 1yilestirir ve GLUT-1 gibi glikoz tasiyicilarinin plazma zarina daha fazla

translokasyonu yoluyla glikoz alimini artirmaktadir (72).

Anti-diyabetik etkileri, diyabetik hayvan ve hiicre modellerinde incelenmistir
(3,31,32). Bu, geleneksel diyabetik ilaglara dogal bir alternatif olma potansiyelini
gostermektedir. Yine de KV’nin potansiyel ila¢ olma siirecinde birgok molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir. Tez ¢alismamiz bu baglamda, ilag
hedefi potansiyeli olan KV’nin etkisine yodnelik hesaplamali yapisal biyoloji
calismalar1 ve yolak analizi ile yeni terapdtik hedef proteinlerin belirlenmesi ve

hesaplama sonuglarinin molekiiler biyoloji teknikleri altinda in vitro gibi preklinik
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denemeler ile giivenligi ve etki giiclinlin 6l¢limii i¢cin hem emek hem de zaman

tasarruf saglamasi agisindan dnem tagimaktadir.

Karvakrol’un in vitro karakterizasyonunda hedef proteinlerden FBP1,
glukoneogenezde hiz smirlayici bir enzim olarak gorev yapmaktadir. Pankreas beta
hiicrelerinin  glikoz algilamasin1 ve insiilin salgilanmasini diizenlemede rol
oynamaktadir (73). Ayrica istah ve yaglanmanin Onemli diizenleyicisi; Besin
fazlaliginin ardindan karacigerde proteinin ekspresyonunun artmasi, dolasimdaki
tokluk hormonlarini artirmasi ve istahi uyaran néropeptitleri azaltmasi ve dolayisiyla
kilo alimim1 simirlamak i¢in bir geri bildirim mekanizmasi sagladig ileri
stiriilmektedir (74). Sonuglarimizda FBP1 proteini -3.5 (kcal/mol) doking skoruyla
Sekil 4.7 bolim 2 de gosterildigi gibi MD simiilasyonu boyunca kararli bir yapi
sergilemistir. FBP1 protein ekspresyon sevilerinde WB ve IF sonuglari tutarlilik
gostererek hem KV grubu hem de MET grubunda 6nemli oranda kontrol gruplarina
gore artis gozlemlenmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.27 a). HSD11B1 proteini -5.9
(kcal/mol) yerlestirme skoruyla Sekil 4.7 bolim 4’te MD simiilasyonu boyunca
kararli bir yap1 sergilemis, ekspresyon seviyesinde ise MET grubunda anlamli bir
artts varken KV grubunda ise istatistiksel bir fark bulunmamistir. Kombine doz
grubunda ise kontrol grubuna gére daha anlamli bir artis goriilmistir. HSD11B1
geninin IF sonuglarinda ise tiim deney gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml
artig tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda HSD11B1 geninin, kortizonun kortizole
dontistiiriilmesinden sorumlu oldugunu daha sonra insiilin direnci ve hiperglisemi
gibi metabolik degisikliklere yol acabilecegi ileri siirilmistir. Bu nedenle
aktivasyonun anormal derecede artmasindan dolay1 diyabet ve ilgili durumlardaki bu
metabolik degisiklikleri hedef alarak inhibe edilmesi ileri siirilmistir (75, 76).
Bununla birlikte metforminin, Tip 2 diyabet olan ve olmayan obez erkeklerde
HSD11B1 aktivasyonun artirdigi rapor edilmistir (77). Sonuglarimizda ise protein
ekspresyonunda KV grubunda onemli bir azalma goériilmemisken, MET grubunda
anlamli oranda artis goriilmistiir. Kombine grupta ise kontrol grubuna kiyasla daha

anlamli bir artig goriilmistiir (Sekil 4.19).

Analizlerimize gore diyabetle iliskilendirilen hem PPAR-o hem de PPAR-Y,
ligandla aktiflestirilen transkripsiyon faktorleri olarak islev gdéren Tablo 4.1°de

