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YUKSEK LiSANS TEZi
BAZI BiTKi EKSRTAKTLARININ ALDOZ REDUKTAZ ENZIM AKTIiVITESI
UZERINE INHIiBiSYON ETKISINIiN iINCELENMESI

Bilal AKYUZ
Kasim 2023, 72 sayfa

Diabetik komplikasyonlarin gelisiminde ve dnlenmesinde, dnemli bir roli olan poliyol yolag:
enzimlerinden Aldoz rediiktaz (AR) (Alditol: NADP* 1- oksidorediiktaz, E.C. 1.1.1.21) koyun
bobreginden kismi olarak saflastrildi, Etanol, metanol ve su ¢ozgenleri kullanilarak hazirlanan
Viscum Album L. (6kse otu)’nun meyve, yaprak ve govde kisimlarindan hazirlanan
ekstraktlarin enzim aktivitesi iizerine etkileri incelendi. AR enziminin kismi saflastirmasi
homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢Oktlrmesi ve diyaliz basamaklar1 ile
gerceklestirildi. 0,486 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan AR enzimi %44,43
verimle, yaklasik 1,09 kat saflastirildi. Viscum Album L. bitki ekstraktlarmin aldoz rediiktaz
(AR) enzimi Uzerine in vitro ve in siliko inhibisyon etkileri arastirildi. In vitro inhibisyon
etkileri spektrofotometrik yontemle belirlendikten sonra, molekiler docking yontemi ile
baglanma enerjisi ve baglanma modlar1 belirlendi. Viscum Album L. bitkisinin gévde kisminin
methanol ¢ozgeni kullanilarak hazirlanan ekstraktin AR enzimine karsi, 0.156 pM 1C50
degeri ile en gii¢lii inhibisyon etki gosteren ekstarkt oldugu belirlenmistir. Viscum Album L
bitkisinin meyve kisimlarinin etanol, methanol ve su c¢o6zgenleri kullanilarak hazirlanan
ekstraktlarm IC50 degerleri swrasiyla 1.174 pM, 0.860 uM,1.560 uM, bitkinin yaprak
kisimlarimin etanol, methanol ve su ¢Ozgenleri kullanilarak hazirlanan ekstraktlarm IC50
degerleri sirasiyla 1.090 uM, 0.190 uM, 9.260 uM ve bitkinin govde kisimlarmin etanol,
methanol ve su ¢dzgenleri kullanilarak hazirlanan ekstraktlarm IC50 degerleri sirasiyla 0.700
uM, 0.153 uM, ve 0.906 uM olarak belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, Viscum Album L
bitki ekstraktlarinin etkili birer AR inhibitor olabilecegini géstermistir. AR enzimine karsi1 in
vitro inhibisyon etkisi gosteren ekstraktlarda yapilan molekiiler docking sonuglar1 da edinilen
verileri desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Viscun Album L., aldoz rediiktaz, inhibisyon, diabet, kanser.



ABSTRACT

MASTER’S THESIS
INVESTIGATION OF THE INHIBITION EFFECT OF SOME PLANT EXTRACTS
ON ALDOSE REDUCTASE ACTIVITY

Bilal AKYUZ
November 2023, 72 pages

Aldose reductase (AR) (Alditol: NADP* 1-oxidoreductase, E.C. 1.1.1.21), one of the polyol
pathway enzymes that has an important role in the development and prevention of diabetic
complications, was partially purified from sheep kidney. Viscum Album L. (The effects of
extracts prepared from fruit, leaf and stem parts of mistletoe) on enzyme activity were
investigated. Partial purification of AR enzyme was performed by preparation of homogenate,
ammonium sulfate precipitation and dialysis steps. The AR enzyme, which has a protein
specific activity of 0.486 EU/mg, was purified approximately 1.09-fold, with a yield of
44.43%. In vitro and in silico inhibition effects of Viscum Album L. plant extracts on aldose
reductase (AR) enzyme were investigated. After the in vitro inhibition effects were
determined by spectrophotometric method, the binding energy and binding modes were
determined by molecular docking method. It was determined that the extract prepared by
using the methanol solvent of the stem part of the Viscum Album L plant has the strongest
inhibitory effect against the AR enzyme with an IC50 value of 0.156 uM. The IC50 values of
the extracts prepared using ethanol, methanol and water solvents of the fruit parts of the
Viscum Album L plant are 1.174 uM, 0.860 uM, 1.560 uM, respectively, and the 1C50 values
of the extracts prepared using the ethanol, methanol and water solvents of the leaf parts of the
plant are 1.090 uM, 0.190 uM, 9.260 uM, respectively. and the IC50 values of the extracts
prepared using ethanol, methanol and water solvents of the stem parts of the plant were
determined as 0.700 uM, 0.153 uM, and 0.906 uM, respectively. The results of this study
showed that Viscum Album L plant extracts can be effective AR inhibitors. The results of
molecular docking of the extracts showing an in vitro inhibition effect against the AR enzyme
also support the data obtained.

Keywords: Viscum Album L., aldose reductase, inhibition, diabetes mellitus, cancer.



ICINDEKILER

ETIK ve BILDIRIM SAYFASL..........ccoiiiiiiiiiieiccece ettt i
TESEKKUR.........cocoiiiieiieeeee ettt n sttt ettt n s sttt ettt e e e i
@ )T iii
YA = IS IR VAN G E R RRRRRRRRRR iv
L (08 1 0) 01 36 1 35 ) 2 TR v
TABLOLAR DIZINT ......cocoooiiiieeeeeeeeeee e, vii
SEKILLER DIZINI .........cooiiiiiiiceeeeeeee et viii
KISALTMALAR ve SIMGELER DIZINT ..........ocooooiiicccceeeeeeeee Xi
BIRINCIBOLUM .........ooiiiiiiiceeeeeeeee ettt 1
L€ 1 4 PP PPPT R TPPPPPPP 1
DiIaDELES IMEIITLUS ...ttt s 3
Poliyol YOIag! (SOrbito] YOIAG1) ....uuuuuuunueeiiiii s 5

F Y Lo Loy A Y=Y (U1 G- 2P PPPPPPPRt 12
Molekiler DOCKING YONTEMI ......uuuiiieiiii s 13
OKSE OtU (VISCUM AIDUM L.) .ottt ettt e e s eae s eaeeeaeesaeseaeesaeesaesaneen 19
TKINCI BOLUM ..ottt 22
G Y 1 Q@ 72=] {11 R 22
UQUNCU =@ N Y TR 26
MaALEIYal VB IMIELOL..... ..o et e e et e e e abaeeareeeas 26
Y=Y <] V7Y 26
Yararlanilan kimyasallar........cccooo oo 26
Yararlanilan aygitlar.......ooooeooee e 28
Bitki 6rneklerinin toplanmasi.........coooi i 29
Ekstraktlarin hazirlanmas. ... 29
Yararlanilan sollsyonlarin hazirlanmasi. ... 29

1Y =0 o ) S 30
AR enziminin aktivite tayini. .......ccceeeei i 30
o1 =T a 1o ] Fol U T o' [ TSROt 31
Kalitatif protein GIGUMU...........oiiiiiieiii e 31



Kantitatif protein GIGUMT. .........c.ooiiiii e 31

Koyun bébrek AR enziminin saflastirillmasi.........ccccooiiiii 31
DORDUNGCU BOLUM ...ttt ee et n e en s 33
Arastirma ve Bulg@ulari ... 33

LA = 1 A1 1 0 T O UTPTTOUTPRTOPPPR 33
Kantitatif protein olcimu icin yararlanilan standart grafik. ..........cceeeeiiiiiiiiiiiiii e, 33
Koyun bobreginden aldoz rediiktaz enziminin kismi saflastirilmast.........ccccovveeeeiiiiiiiiiiiiiinneeee, 33

2 TU] = - T 34
Aldoz rediiktaz enziminin saflastirilmasi. ........ccccooo i 34
Fenolik bilesik analizleri. ... 35

Koyun bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi izerine Viscum Album I. ekstraktlarinin inhibisyon
etkilerinin belirlenmesine yonelik calismalar. ... 40

Ar enzimine karsi inhibisyon etkisi gosteren Viscun Album I. bitkisinin iceriginde bulunan

bilesikler icin yapilan molekiler docking ¢alismasi SONUGIArT. ........ccoccvviviiiiiiiiiiiiiiinines 45
BESINCIBOLUM ........ocoiiiiiiiieceeeee ettt ettt en e 54
TartISMa Ve SONUCG .........ooooiiiiiiii e 54
K AY N AK G A ettt a et e e e ekt e e e et e e e ek e e e e e e e e s nn e e e s s 59
[0 Y Z0€] 001 1 1T TP 72

Vi



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Calismalar Esnasinda Yararlanilan Kimyeviler ve Tedarik Edildigi Firmalar. ....... 26
Tablo 2. Deneyler Swrasinda Faydalanilan Aygutlar................ccccoocioiiiiiiiiniiiiieiiieie e, 28
Tablo 3. Koyun Bébrek Aldoz Rediiktaz Enziminin Kismi Saflastirma Sonuglart................... 34

Tablo 4. Viscum Album L.(Okse Otu) Bitkisinin Meyve Kisminin Etil Alkol, Metil Alkol ve Su
Ekstraktlarinin Fenolik Bilesik Analiz Sonuglart ......................ccccccci, 35

Tablo 5. Viscum Album L.(Okse Otu) Bitkisinin Yaprak Kismumin Etil Alkol, Metil Alkol ve Su
Ekstraktlarinin Fenolik Bilesik Analiz Sonucglart .....................ccccccciiiii 36

Tablo 6. Viscum Album L.(Okse Otu) Bitkisinin Govde Kismimn Etil Alkol, Metil Alkol ve Su
Ekstraktlarinin Fenolik Bilesik Analiz Sonucglart .................cccccooeiieiiiiiiiiie 38

Tablo 7. AR enzimi iizerine inhibisyon etkileri incelenen Viscun Album L. bitkisinin yapisinda

bulunan bilesikler i¢in yapilan molekiiler docking ¢alismalariyla edinilen docking skorlari. 53

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Diabetik komplikasyonlar(https://tetralaboratuvar.com/diabetin-komplikasyonlari ). .5
Sekil 2. Hipeglisemi ve poliyol yolu arasindaki iligski (Brownlee, 2005). .......ccccovvuvieeiiiiinnennns 6
Sekil 3. Poliyol yolagi (Sorbitol yolagi) (Alim, & Beydemir, 2012).........coovviveeiiiiiienniiiinennns 6

Sekil 4. AR enzimi ile diabetik komplikasyonlar arasindaki iligki (Srivastava, vd. 2005). ....... 7

Sekil 5. Poliyol yolu ile sinir hiicresi iliskisi (Bhadada, vd. 2001).........ccccoeeeeiiiiiiiiie, 8
Sekil 6. Poliyol yolaginin aktivasyonu (Gleissner, VA. 2007).........cccoovvriiviinieiiieniieiie e, 10
Sekil 7. Poliyol yolunun pentoz fosfat yoluna ve glikolize etkisi (Dunlop, 2000). ................. 11
Sekil 8. AR enziminin kristal yapisi (Barski, Vd. 2008)..........cccocueiiiiiiiiiiiiieiie e 13
Sekil 9. Molekiiler docking hesaplamalarinin genel is akis1 (Torres, vd. 2019). ........c......... 14
Sekil 10. Molekiiler docking isleminin ana hatlar1 (Ferreira, vd. 2015).........ccccccevivieiieinnene 16

Sekil 11. Proteinlerin kantitatif tayini i¢in yararlanilan ve BSA ile hazirlanan standart grafik.

Sekil 12. (NH4)2SO4 ¢oktiirme araliginimn belirlendigi grafik..........ccooveiviveiiineeiie e 34

Sekil 13. Aldoz Rediktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) meyve kismi
ile hazirlanan etil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

o 2§ 110 PO PP PPRPPRTPP 40

Sekil 14. Aldoz Rediktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) meyve kismi
ile hazirlanan metil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

e <4 TP PP PP PPPPTPOPPPRPPPPPRRS 41

Sekil 15. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Viscun Album L.(Okse Otu) meyve kismi1

ile hazirlanan su ekstraktinmn farkli inhibitor konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite grafigi.

Sekil 16. Aldoz Rediktaz enzim aktivitesi iizerine Viscun Album L.(Okse Otu) yaprak kismi
ile hazirlanan etil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

o) <4 TP PP PP PP PP POPPPRPPPPPRRN 42

Sekil 17. Aldoz Redlktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) yaprak kismi
ile hazirlanan metil alkol ekstraktinin farkli inhibitoér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

e <o T TP PP PPPPPTPUPPPRPPPPPRRS 42
viii



Sekil 18. Aldoz Reduiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) yaprak kismi

ile hazirlanan su ekstraktinin farkli inhibitdr konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite grafigi.

Sekil 19. Aldoz Redilktaz enzim aktivitesi iizerine Viscun Album L. (Okse Otu) gévde kismi
ile hazirlanan etil alkol ekstraktinin farkli inhibitor konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

ELATIG. 1ot 43

Sekil 20. Aldoz Redilktaz enzim aktivitesi iizerine Viscun Album L. (Okse Otu) gévde kismi
ile hazirlanan metil alkol ekstraktmin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

o <4 TP PPPPRR RPN 44

Sekil 21. Aldoz Redlktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) gévde kismi

ile hazirlanan su ekstraktmin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen % Aktivite grafigi.

Sekil 22. Caffeic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D
docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (SA8)..........cccovveerrvveeriueeesiennnne. 45

Sekil 23. Chlorogenic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen

3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (Sa8). .......cccccvvveerivveerivnnenne 46

Sekil 24. Cyanidin-3-0-glucoside bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu

edinilen 3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag)..................... 46

Sekil 25. Ferulic Acid bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (Sa)..........cccecveervreeriueeesiunnenn 47

Sekil 26. Fumaric Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (S28)..........cceervrriveervenrinesunenn. 47

Sekil 27. Tsorhamnetin bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (S88)..........cceervrrrveerneeriersueenn. 48

Sekil 28. Keracyanin Chloride bilesiginin AR enzimine karst molekiiler docking sonucu

edinilen 3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag)..................... 48

Sekil 29. Myricetin bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D
docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (S28)..........ccervrrrveeiveerinesnnnn. 49

Sekil 30. Naringenin bilesiginin AR enzimine karst molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (SA8).........ccccvvveerueeerveeenieneenne 49



Sekil 31. p-Coumaric Acid bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen

3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (Sag). ........cccocverveerinrrnnnnn 50

Sekil 32. Quercetin bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (SA8).......ccccecvveeriveeeriveresieenene 50

Sekil 33. Quinic Acid bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D
docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (SA8)........cccecevveerrveeeriveeesiuneene 51

Sekil 34. Rosmarinic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen

3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (Sag). ........cccocverveeriernnnnne 51

Sekil 35. Sinapic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D
docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (Sa88)..........cccevvveriveerneererninnnn. 52

Sekil 36. Taxifolin bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D
docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (SA8)..........cccevveerrvreeriueresiunnene. 52

Sekil 37. Vanillic Acid bilesiginin AR enzimine karst molekiiler docking sonucu edinilen 3D
docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (SA8)..........cccocveerrvveeriueeesiunnnnne 53



KISALTMALAR ve SIMGELER DIiZINi

pl . Mikrolitre

MM : Mikromolar

3D : Ug boyut

AGE : Ileri Glikasyon Uriinleri
Al : Yapay Zeka

AR : Aldoz Rediiktaz Enzimi
ARI - Aldoz rediiktaz inhibitorii
ATP : Adenozin Trifosfat

Cys - Sistein

d - Isik Yolu

DL-GA : DL-Gliseraldehit

DM - Diabetes mellitus

DNA : Deoksiribo niikleik asit
E.C. : Enzim Kod Numarasi
EDTA . Etilendiamin Tetraasetikasit
€ . Ekstinsiyon Katsayisi

Gr : Gram

GTP : Guanozin Trifosfat

HTS - Yiksek Verimli Tarama
1Cs0 : Maksimum hiz1 yariya diigiiren inhibitér konsantrasyonu
Kb : Kilobaz

Kd : Baglanma Sabiti

kDa : Kilodalton

Ki : Enzim inhibitér kompleksinin ayrigma sabiti
Mg : Miligram

mg/dl : Miligram/Desilitre

mL : Mililitre

mmol/L : Milimolar/Litre

mM : Milimolar

NO - Nitrik oksit

NOS - Nitrik oksit sentaz

Nox : NADH-oksidaz

Xi



PKC
PMSF
RNA
ROS
SAR
SBDD
SHD
Trp
Tyr
v(L)
V(L)
WHO

AA
AGL
At

: Protein kinaz C

: Fenil Metil Sulfonil Florid

: Ribonikleik asid

: Serbest oksijen radikalleri

> Yapi aktivite iliskileri

: Yapiya Dayali ila¢ Tasarimi

- Sorbitol dehidrogenaz

: Triptofan

: Tirozin

: Enzim Hacmi

: Total Hacim

: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
. Alfa

- Beta

: Test Tiipiindeki absorbans degeri
: Gibbs Serbest Enerjisi

: Zaman (Dakika)

Xii



BiRINCi BOLUM
Giris

Canli sistemdeki hareketlerin en temel 0zelligi beklemeye tahammiillerinin
olmamasidir. Ornegin; bir telefon, kamera veya fotograf makinesi cektikleri iki fotograf
arasmdaki netleme siiresi ne kadar kisa olursa olsun, belirli bir siire beklemek zorunda kalir.
Fakat canli sisteminde gorme reaksiyonu aninda beyne iletilmek durumundadir. Bu nedenle,
bu reflekslerin canlilarda aninda gergeklesmesi kimyasal reaksiyonlardan kaynaklandiginin en
acik kanitidir. Bu sebeple canli mekanizmasindaki kimyasal reaksiyonlarin isleyisi secicilik
ve verimlilik prensiplerine uygun olmalidir. Canli sistemindeki reaksiyonlar gerceklesmesi
icin enerji gereklidir ve bu enerjiyi ¢evrelerinden temin ederler. Cogunlukla canlilar enerji
kaynag1 olarak siikrozu kullanirlar. Siikroz, ortamda oksijen bulunmasi durumunda reaksiyona
girerek CO; ve H,O’ya pargalanir ve neticede serbest enerji agiga ¢ikar. Bu reaksiyon
egzergonik bir siire¢ olsada, siikroz yillarca CO2 ve H20’ya ayrismadan da depo edilmektedir.
Ancak bu reaksiyon, termodinamik agidan uygun olmasma ragmen siire¢ oldukca yavas
ilerler. Ancak insan ve bir¢ok canli organizmasinin siikrozu ya da diger karbonhidratlar1
tilketmek suretiyle saniyeler icerisinde kimyasal enerji elde ederler. Bu farklilik, katalizorlerin
varligindan kaynaklanir. Katalizorlerin yoklugunda, kimyasal reaksiyonlarmn gergeklesme
hizlar1 yasamla uygun bir sekilde benzerlik gostermez. Katalizorler, biyolojik sistemlerde
Ozellesmis polimer yapida bilesiklerdir ve bu tiir katalizorlere enzim adi verilir (Gurdél, &

Ademoglu, 2010).

Biyolojik katalizorler olan enzimler, canli sistemlerinde kimyasal reaksiyonlarm hizini
artirarak %100 verimlilikle calisir ve higbir yan iirlin olusturmazlar. Enzimlerin protein
yapisinda bulunmasi, DNA tarafindan kodlanmalar1 nedeniyle, bir hiicre i¢erisinde meydana
gelen olaylarmm timii DNA seviyesinde kontrol edilerek diizenlenir. Bu bakimdan, enzimlerin
yalnizca katalizor olarak nitelenmesi yetersiz kalir; ¢linkii enzimler, ayn1 zamanda hiicre i¢i
olaylar1 diizenleme ve kontrol etme islevlerine de sahiptir. Bir hiicreyi diger hiicrelerden
ayiran Ozellikler DNA tarafindan aktarilir ve DNA bu bilgileri hiicrelere aktarirken enzimler

cok dnemli rol oynar (Keha, & Kiifrevioglu, 2009).

Dikkate deger ve son derece Ozellesmis proteinler olan enzimler, yapay ve organik

olmayan katalizorlere kiyasla daha kuvvetli katalizleme 6zelligine sahiptirler



Enzimlerin bir¢ogu, substratlarma ylksek 6zglllik gosterir ve kimyasal tepkimeleri
hizlandirirlar. Optimum pH ve sicaklik kosullarinda aktif bir sekilde gorev yaparlar. Oysa ki;
biyolojik olmayan katalizérlerin sadece birkagi bu 6zelliklerin tiimiine sahiptir. Enzimler,
besinsel molekdllerin parcalandig: yiizlerce tepkime basamagini diizenli tepkime dizileriyle
katalizler. Boylece basit onciillerden biyolojik makro molekiillerin iiretimine katki saglar,

kimyasal enerjiyi korur ve donistiiriirler (Lehninger, vd. 2005).

Bazi enzimlerin faaliyetlerini yerine getirebilmesi, protein yapisinda olmayan
kofaktorlerin varligina baghdir. Kofaktorler, bir koenzim olabilecegi gibi metal iyonlarindan
da olusabilir. Aktivite gostermek igin, kimi enzimler hem metal iyonlarina hem de
koenzimlere inhtiyag duyarlar. Ornegin, B vitamini tiirevleri ya da Zn** ve Fe?" gibi metal
iyonlar1 gibi koenzimler, enzimler tarafindan sik¢a kullanilir. FAD* koenzimi, riboflavin
icerirken NAD" koenzimi niyasin igerir. Apoenzim, holoenzimin protein bilesenini temsil
ederken, holoenzim enzimle birlikte koenzimi igeren kompleks yapisini ifade eder. Apoenzim,
biyolojik aktivite gostermek icin uygun bir kofaktore ihtiya¢ duyar. Koenzimler, enzimlerin
yapisina prostetik ve nonprostetik bicimde baglanabilirler. Prostetik grup, enzimden
kopmayan ve siki bir sekilde enzimin yapisina bagh olan bir koenzimi ifade eder. Biyotin,
karboksilaz enziminin ii¢ boyutlu yapisiyla sikica iliskili olan Orneklerden birisidir.
Substratlar, enzimlerin tizerine etki ederek trine donistirdiikleri bilesiklerdir. Enzimler
genellikle belirli bir substrat ile etkilesime girerler, 6zellikle canli organizma kosullarinda
yalnizca belirli tipteki kimyasal reaksiyonlar1 katalizlerler ve bu Ozellikleriyle son derece

spesifiktirler. Hiicre i¢erisinde gesitli bolgelerde bircok enzim ifade edilir. (Harvey, vd. 2007).

Kimi enzimler, etki ettikleri substrat adlarindan sonra “’-az’’ eki getirilerek (DNA
polimeraz, lipaz vb.), kimi enzimler ise katalizledikleri reaksiyonu aydinlatacak sekilde
(sorbitol dehidrogenaz vb.) ve bir kisim enzimde ilk kesfedenlerin verdigi isimlerle
adlandirilirlar. Fakat bu tanimlamalar enzimlerin genel ozellikleri ile ilgili eksik bilgi
icerdiginden 1956 yilinda Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Enzim
Komitesi (IUBMB-EC) enzimler sistemli bir sekilde adlandirmasi konusunda g¢esitli
calismalara baslamis ve bu calismalar sonucunda biitiin enzimler i¢in sirastyla enzimin ana
sinifini, enzimin alt smifini, enzimin alt-alt smifin1 ve bulundugu siniftaki seri numarasini
temsil edecek sekilde enzim kod numarasi (E.C.) belirlenmistir (Lehninger, vd. 2005; Keha, &
Kiifrevioglu, 2009).