belirtildigi gibi lipid metabolizma regiilasyonunda rol alan niikleer reseptdrlerdir. Bu
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iki proteinin metabolik bozukluklarla (78-80) baglantili olmasindan dolay1
farmasotik hedefler haline gelmislerdir; PPAR-a ve PPAR-Y agonistleri sirasiyla
hiperlipidemi ve tip 2 diyabetin tedavisinde klinik kullanimdadir (bkz. Tablo 4.2).
KV, iizerinde COX-2 ekspresyonu baskilayarak PPARa ve PPARY proteinlerini
aktive ederek anti-inflamatuar etki gosterdigi rapor edilmistir (81). Calismamizda ise
bu iki protein yolak analizi yapilarak diyabet ile iligskilendirilmis (bkz. Tablo 4.4 ve
4.5) ve KV ile molekiiler modellemesi yapilarak -5.8 / -6.4 (kcal/mol) yerlestirme
skoruyla MD simiilasyonu boyunca kararl1 bir yap1 sergilemistir. Protein ekspresyon
sonuclarinda ise, WB sonuglarinda 15 MET grubu haricinde kontrol grubuna kiyasla
tim deney gruplarinda PPAR-a ve PPAR-Y istatistiksek olarak anlamli oranda
artmistir. Hatta kombine (15 MET ve 200 KV) grup kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha anlamli bir artis gostermistir (bkz. Sekil 4.19 ve Sekil 4.27
a). Buna ilave olarak, PPAR-a proteini 200 KV grubunda kontrol grubuna kiyasla
sitozolden nukleusa translokasyonun arttigi, kombine grupta ise nukleusa
translokasyonun daha da fazla oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.22 C ve D). Bu
sonu¢, MET ve KV’nin PPAR-a proteinin iizerine aktivasyonunu sinerjik olarak
gostermigtir. PPAR-Y’ nin nukleusa translokasyonu bu derece gozlenmemistir.
Genel olarak, KV’nin bu iki proteini aktive etme yetenegi ve diyabetle iliskili ¢esitli
yollar iizerindeki etkileri, onun diyabet kontroliinde terapdtik bir ajan olarak
potansiyelinin altint ¢izmektedir. Yine, PPAR-a ve PPAR-Y ‘nin iizerine
metforminin pozitif yonde aktive ettigi ¢esitli calismalarda rapor edilmistir (82-84).
Bu calismada da benzer sekilde in vitro diyabetik modelde metforminin aktivator

etkisi ilk defa gosterilmistir.

GCK, INSR ve PYGL genleri FBP1 ile beraber Sekil 4.22 B’ye bakildiginda
insiilin sinyal yoluyla baglantili olduklar1 sonucuna varilmistir (FDR: 0.012866). Bu
sonug ile beraber docking skorlar1 sirasiyla -6.6, -5.4, -5.3 (bkz. Tablo 4.1) elde
edilereck MD islemi yiiriitiilmiis ve simiilasyon boyunca KV ile etkilesimde stabil bir
denge saglanmistir (Sekil 4.7.Bolim 3, 5, 8). In vitro analizimizde, Heksokinaz-4
protein seviyelerinde KV grubunda anlamli bir oranda artis varken, MET grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis olmamistir. Kombine grupta ise kontrol grubuna
kiyasla daha anlaml bir artis tespit edilmistir (Sekil 4.19). Sekil 4.27 d’ de goriildiigii
gibi, IF sonucglarn tutarlilik gostermis KV ve kombine deney gruplarinda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak artig oldugu halde MET grubunda anlamli bir fark
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goriilmemistir. INSR protein seviyesinde ise kontrol grubuna gére MET grubunda
anlamli bir artis varken KV grubunda anlamli bir oranda artis olamadigi, kombine
grubunda ise daha anlamli bir artis oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglara gére KV
etkisini kombine gruplarda gostermis olabilir. Yine PYGL protein ekspresyonunda, WB
ve IF analiz sonuglan tutarlilik gostermis, KV ve MET gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir fark yokken, kombine grupta istatistiksel olarak Onemli artis
gorilmistir. Bu sonu¢ KV ve MET ‘in beraberce sinerjik etki gosterdigini

gostermektedir.

Heksokinaz IV proteinini kodlayan GCK, glukoz metabolizmasinda anahtar
bir enzimdir ve ekspresyon diizeylerinin diyabet, 6zellikle de tip 2 diyabet (T2D)
icin onemli etkileri vardir. Glikoz metabolizmas1 yolunda ilk katalizor olarak gorev
yapmakta ve hiicreler igindeki glikoz seviyelerinin sensorii roliindedir (85). Bu
roliine bagli olarak T2D hastalarinda aclik kan sekeri (AKS) ve Hbalc ile diyabetik
B hiicrelerinde GCK ekspresyonu arasinda negatif bir iliskinin mevcut oldugu
kaydedilmistir (86); bu da basarili pankreatik B hiicresi fonksiyonu igin GCK
aktivasyonunun gerekli olabilecegini diisiindiirmektedir. Giincel kapsamli bir
calismada, yiiksek kan gsekeri seviyelerinin GCK ekspresyonun azalmasiyla iligkili
oldugu kaydedilmistir; bu da diyabetin tedavisinde GCK ekspresyonunu hedefleyen
tedavilerin potansiyelini ortaya koymustur. Diger bir ¢alismada, T2D, biiyiik 6l¢iide
artan hepatik glikoz tretimine bagli olarak artan endojen glikoz ftretimi ile
karakterize edilir. Bu siirecte hiz sinirlayict bir enzim olan GCK, T2D’de gbzlenen
metabolik diizensizlikte 6nemli bir rol oynar (87). Bu bulgular, GCK'nin diyabetin
patofizyolojisinde, 6zellikle de beta hiicre fonksiyonu ve glukoz metabolizmasindaki
kritik roliinlin altin1 ¢izmektedir. GCK ekspresyonunu ve aktivitesini hedeflemek,

diyabet tedavisi ve ydnetimi i¢in potansiyel bir yol olabilir.