Enzimler katalizledikleri tepkimelere gore alt1 ana gruba ayrilwr. Bunlar;
Oksidorediiktazlar, Transfrazlar, Hidrolazlar, Liyazlar, izomerazlar ve Ligazlar olarak

adlandirilir (Keha, & Kiifrevioglu, 2009).

Diabetes Mellitus

Hipeglisemi (yliksek kan sekeri) ile belirgin hale gelen diabetes mellitus (DM), instlin
hormonunun kismen olmadigi ya da tamamen olmadigi durumlarda gelisen bir hastaliktir.
DM'nin gelisim siirecinde, insiilin eksikliginin rolii oldugu gibi insiiline kars1 artan direncin
de onemli bir rolu bulunmaktadir. Protein, karbonhidrat ve lipit mekanizmasinda meydana
gelen DM’nin olumsuz etkileri insan mekanizmasinda 6nemli bir sekilde hissedilmektedir
(Hasselbaink, vd. 2003; Abou-Seif, vd. 2004). Tipl diabet ve Tip2 diabet olmak (izere
temelde 2 tip diabet mevcuttur.

Genellikle ¢ocuk yaslarda gorilen tip 1 DM, instlin Greten pankreas beta hicrelerinin,
gerek otoimmiin gerekse otoimmin olmayan sebeplere bagli olarak tahribata ugrmasi
neticesinde ortaya ¢ikan metabolik bir hastaliktir. Bu durum insiilopeni ve hipeglisemi ile
karakterizedir. (Alemzadeh, vd. 2004; Fiallo-Scharer, vd. 2004). Etiyolojisinde, kalitsal, cevre
kaynakli ve otoimmun faktorlerin 6nemli bir rol oynadigi disiiniilen Tip 1 diabet,
mikroorganizmalar, somatosensoriyel uyaranlar, tensiyon gibi dis faktorler ve kalitsal
yatkimlik, insiilin hormonu Ureten pankreastaki beta hiicrelerine otoimmiin saldir1 baslatmasi
neticesinde tetiklenebilir. Bu siiregte olusan hasarin anormal gérinimine "insulitis” denir.
(Haller, vd. 2005).

Tip 2 diabetin gelisiminde, kas ve yag dokusu gibi c¢evresel bdlge dokularinda,
insuline bagimli olma durumundan kaynaklanan insiilin yetersizligi ve insiiline yanit verme
yeteneginin azalmasmm 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. (Patricia, vd. 2003). Insiilin
direnci, Tip 2 diabete bagli olusan komplikasyonlarin baglica nedenidir (Gilligan, & Spector,
1984). Insiilin, plazmadaki glukozun kas ve yag dokusu gibi okside edilerek enerji tretiminde
kullanilmasin1 veya glikojen seklinde depolanmasmi saglamaktadir. Inslin, karacigerdeki
glukoneogenez ve glikojenolizi baski altina alarak hepatik glukoz Uretiminin de 6niine gecer
(Donkin, vd. 1997).

Insiilin direncine paralel olarak baglayan periferik dokulardaki direnc ile birlikte
insiiline bagimli glukoz kullanimi, yag ve kas dokularinda bariz bir sekilde azalir ve

beraberinde karacigerdeki glukoz supresyonu da bozulur. Ayrica insulin direnci, plazmadaki
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glukoz diizeyinin artmasini engelleyebilmek amaciyla pankreasin beta hiicrelerini her
zamankinden daha c¢ok instillin Gretmi yapar. Asir1 ¢calismaya bagli olarak pankreasin beta
hiicrelerinde zamanla fonksiyon kaybi meydana gelir. Hicrelerde meydana gelen bu
fonksiyon kayb1 ise instlin sentezinin azalmasma ve tip 2 diabetin ortaya ¢ikmasma neden
olur (Ferrannini, vd. 1987; Hollenbeck, & Reaven, 1987).

Tip 2 diabetin eslik ettigi hepatik glukoz supresyonunun bozulmasi sonucu, plazma
glukoz diizeyi yiikselir ve bu durumda karacigerde glukoneogenez ve glikojenolizin
tizerindeki baskinin kalkmasiyla birlikte hepatik glukoz Gretimi de beraberinde artar.
(Mithieux, vd. 1996). Bu duruma bagli olarak gelisen hipegliseminin, damar ici tabaka
fonksiyon kaybina sebebiyet verdigi diistiniilmektedir. (Hsueh, & Law, 1998; Jiang, vd.1999).

Tip 2 diabetin ortaya ¢ikmasmin bir baska nedeni ise pankreasta amiloid plaklarin
olusmasma bagli olarak B hiicre sayisindaki azalma neticesinde meydana gelen yetersiz
instlin sekresyonudur (Rhodes, 2005). Genetik faktorler, yaslilik, Obezite, stres ve hareketsiz
yasam sekli gibi cesitli risk faktorlerinin ortaya ¢ikmasinda onemli bir etkisinin oldugu
diistiniilen tip 2 diabete aym1 zamanda eriskin baslangicli diabet adi verilmektedir (Sacks,
2005). DSO’niin 2010 yilma ait verilerine gore diinya genelindeki yiizellibir milyon diabet
hastasinin yaklasik %97'sinin Tip 2 diabet oldugu bidirilmistir (Amos, vd. 2010).

Diabet kaynakli sorunlar, kandaki glukoz diizeyinin artmasina paralel olarak aktivitesi
artan bazi metabolik yollarin birbirini etkilemesi sonucunda meydana gelmektedir. Bahsi
gecen bu metabolizmadaki yollarm ilki Sorbitol yoludur. Ikinci metabolik yolak, Glikoz
oksidasyonudur. Uglinciisii, protein kinaz C (PKC) aktivasyonu olup sonuncusuda enzimatik
olmayan glikasyon ile ileri glikasyon tiriinleri (AGE) olusumudur (UKPDS Research Group,
1998; Chappey, vd. 1997; Temelkova-Kurktschiev, vd. 2000; Brownlee, 2001; Zimmet, &
Alberti, 2001; Lipinski, 2001; Ostenson, 2001; Jakus, & Rietbrock, 2004; Yamagishi, &
Takeuchi, 2004; Oates, 2008).

Diabet kaynakli sorunlar, iki ana kategoride degerlendirilir: mikroanjiyopatik ve
makroanjiyopatik komplikasyonlar. DM'nin mikroanjiyopatik komplikasyonlar1 arasinda
noropati, retinopati ve nefropati yer alirken, makroanjiyopatik komplikasyonlar1 arasinda

ekstremite damar, koroner arter ve beyin damar hastaliklar1 bulunmaktadir. (Kurt, vd. 2004).



DIiYABET KOMPLIKASYONLARI
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Sekil 1. Diabetik komplikasyonlar(https://tetralaboratuvar.com/diabetin-komplikasyonlari ).

Poliyol Yolag (Sorbitol Yolag)

Diabet kaynakli sorunlarin gelisimi agisindan etkili olan metabolik yollardan birisi de
poliyol yoludur. Hipeglisemi durumunda aktif hale gegen ve iki adimda gergeklesen glikoliz
metabolizmasinin bu ufak metabolik yolaginda aldoz rediiktaz (AR) ile sorbitol dehidrogenaz
(SDH) enzimi gorevlidir (Harvey, vd. 2007). sorbitol yolunun birinci ve hiz kisitlayict enzimi
AR; NADPH’dan sagladig1 elektronlar1 glukoza vererek, sorbitol olusumuna sebep olurken,
yolagmmn diger enzimi SDH ise kofaktor NAD*n indirgenmesi ile birlikte sorbitoliin

fruktoza yukseltgenmesini katalizler (Hers, 1956; Kao, vd. 1999).

Normalde hicrelere giren glukoz, hekzokinaz enzimi etkisiyle fosforillenerek glukoz-
6-fosfat olustururak glikolize dahil olur. Glikoliz sonucunda olusan Uriinler, oksijen varliginda
elektron transport zinciri UGzerinden krebs cemberine girerek enerjiye donisiir. OKksijen
yoklugunda ise glikoliz Urlnleri laktata doniistir. Poliyol yolu, kandaki glukoz derisimi
istenilen seviyelerde oldugunda aktif olan metabolik bir yol degildir. (Cameron, & Cotter,
1996).

Retina, lens, karaciger, bobrek, pankreas adaciklari, sinirler, eritrosit, beyin, kapiller
damarlar ve aort gibi dokular, glukozun hiicrelere girisi bakimmdan ortak 6zellige sahiptir.
Bahsi gecen dokular, insuline bagimli olmaksizin glukozu hiicre icine alabilirler. Hiicre
icerisindeki glukoz derisimi ile kan glukoz derisimi birbirine bagimli sekilde degisebilir.
(Cameron, & Cotter, 1996).


https://tetralaboratuvar.com/diabetin-komplikasyonlari

Hipeglisemi durumunda, intraselller glukoz seviyesi yikselir ve bu nedenle
hekzokinaz doygun hale gelir. Bu durumda, glukoza daha diisiik afinitesi olan AR enzimi
aktif hale gegerek poliyol yolagmi etkinlestirir. (Cameron, & Cotter, 1996). Poliyol yolu
etkinliginin fizyolojik 6nemi, diabet mellitus sonucu olusan katarakt, retinopati, nefropati,
noropati ve ateroskleroz gibi hipeglisemi kaynakli sorunlarin olustugu dokularda hala tam

olarak anlasilamamustir. (Yenigin, & Altuntas, 2001).

/-RDS

Toksik aldehitler

Inaktif alkoller

lAldoz Rediiktaz)

Agtan Glukoz —»

» Sorbitol /—EILH?: Fruktoz

NAD" NADH

NADPH NADP"

Rediiktaz

Sekil 2. Hipeglisemi ve poliyol yolu arasindaki iliski (Brownlee, 2005).

Diabetik hipeglisemi durumunda aktiflesen hiicre iginde sorbitoliin ve fruktozun
birikmesine yol acan sorbitol yolu, hiicresel toksisiteyi agiklamada en Onemli

mekanizmalardan birisidir.

\\.\* \Q"&
OH \HDPH NADF' OH w.n ‘“-DH
OH 4}-

Glukoz Sorhitol Fruktoz

Sekil 3. Poliyol yolag: (Sorbitol yolagi) (Alim, & Beydemir, 2012).

Aldoz Redlktaz enzimi, karbonil gruplarin1 alkol gruplarma indirgenmesini
katalizleyen NADPH bagimli bir enzimdir. Ayrica poliyol yolaginm ilk ve reaksiyon hizini

belirleyen enzimidir. Glukoza olan afinitesi diisiik olan aldoz redliktaz enzimi, hcre ici
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glukoz derigimi fizyolojik diizeylerde oldugu muddetge aktif degildir. Ancak, hiicre i¢i glukoz
derigimi fizyolojik dlzey esigini astiginda, ortaya ¢ikan hipeglisemi AR enzimini aktive eder.
Hipeglisemi durumunda AR enzim aktivitesinde artma olurken, SDH enzim aktivitesinde

azalma meydana gelir. Bu nedenle sorbitoliin dokulardaki fruktoza doniisme hizi azalir.

Sorbitol, hiicre membrani disina ¢ikamayan ve metabolik kullanimi olmayan bir seker
alkoliidir. Bu nedenle dokularda birikerek ozmotik etkiye sebebiyet verir ve hicre igerisine

daha fazla su girisine neden olur.

Sorbitol, dokularda birikerek hiicre 6demine yol ac¢tig1 i¢in dokularda toksik etkiye
sebep olur. Bu durum, kalp hastaligi, n0ropati, retinopati ve nefropati gibi komplikasyonlarin
gelisiminde rol oynadigi degerlendirilmektedir.(Karasu, vd. 1990; Bukan, vd. 2004).

Si1vi alimi ve Hiiere zannda hasarlar » Katarakt

Elektrolit dengesizligi

T
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T.

AR SDH

— »  Sorbitol | —»
NADPH NADP" NAD" NADH v
" Inorganik fosfat ve ATP

Glukoz Fruktoz

Redoks dengesizlig

Oksidatif stres v
¢ Biyosentez yolaklarinda
ROS mnhibisyon

'

Hiicre ¢cogalmasi. Apoptosis.,
Doku fonksiyon kaybi

'

Néropati. Nefropati, Retinopati: ve Katarakt

Sekil 4. AR enzimi ile diabetik komplikasyonlar arasindaki iliski (Srivastava, vd. 2005).

Hipeglisemi durumunda hiicrelerde biriken sorbitoliin sebep oldugu ozmotik etki,
hiicreden hiicreye farklilik gosterir. Sorbitol kaynakli ozmotik etki, daha ¢ok bobrek bazal

membranlar1 Ve sinir vazo nervorumlarina zarar vermektedir (Yenigiin, & Altuntas, 2001).



Miyoinositol tastyicilari i¢in glukoz rekabetci bir inhibitordir. Piridin nukleotitlerinin
redoks durumunu sorbitolin sebep oldugu ozmotik etki ile degisir. Buna bagli olarak
NADH/NAD" orani ile birlikte protein kinaz C aktivitesini artar. Aksine periferik sinir
hiicresinde sentezlenen miyoinositol miktar: ise azalr. Gerek hiicreye giren glukoz gerekse
miyoinositol Na*’a bagimli olduklarindan yarigirlar. Bu sebeple kan glukoz oranmindaki artis
Na-K ATPaz enziminin aktivitesini azalttig1 i¢indir ki Na* bagimli miyoinositol miktar1 diiger.
Sinir hucrelerindeki miyoinositol miktarindaki azalma, anormal fosfoinositidlerin olusumuna
yol acar ve Na-K ATPaz enzim aktivitesinde azalmaya neden olur. Miyoinositol transportu
Na-K ATPaz enzimine bagimli oldugu i¢in azalmis miyoinositoliin reabsorbsiyonu gii¢ olur.
Ayrica, aktivitesi azalan Na-K ATPaz enzimi, sinir i¢i Na birikmesine neden olur. Boylece
periferik sinirlerde sinir iletim hiz1 azalir (Greene, vd. 1987, 1992; Kilo, vd. 2000; Bozdemir,
2001; Dinger, vd. 2002).

Diabetik retinopati, retinanin beslenmesini saglayan kan damarlarinida olusan tahribat
sebebi ile ortaya ¢ikan bir durumdur. Bu durum, gézyasi iiretiminde ve kornea hassasiyetinde
azalmaya, kornea damarlarinda degisikliklere ve yaralarin yavas iyilesmesine neden olabilir.
Ayrica, yiikselen glukoz seviyeleri, AR enzim aktivitesinde artisa yol agarak lens dokusunun
opaklasmasina ve diabetik katarakt olusumuna katkida bulunur. Bu tiir hasarlar ilerledikge,
korliik gibi ciddi komplikasyonlar gelisebilir. (Davidson, 1991; Kubo, vd. 2004; Chibber, vd.
2007; Kyselova, vd. 2004).

Glukoz Ap Sorbitol ﬂp Frukto=z
NADPH NADP™ NATY NADH
w l
Miyoinositol . Na'K ATPaz

,, l

i. Vaskiiler fonksiyvon kaybi
1i. Akson icinde sodyum birikimai
111. Sinir iletim hizinda azalma

Sekil 5. Poliyol yolu ile sinir hiicresi iligkisi (Bhadada, vd. 2001).

Diabetik komplikasyonlar sonucunda ortaya cikan bir bagka durum ise diabetik

nefropatidir. Bobreki besleyen mikrovaskiler damar sistemlerinde olusan hasarlar sonucunda



ortaya ¢ikan nefropatinin ileri boyutlara erismesi neticesinde bobrek yetmezligi ortaya
¢cikmaktadir (Kimmelstiel, & Wilson, 1936; Lehmann, & Schleicher, 2000; Dunlop, 2000).
Nefropati, diabet kaynakli komplikasyonlarin sebep oldugu Slimlerin %10’undan sorumlu
tutulmaktadir. Diabetle paralelel olarak nefropati hastaligin da belirli bir artis goriilmektedir
(Humphrey, vd. 1989; Forsblom, vd. 1998). Diabetik nefropati hastaligimnin gelismesi ve
ilerlemesi, hipeglisemi ile birlikte aktiflesen sorbitol yolaginin aktive olmasi ile iligkilidir.
(Kikkawa, vd. 2003).

Poliyol yolu ile miyokardiyal glukoz metabolizmasi arasindaki iligkinin arastirildigi
bazi c¢aligmalarda, iskemi sirasinda kardiyak aldoz rediktaz aktivasyonunda artma
belirlenmistir (Ramasamy, vd. 1999; Hwang, vd. 2002). iskemi sirasinda, poliyol yolunun
etkisiyle NADH/NAD* oran1 miyokardiyumda artar. bu durumda glikoliz ile ATP {retiminin
azalmasina yol acar ve iskemik hasar meydana gelir. Bu siiregte, AR enziminin inhibe
edilmesi, iskemik hasar1 azaltir ve kalbin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. (Williamson, vd.

1993).

Poliyol yolunun diger enzimi olan SDH enziminin aktiflesmesi sonucu NADH olusur.
Aktif hale gelen NADH-oksidaz (Nox) enzimide serbest oksijen radikallerinin ortaya
¢ikmasina yol agar (Tesfamariam, 1994; Morre, vd. 2000). Serbest oksijen radikalleri,
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzimini (GAPDH) inhibisyonuna sebebiyet vererek,
sorbitol yolagina yonelen glukoz miktarini artirir. Buna bagh olarak aldoz rediktaz enzim
aktivitesi artar (Stevens, vd. 2000). Aktif hale gelmek icin NADPH’a ihtiya¢c duyan AR
enzimi, hiicre ici NADPH tiiketiminde artisa neden olur. Aldoz rediktaz gibi NADPH bagimli
bir bagska enzim ise glutatyon rediktaz (GR)’dir. GR; yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG)
indirgenmis glutatyona (GSH) rediikte eder. Aldoz rediiktazin NADPH’a olan afinitesi, GR
enziminin NADPH’a olan afinitesinden daha fazladir. Bu yuzden artan AR aktivitesine bagli
olarak, NADPH tliketiminde ve GSH Uretiminde azalma olur. Hucre icerisinde antioksidan
olarak gorev yapan GSH uretimindeki diisme, hiicrelerin antioksidan giclinl azaltir ve
oksidasyona bagl ortaya ¢ikan olumuzluklar karsisinda tepkisini zayiflatarak serbest radikal
zararina Sebebiyet verir. Poliyol yolagi, bu mekanizma Uzerinden antioksidan savunma
sistemine zarar verir (Yeh, & Ashton, 1990; Giugliano, vd. 1996; Nishimura, 1998; Lee, &
Chung, 1999; Nishikawa, vd. 2000; Maritim, vd. 2003).

Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi de, AR ve GR gibi NADPH bagimli enzimdir.
Hipeglisemi ile birlikte aktif hale gelen poliyol yolu kaynakli hiicre i¢ci NADPH miktarmnin

azalmasma bagl olarak, hem GSH uretimini hem de NO sentezini de olumsuz etkiler. Ayni
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zamanda azalan NADPH, arjininden NO olusumunu katalize eden NOS’un aktivasyonundaki
azalmadan kaynaklanan damar i¢i tabakadaki NO sentezini azalmasma da sebebiyet verir
Oksidatif stres ile iliskili NO sentezindeki azalma ise ateroskleroza neden olur (Tesfamariam,
1994; Kurowska, 2002).

Miyoinositol
Na/K ATPaz
Hiicre zar1 gegirgenlidi

.T

Osmotik stres

Glukoz AR. Sorbitol SDH » Fruktoz S,

NADPH NADP" NAD™ NADH l
= -
Glutatyon rediiktaz
GSSG » 2GSH —» Oksidatif stres

Nitrik oksit sentaz
Arg > NO

Kan akiminda azalma
Sinir 1letiminde yavaslama

Sekil 6. Poliyol yolagmm aktivasyonu (Gleissner, vd. 2007).

Ayrica sorbitoliin fruktoza yilikseltgenmesi sonucu NADH miktarindaki artmaya bagl
olarak glisealdehit-3-fosfat-dehidrogenaz (GAPDH) enziminin inhibisyonu ile birlikte Trioz-
fosfat izomeraz enziminin aktivasyonu gerceklesir. Trioz-fosfat izomeraz enzimi,
gliseraldehit-3- fosfati dihidroksiaseton-fosfata (DHAP) doniistiirir. NADH bagimli
DHAP’1n indirgenmesi sonucu olusan diagilgliserol (DAG) ise sorbitol yolunun bir aktivatori
olan protein kinaz C (PKC) enzimini aktiflestirir. Diabetik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi
ile PKC yolunun aktif hale gelmesi arasinda bir iliski s6z konusudur (Williamson, vd. 1993;
Xia, vd. 1994; Baynes, & Thorpe, 1999; Dunlop, 2000; Garcia, vd. 2001; Setter, vd. 2003).
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Ayrica sorbitol yolunun son riini olarak ortaya ¢ikan fruktoz ise fruktoz-3-fosfat
(F3P) ve 3-deoksiglukoza (3DG) metabolik olarak cevrilir. Olusan friktoz-3-fosfat ve 3-
deoksiglukoz bilesikleri, glukozdan c¢ok daha kuvvetli, enzimatik olmayan glikasyon
prekiirsorleridir. Ayrica, lens, eritrosit, bobrek, beyin ve sinir gibi insuline bagli olmayan
dokularda hipeglisemi durumunda glukozun, enzimatik olmayan reaksiyonlarla proteinlere
baglanmasi sonucu gergeklesen kontrolsiiz glikasyon tepkimeleri sonucunda ortaya ¢ikan
urtinlerin glikooksidasyonu ile glikasyon iiriinleri (AGEs) olusur. AGE bilesiklerinin,
proteinlerin gerek form ve gerekse islevlerinde meydana gelen degisime bagli diabetik
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rolii vardir (Szwergold, vd. 1990; Grandhee,
& Monnier, 1991; Brownlee, 1992; Mueckler, 1994; Lal, vd. 1995; Hamada, vd. 1996;
Hamada, vd. 2000; Jakus, & Rietbrock, 2004).

AR . SDH
Glukoz » Sorbitol > Fruktoz
Hekzokinaz| NADPH NADP NAD™ NADH
¥ |
Glukoz-6-fosfat PPP l

A
Gliseraldehit-3-fosfat

NAD"™
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&

NADH/NAD" +—

NADH
1.3 BPG

l

Piriivat
Sekil 7. Poliyol yolunun pentoz fosfat yoluna ve glikolize etkisi (Dunlop, 2000).

AR enzimini inhibe edebilecek bilesikler (ARI), diabet kaynakh sorbitol birikimesinin
ve buna bagli gelisebilecek diabetik komplikasyonlarin ontine gecebilir. Sayet glukoz

dizenlemesi yapilarak hipeglisemi durumu ortadan kaldirilamaz ise geri doniisiim{ olmayan
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retinopati, noropati, nefropati gibi diabetik komplikasyonlarm olusumunun 0nline gecilemez
(Yenigiin, & Altuntas, 2001).