INSR geni ile KV’nin arasindaki iligski ¢esitli ¢alismalarda arastirilmistir.
Mevcut arastirmalardan elde edilen temel bulgular, INSR protein seviyelerinin 5 ve
10 mg/kg konsantrasyonlarda KV uygulamasinda, HUVEC (insan Gobek Ven
Endotel Hiicrelerinde) 'lerde fosforile edilmis INSR seviyelerini dnemli olgiide
azalttigin1 gostermistir. Bu, KV’nin belirli kosullar altinda ekspresyonunu modiile
ederek INSR geninin aktivitesini etkileyebilecegini gostermektedir (88). PYGL'nin

karaciger glikoz iiretimini diizenlemedeki islevi diyabette de rol oynadigin
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gostermektedir. Tip 2 diyabette hiperglisemi, karacigerin asir1 glikoz iretiminin bir
sonucu oldugundan, PYGL'yi hedef alan bir ilacin gelistirilmesi, kan sekeri

seviyelerinin kontroliinde etkili olabilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Anti-diyabetik etkileri, diyabetik hayvan ve hiicre modellerinde arastirilmasi
KV’nin geleneksel diyabetik ilaglara dogal bir alternatif olma potansiyelini
gostermektedir. Diyabet yonetimindeki zorluklarin analizi, sonuglar1 iyilestirmek
i¢in pratik ¢ozlimlere duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir. G6z 6niinde bulundurulmasi
gereken Onemli noktalar arasinda diyabet tedavi rejimlerinin karmasikligi, ilag
kullaniminin kolaylig1 ve tedaviye uyumu artirmak ve daha iyi glisemik kontrol i¢in
etki giicii yiiksek ajanlara ihtiya¢ olamasidir. Bu sorunlarin ele alinmasi, hem saglik
tizerindeki etkilerin hem de diyabetle iliskili ekonomik maliyetlerin azaltilmasi

acisindan hayati 6nem tagimaktadir.

KV ‘nin anti-diyabetik 6zelliginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ¢ok in-vitro ve
in vivo caligmaya ihtiya¢ vardir. Bu calismada bazi kisitlamalar1 vardir. Yetersiz
Klinik kanit, KV’nin diyabet yonetimindeki etkinligini degerlendiren kapsamli klinik
calismalarin eksikligi, mevcut arastirmanin ¢ogu 6n hazirlik niteligindedir ve in
vitro modellere dayandigindan in vivo diyabetik hayvan modellerinde de
yapilmalidir. KV’nin giivenligi ve efektif doz profili, 6zellikle diyabet yonetimi i¢in
terapOtik dozlarda tam olarak olusturulmamistir. Bu sebeple, uygun dozaji ve
potansiyel yan etkileri anlamak i¢in daha ¢ok toksisite testleri yapilmasi 6nemlidir.
Yine dnemli bir husus olarak baska geleneksel diyabetik ilaglarla etkilesime girebilir

ve bu da dngoriilemeyen komplikasyonlara yol agabilir.

Sonu¢ olarak, bu calismada c¢esitli Diyabetik semptom ve yolaklarla
iligskilendirilen 17 insan protein yapisi arasinda potansiyel KV hedefleri tespit
edilmistir. Bu proteinlerden GCK, INSR, PPARA, PPARG, FBP1, PYGL ve
HSD11B1 gibi 7 aday proteinin hem molekiiler modellemesi hem de in vitro
uygulamada sadece KV veya MET ile birlikte kombine dozlarda istatistiksel olarak
anlamli sonuclara ulagilmistir. Tiim bu bulgular gz 6niline alindiginda, KV’ nin bu
hedef proteinlerden PPARG ve INSR diyabet tedavisi i¢in FDA onayli hedeflerdir.
Bu da bize KV’nin DM tedavisi i¢in umut verici bir terapotik bilesik oldugunu
diisiindiirmektedir. Calismamizin KV biyoaktivitesi iizerine daha ileri deneysel
arastirmalara  yardimci  olabilecegini  diisiinmekteyiz.  Bununla  birlikte,

calismamizdaki hesaplama tabanli yerlestirme baglantili ilag¢ tasariminin yararliligini
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gostermek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi Onerilir. DIA-DB web sunucusunun
sonuc¢larindan karvakroliin potansiyel biyoaktivitesini dogrulamak i¢in daha fazla in

vitro ve in vivo incelemelere ihtiyag¢ vardir.
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