Aldoz Rediktaz

Aldo-keto rediiktazlar (AKR) oksidorediiktaz enzim sinifinda yer alirlar. AKR
enzimleri NADPH’1 kofaktor olarak kullanirlar. AKR enzimleri aldehitleri primer alkollere ve
ketonlarida sekonder alkollere doniistiiriirler. Bu rediiksiiyon sonucunda olusan alkoller, stlfat
veya glukuronidlere tutunarak viicuttan atilirlar. Sonu¢ olarak AKR enzimlerinin viicuttaki

eliminasyon mekanizmasinda 6nemli bir yeri vardir. (Hyndman, vd. 2003; Penning, 2004).

Aldo-keto oksidorediiktazlarin bir iiyesi olan AR enziminin kisa adi, ALR2 ‘dir.
AR’nin enzim kodu (E.C.1.1.1.21)’dir. Enzim kodundaki ilk (1) rakamu H, O veya
elektronlarm bir substratlar arasi aktarmmini katalizleyen enzimlerin numarasidir. Ikinci (1)
rakami ise proton verici olan CH-OH grubunun iiyesi oldugunu Ugiincii (1) rakamda
reaksiyonunun NADPH’a bagimli oldugunu ifade eder. (Flynn, 1982; Jez, vd. 1997).

Hiperglisimi durumunda aktif hale gelen AR enzimi, diabet kaynakli sorunlarin ortaya
¢ikmasinda 6nemli rol oynar. 315 aminoasit diziliminden olusan AR’nin molekil kutlesi
yaklasik 36 kDa’dur. Monomerik yapida ve stozolik bir enzimdir. (Yabe-Nishimura, 1998;
Kumar, & Reddy, 2007).
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Sekil 8. AR enziminin kristal yapis1 (Barski, vd. 2008).

Molekiler Docking Yoéntemi

Molekiiler Docking ydntemi, molekiillerin bir makromolekiiler hedefin baglanma
bolgesine uyumunu ve yonelimini analiz eden bir bilgisayarl goriintii elde etme yontemidir
(Torres, vd. 2019). Bu islem, baglanma boélgesini aramak ve ligand1 belirli bir 3 boyutlu (3D)
alana "uydurmak" i¢in algoritmalar kullanir. Farkli algoritmalar, puanlama islevlerine gore
siralanan olast goriintiiler iireterek farkl ligandlar1 karsilastirmak icin kullanilir. Molekiiler
docking, grafik kullanic1 arayiizleri araciligiyla bilgisayar programlama dillerine ihtiyac
duymadan kolayca gerceklestirilebilir ve akademik kullanim i¢in iicretsiz olarak sunulan

yazilimlar mevcuttur.

Pratik olarak, molekiiler docking gerceklestirilmeden Once, ilgilenilen proteinin bir
bilgisayar dosyast olmasi gerekmektedir (Schweiker, & Levonis, 2020). Bu yontem, olasi
bilesik tasarimi hakkinda degerli bilgiler saglayarak ila¢ kesfi ve gelistirme siireclerinde

onemli bir rol oynamaktadir.

Molekiiler docking hesaplamasmin ilk adimi c¢ogunlukla biyolojik  bir
makromolekilden (protein, DNA veya RNA gibi) c¢ikarak hedeflenen yapinin elde
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edilmesidir. Molekiiler docking, bir reseptoriin baglanma bolgesindeki kisitlamalar1 dikkate
alarak, bir ligandin yapisini dogru bir sekilde tahmin etmeyi ve baglanma giiclinii dogru bir
sekilde degerlendirmeyi amaglamaktadir (Torres, vd. 2019). Bu yontem, ilag tasarimi ve kesfi
gibi alanlarda, ligandlarin potansiyel etkilesimlerini anlamak ve uygun molekiillerin

belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Target Ligands
Strui:ture StrucI:ture %\ .XMQD

Protonations
states assigned

Partial Charges
assigned

Binding site
detection

Molecular Docking

WV V (-
Pose 2

Search Score Poss 3
Algorithms Functions

Sekil 9. Molekiler docking hesaplamalarmin genel is akis1 (Torres, vd. 2019).

Molekiiler docking yaklasimlar1 genellikle hedef ve ligandlarin 3D yapilarin1 elde
ederek baslar. Bu yapilar daha sonra protonasyon durumlar1 ve kismi yiikler atanir. Eger daha
onceden bilinmiyorsa, hedefin baglanma bdlgesi belirlenir veya bir kor yerlestirme
simiilasyonu gerceklestirilebilir. Molekiiler docking hesaplamalar1 iki ana adimda
gerceklestirilir: pozlama ve puanlama. Bu adimlar, hedef ve ligandlar arasindaki olas1
komplekslerin sirali bir listesini olusturur (Torres, vd. 2019). Bu yontem, ilag tasarimi ve
biyolojik etkilesimlerin anlasilmasi gibi bir¢cok alanda 6nemli bir arastirma ve gelistirme aract

olarak kullanilmaktadir.

Molekiiler docking, Bilgisayar Destekli Ilag Tasarimi ara¢ kutusunun énemli bir
parcasidir. "Yapiya dayali ilag tasarimi" yontemlerinin bir parcasi olarak, aktif bilesiklerin
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baglanma modunu tahmin etmek, maliyetleri azaltmak ve ilag gelistirme silirecini
hizlandirmak icin biylik dijital bilesik kitapliklarin1 sanal olarak taramak amaciyla
gelistirilmistir (Torres, vd. 2019).

Molekiiler docking, yerlestirme bilgisi olmadan da kullanilabilir ve terapotik agidan
ilgi ¢ekici yeni bilesiklerin kesfini, yapi-aktivite iliskilerinin (SAR) belirlenmesini, molekiiler
diizeyde ligand-hedef etkilesimlerini tahmin etmeyi veya diger hedef modiilatorlerin kimyasal
yapilarini tanimlamayi saglar (Pinzi, & Rastelli, 2019). Bu yontem, ilag tasariminda 6nemli
bir ara¢ olarak kullanilmakta ve yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir.

Molekiiler docking, baslangicta kii¢iik ve biiyiik molekiiller arasindaki molekiiler
tanima mekanizmalarin1 anlamaya yardimci olmak i¢in gelistirilmistir. Ancak, son yillarda
ila¢ kesfi alaninda molekiiler docking yonteminin kullanimlari ve uygulamalar1 6nemli 6lgiide
degismistir (Pinzi, & Rastelli, 2019). Bu yontem, ila¢ kesfinde ve tasariminda biiyiik bir rol
oynamakta, ila¢ adaylarinin kesfi ve molekiiler etkilesimlerin anlasilmasinda 6nemli bir arag
olarak kullanilmaktadir. Yeni algoritmalar, puanlama fonksiyonlar1 ve hedefe 0zgl

yaklagimlar sayesinde molekiiler docking yontemi daha etkili ve verimli hale gelmistir.

Yiiksek Verimli Tarama (HTS), biiyiikk bilesik kitapliklarinin molekiiler hedef
panellerine karsi deneysel olarak taranmasiyla biyolojik olarak aktif bilesikleri kesfetmek i¢in
altin standart olarak kabul edilir. Ancak, bu tarama platformlarini kurmak ve siirdiirmek i¢in
gereken yiiksek maliyetler, genellikle ilag kesfi i¢in kullanimlarmi kisitlamaktadir. Son
yillarda, bilgisayar teknolojisindeki gelismeler ve terapotik hedefler lizerindeki verilerin artisi
sayesinde, in silico kullanimi kemoinformatik, molekiiler modelleme ve yapay zeka (Al)

alanlarinda 6nemli 6l¢tlide artmustir.

In silico yaklasimlar artik milyonlarca bilesigi uygun bir zamanda sanal olarak
tarayarak isabet tespitinin maliyetini azaltmaya ve istenen ilag adaylarini bulma sansini
artirmaya yardimci olmaktadir. Bugiin, ila¢ kesfi gorevlerini kolaylastrmak i¢in genellikle
yapt tabanl ve ligand tabanli molekiiler modelleme teknikleri kullanilmaktadir (Pinzi, &
Rastelli, 2019). Bu yontemler, ila¢ adaylarmin tasariminda, hedef molekiillere etkilesimlerin

anlasilmasinda ve biyolojik etkinliklerin 6ngdriilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Yapiya dayali yontemler, ilgi duyulan hedefin 3D yap1 bilgisi kullanilarak edinilen
verilere dayanir ve belirgin bir hedefe yonelik ligandlarin yapisal ve elektronik uyumuna gore
molekiil veritabanlarini siralamaya musaade eder. Bu ¢ergevede molekiler docking, biyolojik

ve molekiiller hedefler arasindaki etkilesim ihtimallerini ortaya ¢ikarmaya yardimci olan en
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popiiler ve basarili yap1 tabanli in silico yontemlerden biridir. Bu yontem genellikle, 6ncelikle
bir reseptor icerisindeki bir ligandin molekiiler uyumunu tahmin ederek baglar ve sonra bir
puantaj fonksiyonu kullanarak tamamlayiciliklarini tahmin eder (Pinzi, & Rastelli, 2019).
Molekiiler docking, ilag tasarimi ve kesfi gibi bircok alanda etkili bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir ve hedef molekiillere uygun ligandlarin kesfinde ©Onemli bir rol

oynamaktadir.

Molekiiler docking, Yapiya Dayali ilag Tasarimi (SBDD) alaninda en sik kullanilan
yontemlerden biridir, ¢iinkii uygun hedef baglanma bdlgesi i¢indeki kiiciik molekiillii
ligandlarin konformasyonunu yiiksek dogrulukla tahmin etme yetenegine sahiptir. 1980'lerde
ilk algoritmalarin gelistirilmesinden sonra, molekiiler docking, ila¢ kesfi siireclerinde 6nemli
bir arag haline gelmistir. Ornegin, ligand baglanma modlar1 ve ligand-reseptér kompleksini
stabilize eden ilgili molekiiller aras1 etkilesimleri iceren Onemli molekiiler olaylarin
arastirilmasi, molekiiler docking ile kolaylikla gerceklestirilebilir. Ayrica, molekiiler docking
algoritmalari, baglanma afinitesine dayali olarak ligand-reseptér komplekslerine baglanan
bilesikleri siralayarak, baglanma enerjilerinin nicel tahminlerini yapmaya olanak tanir
(Ferreira, vd. 2015). Bu sayede, potansiyel ila¢ adaylarmin se¢imi ve tasarimi i¢in 6nemli

bilgiler elde edilebilir.

Sekil 10. Molekiiler docking isleminin ana hatlar1 (Ferreira, vd. 2015).

(A) Ligandin ii¢ boyutlu yapisi; (B) Reseptoriin ii¢ boyutlu yapis;; (C) Ligand,
reseptdriin baglanma bolgesine kenetlenir ve ¢esitli konformasyonlar1 arastirilir; (D) En olas1
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baglanma sekli ve ilgili molekiiller arasi etkilesimler tanimlanir. Proteindeki omurga, bir
karikatiir seklinde temsil edilir. Ligand (mor renkli karbon atomlarr) ve aktif bdlgedeki
kalintilar (mavi renkli karbon atomlar1) ¢ubuklarla gosterilir. Su molekiilleri beyaz kiirelerle
temsil edilir ve hidrojen baglar1 kesikli ¢izgilerle gosterilir (Ferreira, vd. 2015). Bu sekil,
molekiiler docking silirecinin basamaklarmi ve ligandin reseptdre nasil baglandigini ve

etkilesimlerin nasil olustugunu anlamamiza yardimei1 olur.

Molekiiler docking programlari, tahmin edilen ligand-reseptdr komplekslerinin
baglanma enerjisini hesaplamak i¢in puanlama fonksiyonlarini kullanir. Bu baglanma enerjisi,
baglanma sabiti (Kd) ve Gibbs serbest enerjisi (AGL) gibi terimlerle ifade edilir. Baglanma
enerjisinin tahmini, ligand-reseptor arasindaki molekiiller arasi etkilesimlerin, desolvasyon ve
entropik  etkiler gibi  6nemli fiziksel-kimyasal fenomenlerin degerlendirilmesiyle
gergeklestirilir. Dolayisiyla, degerlendirilen fiziksel-kimyasal parametrelerin sayisi arttikca,
puanlama fonksiyonunun dogrulugu da artar (Ferreira, vd. 2015). Bu sekilde, molekiiler
docking programlari, olas1 ligand-reseptor etkilesimlerini degerlendirerek potansiyel ilag

adaylar1 arasindan en uygun olanlar1 segmemize yardimei olur.

Molekiiler docking uygulamalarinda, puanlama islevleri anahtar bir rol oynar ve ¢
grupta smiflandirilir: kuvvet alani temelli, deneysel temelli ve bilgi temelli islevler (Ferreira,
vd. 2015). Bu puanlama islevleri, ligand-reseptor etkilesimlerinin enerjilerini tahmin etmek ve
baglanma giiciinlii degerlendirmek i¢in kullanilir. Kuvvet alan1 temelli islevler, molekiiller
arasindaki fiziksel etkilesimleri hesaplamak i¢in atomik diizeyde kuvvet alan1 parametrelerini
kullanirken, deneysel temelli iglevler deneysel baglanma verilerini ve yapilar1 kullanarak
baglanma afinitesini tahmin eder. Bilgi temelli islevler ise, bilgi tabanli 6zellikler ve
molekiiler 6znitelikler kullanarak baglanma enerjisi ve etkilesimleri tahmin etmeye dayanir.
Bu puanlama islevleri, molekiiler docking uygulamalarinda ligand-reseptor etkilesimlerinin

degerlendirilmesini ve potansiyel ila¢ adaylarmin siralanmasini kolaylastirmaktadir.

Kuvvet alant temelli puanlama islevleri, baglanma enerjisini tahmin etmek i¢in
genellikle bagli (bag gerdirme, a¢1 biikkme ve dihedral varyasyon gibi) ve bagli olmayan
terimlerin (elektrostatik ve van der waals etkilesimleri gibi) katkilarmi toplar. Bu tiir
puanlama fonksiyonlari, klasik mekanigin denklemlerini kullanarak her bir terimle iligkili
enerjiyi hesaplamak igin ab initio yontemlerine dayanir (Ferreira, vd. 2015). Kuvvet alani
temelli puanlama islevleri, molekiiler docking uygulamalarinda ligand-reseptor
etkilesimlerinin enerjilerini hesaplamak ve baglanma giiclinii degerlendirmek i¢in yaygin

olarak kullanilan ve basarili sonuglar veren bir yontemdir.
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Deneysel puanlama (Ampirik) islevleri, ligand-reseptdr kompleksinin olusumunda yer
alan ¢esitli fiziksel olaylar1 tanimlayan bir degerlendirme yontemi tiiriidiir. Bu islevler, ligand-
reseptor etkilesimlerinin enerjisini tahmin etmek icin deney verilerini kullanir ve baglanma
giicinii degerlendirmeye yardimci olur. Hidrojen bagi, iyonik ve apolar etkilesimler gibi
cesitli etkilesim tiirlerinin yan1 sira desolvasyon ve entropik etkiler de deneysel puanlama
islevlerinde yer alabilir (Ferreira, vd. 2015). Bu tiir puanlama islevleri, molekiiler docking
uygulamalarinda ligand-reseptor etkilesimlerinin enerjilerini degerlendirmek igin deneysel

verilerden edinilen bilgilere dayanir ve ilag kesfinde 6nemli bir arag olarak kullanilir.

Deneysel puanlama islevlerinin dezavantajlarindan biri, modeli gelistirmek igin
kullanilan verilerin dogruluguna bagimli olmalaridir. Yani, bu islevlerin dogrulugu, kullanilan
deneysel verilerin kalitesine ve kapsamma baglhdir. Bununla birlikte, kullanilan enerji
terimlerinin basitligi sayesinde, ampirik fonksiyonlar, kuvvet alani tabanli yontemlere gore
daha hizli calisabilirler. Surflex ve FlexX, ampirik puanlama fonksiyonlarini kullanan ve
yaygin olarak kullanilan molekiiler yerlestirme programlaridir (Ferreira, vd. 2015). Bu
programlar, molekiiler docking uygulamalarinda yaygimn olarak kullanilir ve ligand-reseptor
etkilesimlerinin enerjilerini degerlendirmek i¢cin deneysel verilere dayanan ampirik puanlama

islevlerini kullanirlar.

Ligand-reseptor baglanma enerjisini degerlendirmek i¢in kullanilan diglincti bir
yaklagim, bilgiye dayali puanlama fonksiyonlaridir. Bu yontem, bilinen ligand-reseptor
komplekslerinden ¢ikarilan ikili enerji potansiyellerini kullanarak genel bir fonksiyon elde
etmeyi amacglar. Bu potansiyeller, yapisal veri setinde belirli bir mesafe iginde iki farkli
atomun bulunma sikligmi dikkate alarak olusturulur. Veri setinde gozlemlenen farkli
etkilesim tiirleri, olusma sikliklarma gore smiflandirilir ve agirliklandirilir. Nihai puan, bu
bireysel etkilesimlerin toplami olarak verilir. Bilgiye dayali islevler, baglanma afinitelerinin
(ampirik yontemler) veya ab initio hesaplamalarinm (kuvvet alam1 yontemleri) yeniden
tiretilmesine dayanmadigindan dogruluk ile hiz arasinda uyumlu bir denge sunarlar (Ferreira,
vd. 2015). Bu sayede, molekiiler docking uygulamalarinda genis bir ¢esitlilik saglayarak,
bilinen verilere dayanan etkilesimleri kullanarak ligand-reseptor etkilesimlerini

degerlendirmeye yonelik etkili bir yaklagim sunarlar.
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Okse Otu (Viscum Album L.)

Cok eski bir tarihe sahip olan 6kseotu (Viscum Album L.), Kuzey Avrupa'li bazi
toplumlar 6kseotunun nadir goriilen mese agaglarinda meydana getirdigi enfekiyon nedeniyle
okse otuna saygi gostermislerdir. Okseotunun toprakta degil de agaglarm iizerinde yetisiyor
olmasi, bitkinin 6nemli bir 6zelligidir. (Walker, 1983).

Okseotu, Yunan botanik¢i Theophrastus tarafindan M.O. 305 yilinda parazitik bir bitki
olarak tanimlanmis, Carl Linnaeus ise 18. yiizyilda bitkiyi Viscum album olarak adlandirmistir
(Gill, 1953).

Avustralyali tip doktoru Rudolf Steiner, 6kseotundan tedavi amagli antroposofik
ilaglar iiretmistir. Kanser hastalar1 tizerinde aligilmadik tedavi yontemleri denemek amaciyla
hastalara 0kseotu Oziitleri enjekte etmistir. Steiner, dkseotunu 6zellikle kanser tedavisinde
kullanarak modern bilim diinyasinda aragtirmalarin yapilmasina ve énemli bir yer edinmesine

katkida bulunmustur (Urech, 1993).

Steiner'in caligmalari, alternatif tedavi yontemi olarak yaygin sekilde kullanilmaya
baslanmustir (Habeck, 2003). Okseotu, giiniimiize kadar onkoloji alaninda kullaniminin yani
sira bircok enfeksiyon hastaliklar1 iizerinde klinik ¢aligmalar ortaya konmustur (Van Wely,
vd. 1996; Stoss, vd. 1999).

Bitkilerin insanlik tarihi boyunca ilag, yiyecek ve kozmetik amagh kullanilmistir. Bu
gecen zaman iginde c¢esitli hastaliklarm varligr ve tedavi edilmesi amaciyla bitkilerin
kullanim1 yaygmlasmistir. insanlar, her bir bitkinin 6zelliklerini kesfetmis ve pozitif veya

negatif denemelerle bu kullanimlar1 gelistirmistir (Baytop, 1999).

Bugun, onbinlerce bitki alternatif tedavi maksadi ile kullanilmaya devam edilmektedir
(Ascenzi, 1996). Gunimizde, ¢esitli bitkilerden izole edilen maddeler (izerine, hastaliklarin

tedavisi i¢in umut olabilmek adma bir¢ok bilimsel ¢alisma yapilmaktadir.

Bitki bazli ¢esitli ilaglar simyacilardan glniimize kadar uzanan geleneksel tibbi
tedavinin onemli bir pargasi olarak degerini hala korumaktadir. Bu tiir tedavi yontemleri
uluslararasi literatlirde "bitkisel kaynakli halk ilaglar1" olarak bilinir ve "fitoterapi" olarak

adlandirilir (Baytop, 1963; Baytop, 1982).

Santalales takimi, Loranthaceae familyasina ve Viscum cinsine bagli olan dkseotu,
cesitli tibbi etkilere sahip olan yar1 asalak bir bitkidir. Bu bitki, kdknar, ¢am, ladin, armut,
vigne, kiraz, kabak agaclar1 gibi agaglarin {izerinde dort mevsim boyunca yesil kalabilen yar1
asalak bir bitkidir Viscum alblm L. bitkisinde yapilan bilimsel ¢aligmalar, lektin (Wagner, vd.
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1986), viskotoksin, fenilpropan, lignan, flavonoid (Fukunaga vd. 1983), alkaloit ve poliholozit
gibi ¢esitli etken maddelerin bulundugunu ortaya koymustur (Khivaja, vd. 1986).

Viscum albim L bitkisinin meyve, yaprak ve dallari, epilepsi, tansiyon dizenleme,
kanmn temizlenmesi, kalp giciiniin artirilmasi, idrar artirma, kusma, giic verme ve sindirim
tizerinde yararh etkiler gosterebilir. Ayrica idrar sOktUrict ve spazm giderici Ozelliklere
sahiptir. Okseotu, salgi bezlerine olan faydasi nedeniyle metabolizmay1r olumlu ydnde

etkileyen bir bitkidir (Ozer, vd. 1996; Baytop, 1999).

Okseotu meyvelerinin ezilmesi ile edinilen merhem, Giineydogu bélgemisdeki kimi
illerde romatizma agr1 giderici ve ¢iban tedavisinde kullanilmaktadir. (Baytop, 1999).
Alternatif tip tedavisinde Okseotu c¢ayi, Ozsuyu ve merhem olarak kullanilan bitkinin
yapraklar1 ve saplar1 toksik degilken, meyveleri oral olarak kullanilirsa toksik olabilir.
Okseotu c¢ayr kronik kramplara ve histeri krizlerine iyi geldigi ifade edilirken, pankreas
Uzerindeki etkisi ile diabete neden olan dengesizlikleri diizeltebilir. Atar damar sertligini
etkileyebilir ve akcigerdeki olasi kanamalri ve enfeksiyona bagli bagirsakta olabilecek
kanamalar1 durdurabilir. (Treben, 1997).

Alerjik nedenlere bagl olarak uyarilan l6kositlerin histamin aminoasit salgilanmasi
Viscum albim L. bitkisi ile inhibe edilir (Luther, vd. 1978). Lenfositler arasinda farkli salimimi
uyardig1 (Coeugniet, & Elek, 1987), notrofiller Uzerinde sliperoksit anyonunun aktivasyonunu
sagladig1 (Timoshenko, & Gabius, 1993), lenfositler yoluyla imminoglobllin-G (IgG)
iretimini lektinlere karsi uyardigi (Stettin, vd. 1990), T yardimci lenfosit hiicrelerini ve

monositleri uyaran etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Stettin, vd. 1990; Stein, & Berg, 1996),

Viscum albim L. bitkisinin sulu ekstraktlarmin yapilan in vitro ¢alismalarda, birgok
timorli hicre Gzerine toksitite etkisinin oldugu bildirilmistir (Bayazit, 2004). Yapilan icerik
analizi sonucu okse otundan izole edilen lektin maddesinin, zehirli olan rizin maddesi ile
kimyasal yapilar1 bakimindan benzerlik oldugu gorilmiistiir (Dietrich, vd. 1992). Ayrica,
hiicresel protein sentezini ribozomu inaktive ederek inhibe ettigi gozlemlenmistir (Stirpe, vd.
1980). Fareler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, timorin biiyiikliigiinii azalttig tespit edilmistir
(Zarkovic, vd. 1997). Diabetik bireylerde pankreas hicrelerini uyararak insulin hormon
salimmii artirdig1 tespit edilmistir (Swanson, vd. 1989; Gray, & Flatt, 1999). Yiksek
tansiyonlu birylerde, tansiyonu disiiriigii, tansiyona bagli ortaya c¢ikan bas agrisi ve bas
donmesi durumlarini ortadan kaldiran rehabilite edici etkisi saptanmistir (O'Hare, & Howt,
1928; Bowman, 1990).
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Viscum album L. ekstrelerinin insanlar tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in sinirli
sayida ve kiiciik ¢aplt klinik ¢alismalar yapilmistir. Bazi1 kanser hastalari tizerinde yapilan
calismada, Okseotu ekstraktlar1 ile hazirlanmis ilaglarm uygulandigi hastalarin, ilag
uygulamasi yapilmayan hastalara g0re daha uzun sire hayata tutunduklar1 saptanmistir
(Grossarth, vd. 2001).
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IKINCi BOLUM
Kaynak Ozetleri

Dogada bulunan bir¢ok bitki, hastaliklarin tedavisinde dogrudan veya dolayli olarak
kullanilmistir ve kullanilmaya devam edilmektedir. Sifa amacl kullanilan bu bitkilerden bir
tanesi de Okse otu (Viscum album)’dur. Okse otu, Santalales takimi, Loranthaceae
familyasina ve Viscum cinsine bagli olup kdknar, ¢am, ladin, armut, visne, kiraz, kabak
agaclar1 gibi agaclar iizerinde yetisen dort mevsim boyunca yesil olan yar1 asalak bir bitkidir
(Shinde, vd. 2012). Giiniimiize kadar yapilmis olan bilimsel ¢aligmalar Viscum album
bitkisinde, lektin (Wagner,, vd. 1986), viskotoksin, fenilpropan, lignan, flavonoid (Fukunaga,
vd. 1983), alkaloit ve poliholozit ( Khivaja, vd. 1986) gibi ¢esitli etken maddelerinin varhigi
tespit edilmistir. Viscum album L., bir¢ok tip otoritesi tarafindan degerli bir bitki olarak kabul
edilmistir. Bugiinlerde Viscum album'den edinilen o6ziitler, ¢esitli kanser vakalarmin
tedavisinde ve bazi kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bitki
Oziitleri, saglik alaninda ¢esitli amaglar icin kullanilan dogal bir tedavi segenegi olarak 6nem
kazanmustir (Luther vd. 1987; Rote, 1994). Yapilan icerik analiz ¢alismalarinda Viscum albim
L.bitkisin yetistigi konak¢iya gore alkaloit igeriginde farkliliklar gozlenmistir ( Khwaja, vd.
1986). Viscum album'un igerdigi lektin ve viskotoksin grubu etken maddelerinin yani sira
kansere kars1 etkili oldugu bilinen poliholozitlerin varligida bilinmektedir. Bitkinin
yaprakkisimlari, govde kisimlar1 ve meyve kisimlari ile hazirlanan ekstraktlarda yapilan icerik
analizlerinde belirli oranlarda poliholozit etken maddesi tespit edilmistir (Luther, vd. 1987;
Gonda, vd. 1990). Diabet, metabolik bir hastaliktir ve insiilin hormonu sekresyonundaki veya
inslilin  etkinligindeki bozukluklar sonucunda hipeglisemi (yiiksek kan sekeri) ile
karakterizedir. Bu hastalikta, viicutta yeterli miktarda insilin Uretilemez veya (Uretilen
insiilinin etkisi yetersizdir. Sonug¢ olarak, kan sekerinin normal seviyelerde kontrol
edilememesi ve ylikselmesi, uzun vadede ciddi saglik sorunlarmna yol agabilir. Diabetin neden
oldugu hipeglisemi, ¢esitli dokularda islev bozukluklarina ve organ hasarina neden olabilir
(Anonymous, 2004). Birinci tip diabet, insulin hormonunu sentezleyen pankreas beta
hicrelerinin otoimmdiin tahribat1 sonucunda ortaya g¢ikar. Genglik diabeti seklinde bilinen
birinci tip diabetli bireylerde, meydana gelen beta hicrelerindeki tahribat sonucunda insulin
hormonu az miktarda salgilanir veya salgilanamaz. Bu durumda, vicutta yeterli miktarda
insiilin bulunmadigindan, hipeglisemi (yiiksek kan sekeri) meydana gelir. Tip-1 diabet,
genellikle ¢ocukluk veya genglik doneminde baslar ve yasam boyu siirekli insiilin tedavisi

gerektirir. Pankreasin beta hiicrelerindeki hasar, bagisiklik sisteminin yanhishikla kendi
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hiicrelerine saldirmasi sonucu olusur. Bu durum, insiilinin viicuda yeterli sekilde tasinmasini
ve kullanilmasin1 engeller, bu da kan sekeri diizeylerinin kontrol edilememesine ve
hipeglisemiye yol acar (Anonymous, 1999; Hoogwerf, vd. 2006). Diabetin her turt, kronik
hipeglisemi (yiikksek kan sekeri) ile karakterizedir. Hipeglisemi durumunda, glukozun
hiicrelere insiilin bagimsiz bir sekilde girebildigi ve retina, lens, periferik sinir sistemi, bobrek

glomerilii ve damar ici tabakalardaki dokularinda metabolik bozukluklar ortaya g¢ikar.

Hipeglisemi, uzun siire devam ettiginde ve uygun sekilde kontrol edilmediginde,
viicuttaki ¢esitli dokularda hasara yol acabilir. Diabetik mikrovaskiiler komplikasyonlar,
gOzlerde (diabetik retinopati), lenslerde (katarakt), periferik sinirlerde (ndropati) ve bobrek
glomerillerinde (nefropati) meydana gelebilir. Bunun yani sira, diabetik makrovaskiiler
komplikasyonlar, kalp-damar sistemini (kardiyovaskiiler hastaliklar), periferik arterlerde
daralmalara veya tikanmalara yol agabilir (periferik arteriyel hastaliklar) ve beyin

damarlarinda sorunlara neden olabilir (serebrovaskiiler hastaliklar).

Bu nedenle, diabetin uzun vadeli kontrolii ve kan sekeri diizeylerinin yOnetimi
onemlidir. Hipeglisemiye bagli olarak gelisebilecek mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar, diabet yonetimi ve diizenli saglik takibi ile azaltilabilir. Hipeglisemiye bagl
olarak ortaya ¢ikan diabete bagl sorunlar biyokimyasal iliskisi icerisinde olan dort ayri
mekanizma ile ag¢iklanabilir. Sorbitol yolu, protein kinaz C aktiflesmesi, ileri glikasyon son
iirlinlerin olusumu ve heksozamin yolu diabete baglh sorunlarin ortaya ¢ikmasida sorumlu
olan yolaklardir. Hipeglisemi ile iliskili bu metabolik yollar, biiyilkk damarlarin i¢ tarafini
cevreleyen damar ici tabaka hticrelerinin islevini bozarak kardiyovaskiler, periferal, arteriyal
ve serebrovaskiler hastaliklar gibi makroanjiyopatik hastaliklarin olusumuna sebep olur.
Diabet kaynakli sorunlarin ortaya ¢ikmasinda, AR ve SDH enzim ikilisinden olusan poliyol
yolaginm 6nemli bir rolii vardir. Insiiline bagli olmayan dokulardaki glukoz derisiminin
artmasiyla aktiflesen poliyol yolagmin ilk enzimi olan AR, NADPH’dan elde ettigi
elektronlar1 glukoza vererek, glukozdaki aldehit grubunun primer alkol grubuna indirgenmesi
sonucu sorbitol olusur. Ik basamagin iiriinii olan sorbitoldeki sekonder alkol grubu, bu
yolagin Oteki enzimi SDH, kofaktér NAD*’nin rediiksiyonu ile keton grbuna yiikseltgenmesi
sonucu friiktoz olusur. AR, tipik zehirli aldehit bilesiklerini, aktif olmayan alkollere redukte
eder Diabet kaynakli sorunlarin ortaya ¢iktigi dokularda AR enzim aktivitesinin fazla olmasi,
bu sorunlarm ortaya ¢ikmasinda sorbitol yolagmmin sorumlu oldugunun bir gostergesidir. Bitki
fizyolojisinde ve biyokimyasinda biiyiik 6nemi olan bu bitkiler antioksidan, toksik bilesiklerin
ve enzim inhibitérlerinin Onclleri gibi davranmaktadir. Flavonoidler memeli enzim

mekanizmasindaki birgok enzimi in aktif hale getirmeleriyle birlikte dnemli metabolik
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yolaklar1 etkiledigi bilinmektedir ve bitkilerden saflastirilan 6zellikle flavonoidler ve
polifenollerin belirli bir kism1 AR enziminin inhibisyonuna énemli rol oynadigi bulunmustur.
Farkli bir calismada ise AR enziminin flavonoidler ile inhibe edilmesini hedefleyen
calismalarda sican dokularinda sorbitol birikmesini takip edilmesinin yolunu agmistir ve
beraberinde AR enziminin inhibisyonu kontrol edilmesinin yolu ag¢ilmistir. Bu olay ise
flavonoidlerin diabetik komplikasyonlarin onlenmesinde aracilik yapabilecegini belirlemistir
(Klip vd. 1994; Tanimoto, vd. 1998; Kao, vd.1999; Brownlee, 2001; Lim, vd. 2001; Lopez-
Lazaro, 2002; Brownlee, 2005; Fernandez, vd. 2005; King, vd. 2005; Iwata, vd. 2007
Gleissner, 2007; Patel, & Mishra 2012).

Sigir lens AR enzimi iizerine yapilanan bir baska arastirmada ise Amaryllidaceae,
Anacardiaceae, Papilionaeaceae ve Polygonaceae ailesi bitki ekstraktlarmin % inhibisyonu
sirasiyla 1, 92, 8 ve 14 seklinde belirlenmistir. Bununla birlikte Melastomataceae,
Zingiberaceae ve Myrtaceae ailesi inhibiyon degerleri sirasiyla 0-50, 14-75 ve 40-88 araligin
da belirlenmistir. Ayrica Umbelliferae ve Sapotacea ailesinin bitki 0zutleri, AR enzimine

etkisinin bulunmadigini belirlenmistir (Guzman, & Guerrero 2005).

Yukardaki arastirmanm devaminda ise farkli ¢ozgenler kullanilarak Ericaceae ailesine
mensup Vaccinium myrtillus ve Lamiaceae ailesine mensup olan Nepeta cataria bitki
oziitlerinin ekstraksiyonun da farkli % degerler elde edildigini belirlemistir. N. Cataria’nin
ekstraksyonunda su, etanol ve diklorometan ¢6zgenleri ile edinilen veriler sirasiyla %9, %21
ve %18 olarak AR enziminin inhibisyon degerleri bulunmustur. En yiiksek degerlere sahip
V.myetillus ekstraksiyonunda ise etanol ve distile su sirasiyla bulunan degerleri %67 ve %32
AR enzim inhibisyonun oldugu belirlenmistir. Bu bulgular ile ¢6zgenin icerigi ile iliskileri
olarak, flavonoidlerin ve polifenol farkli miktarlara ¢6ziinmelerini saglayarak bitki Oziitiiniin

etkisini degistirdigini gézlemlenmistir (Guzman, & Guerrero 2005; Ghasemzadeh, vd. 2011).

Ulkemize yapilan bir galismaya gore, Lamiaece ailesine mensup olan Lavandula
stoechas, Ocimum basilicum ve Melissa officinalis, Fabaceae ailesine mensup olan
Glycyrrhiza globra ve Tiliaceae ailesine mensup olan Tilia tomentosa bitki ekstraktlarmin
sigir lens AR enzimine olan inhibisyon etkisinin arastirildigi ¢caligmada IC50 degerleriyle
strastyla 39.28, 45.89, 54.15, 25.53 ve 31,76 pg/mL olarak belirlenmistir (Onay, 2008).

Diger bir ¢calismada Acanthaceae ailesine mensup Adhatoda vasica, Caesalpiniaceae
ailesine mensup olan Caesalppinia bonduc ve Cassia fistula ve Oxalidaceae ailesine mensup
olan Biophytum sensitivimun bitki ekstraktlarinin sican lens AR enzimi Uzerine inhibisyon

etkisini belirlemeye yoneliktir. Yukarida isimleri belirtilen bitkilerin arasinda en yiiksek
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inhibisyon etkisine sahip C.fistula’nin 1C50 degeri 154 pg/mL olarak bulunmustur (Gacche,
& Dhole, 2011).

Burceraceae, Myrtaceae, Lythraceae ve Lamiaceae ailesi bitki 6zltlerinin AR enzimi
iizerinde etkilerinin incelendigi farkl bir ¢calisma da ise sigan lens AR enzimi IC50 degeri 5-

60 ug/mL araliginda belirlenmistir (Rao, vd. 2012).

Cogunun asidik grup tasidigi bilinen AR enzim inhibitdrlerinin asidik gruplarinin
kofaktorlerin de nikotinamid kismi ve AR enziminin 110. Histidin (His.), 48. Tirozin (Tyr.)
ve 111. Triptofan (Trp.) aminoasit kalintilar1 ile hidrojen bagi kurarak AR enzimini inhibe
ettigi bilinmektedir. AR enzimi inhibitorlerinin yapilarinda, enzimin lipofilik aktif bolgesi ile
bag yapabilen bir veya daha fazla aromatik gruplar oldugu bilinmektedir. Yapilan farkh
caligmalar ile karboksilik asit yapist bulunan fenil, pirol ve benzimidazol tlrevli
tiyanosinolinon karboksilik asit ve asetik asit bilesik tlirevleri AR enzim inhibit6rleri olarak
tasarlanmis ve sentezlenmistir. Yapilan bir bagka calismada ise aralarinda arlestatik, tolrestat,
epalrestat ve zopolrestat bulunan karbosilik asit tirevlerinin AR enzimi Gzerindeki etkilerinin
yapay inhibitorler {lizerinde c¢ok fazla calisildig1 goriilmektedir. Fakat giinlimiize kadar bu
yapay inhibitorlerin sadece epalrestatin ilag olarak kullanilmasi Japonya’da kabul edilmistir

(Alexiou, vd. 2009).
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Materyal

Yararlanilan kimyasallar.

Tablo 1. Calismalar Esnasinda Yararlanilan Kimyeviler ve Tedarik Edildigi Firmalar.

UCUNCU BOLUM

Materyal ve Metot

Yararlanilan Kimyasallar Firmalar

2', 5' ADP-sepharose 4B E.Merc AG
Akrilamid E.Merc AG
Amonyum persiilfat E.Merc AG
Amonyum Silfat Sigma
Asetik Asit Sigma
Brom timol mavisi E.Merc AG
CM-Seliiloz Sigma
Coomessie Brillant Blue G-250 E.Merc AG
Coomessie Brillant Blue R-250 E.Merc AG
DEAE Sephadex Sigma
Diyaliz Torbalar1 E.Merc AG
DL-Gliseraldehit E.Merc AG
Etanol E.Merc AG
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Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Fluka
Gliserin Sigma
Gliserol E.Merc AG
Glisin Sigma
Glutaraldehit E.Merc AG
Hidroklorik Asit Sigma
[zopropanol Sigma
Metanol Sigma
Molekiil kiitlesi Standartlar1 Jel filtrasyon E.Merc AG
N,,N’- metilen bisakrilamid E.Merc AG
N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin(TEMED) E.Merc AG

Potasyum fosfat

Riedel de Haen

Potasyum fosfat Sigma
Protein Marker BioRad 0375
Sephadex G-100 Sigma
Sephadex G-100 Sigma
Sodyum Dodesil Stlfat (SDS) Sigma

Sodyum Fosfat

Riedel de Haen

27




Sodyum Klorir Sigma
Sorbitol Sigma
Trihidroksimetilaminometan (Tris) Sigma

Triklor asetik asit (TCA)

Riedel de Haen

B-Merkapto etanol Sigma
B-Merkapto etanol Fruka
B-NAD* Sigma

B-Nicotinamide adenine dinucleotide2’-phosphate  E.Merc AG

reduced tetrasodiumsalt hydrate (NADPH)

B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate E.Merc AG

sodium salt (NADP™)

Yararlanilan aygitlar.

Tablo 2. Deneyler Sirasinda Faydalanilan Aygitlar.

Yararlanilan Aygintlar Marka

Sogutmali satrifiij Hermle Z 323 K (Germany)
Karistirict (Vorteks) GFL 3025

pH metre Sehott pH-Meter CG840
Hassas terazi Gec avery

Otomatik pipet Eppendorf

Spektrofotometre

Beckman Coultur

Magnetik karigtiric

Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

Saf su cihazi

Nuve

Su banyosu

Barnstead Easy Pure UV/UF

(-20°C’ye kadar)

Sanyo Ultra Low

(-85°C’ye kadar)

Sanyo Madical Freezer
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Bitki 6rneklerinin toplanmasi.

Viscum Album L. bitki numuneleri Erzurum iline bagli Olur ilgesinde Ormanagzi
bolgesindeki saricam ormanlarindan toplandi. Bitkinin tiirii, Atatirk Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Meryem Sengiil Késeoglu tarafindan
teshis edildi. Harmanlanan numuneler, meyve, yaprak ve govde olarak ii¢ kisma ayrildi. Saf
su ile fiziksel kirler uzaklastirdi. 25°C’de kurumaya birakildi. Kuru 6rnekler deneylere kadar
4°C’de muhafaza edildi.

Ekstraktlarin hazirlanmasa.

Ogiitiicii yardimiyla meyve, yaprak ve govde bitki drnekleri fiziksel olarak pargalandh.
Orneklerden 10 gr tartilarak ve agzi kapah dokuz ayr1 erlene konuldu. Uzerlerine 200 mL
metanol, etanol ve su ilave edilerek manyetik karistiricida karistirildi. Stzuldikten sonra
edinilen ekstraktlardan ¢oziiciiler evaporator yardimiyla uygun sicakliklarda uzaklastirildi.
Daha sonra her bir ekstrakt icin konsantrasyon 1000 ppm olacak sekilde stok sollisyon
hazirlanacak (Ergiin, 2021).

Yararlanilan soliisyonlarin hazirlanmasi.
AR enziminin aktivite tayininde kullanilacak solUsyonlar.

1. 200 MM Na-PO4 tompon soliisyonu (pH:5.5): 40 ml saf su icerisine 4.8 gr NaH2PO4
tartilarak ¢oziildii pH:5,5’e sabitlendi ve son olarak soliisyonun hacmi 50 ml olacak sekilde

destile su ile tamamlandi.
2. 0,11 mM NADPH solisyonu: 5ml saf su ile 0.0045 g NDPH tartilip ¢oziildii.

3. 4.7 mM DL- gliseraldehit solisyonu: 10 ml saf su ile 0.021 g DL-gliseraldehit
tartilarak ¢ozildii.

AR enzimi icin homojenatin hazirlanmasinda yararlanilan solusyonlar.

10 mM Na-PO4 tompon solisyonu (pH:7.4): 900 ml saf su icinde 1,2 g NaH2PO4
tartilarak ¢6ziildii. Toplam hacmi 1000 ml tamamland1 ve pH 7,4 e sabitlendi.

AR enziminin diyalizinde yararlanilan solisyonlar.

5 mM B-Merkaptoetanol iceren 10mM Na-PO. tompon sollisyonu (pH=7.4): 900ml
saf su icinde 12 g NaH:POg tartarak ¢6zuldu ve icine 72 ul B-Merkaptoetanol eklenerek
pH:7,4 olacak sekilde ayarlandi. Son olarak solisyon destile su kullanilarak hacim 1000

ml’ye tamamlandi.
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Proteinlerin kantitatif tayininde yararlanilan solusyonlar.

1. 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziilerek bu
solusyonun icersine %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Solisyon hacmi destile su ile

1000 mI’ye tamamlandi.

2. Standart serum alblmin solisyonu (1mg/ml; protein Olgimi igin yararlanilan
solusyon): 1 ml saf su igerisinde 1mg standart serum albiimin ¢6zdiiriilerek hazirlanmistir.
Metot

AR enziminin aktivite tayini.

Yararlanilan solusyonlar:

1. 0.11 mM NADPH soliisyon

2. 4.7 mM DL-gliseraldehit soliisyonu
3. 0.8 M Na-PO4 tompon sollisyonu

AR enziminin aktivite tayini Cerelli proseduri ile gergeklestirildi. Tepkime ortamu,
0,25 ml Na-PO4 tompon soliisyonu, 0,1 ml NADPH ve 0,45 ml destile H20O (stline 0,1 ml
saflastirilmis enzim ilave edilerek hacim 1 ml’ye tamamlandi. Tepkime, kiivete 0,1 ml DL-
gliseraldehit substrati ilave edilerek baslatildi. 340 nm dalga boyunda spektrofotometre
kullanilarak ve 25°C’de NADPH derisimindeki azalis 3 dak boyunca gozlendi. Absorbans

degerleri, lineer olan araliklar tespit edilerek egim hesaplamalar1 yapild.

Egim aktivitesi asagida verilen formiil kullanilarak enzim aktivitesi U/L cinsinden

hesaplanacak.

U/L=AAXV(L)x1000 (umol/dk™*/L™?)

At=v(L) £ xd

AA = Test tliptindeki absorbans fark1

At = Zaman (Dakika)

AA/At = Egim

£ = Ekstraksiyon Katsayisi (3.4x102 mmol*xmm™)
d =Isik Yolu (10 mm)

V(L) = Total Hacim

v(L) = Enzim Hacmi
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Protein 6lgimda.
Kalitatif protein 6lguimu.

280 nm dalga boyunda proteinlerin yapisinda bulunun triptofan, fenilallanin ile trozin
aminoasitlerin maksimum absorbans gdsterme temeline uzanir. (Segel, 1968). Kromotografi
islemlerin ardindan esit miktarda tartilan tiim franksiyonlarda kalitatif protein dlclimi yapild.
Franksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak ve absorbanslar1 spektrofotometrede kore karsi

okundu.

Kantitatif protein 6l¢ctimu.

Homojenat, (NH4).SO4 ¢oktlrmesi neticesinde edilen enzim soliisyonu ve saflastirilan
enzim igin kantitatif protein miktar1 Bradford proseduriu takip edilerek tespit edildi.
Prosedirde (-) yuke sahip olan Coomassie brillant blue G-250 boyasi, protein (zerinde
bulunan (+) yiike baglanir. Iki farkli formda boya mevcuttur. Kirmizi (Amax:465 nm) ve mavi
(Amax:595 nm). Proteinin baglanmasi ile birlikte kirmizi form mavi forma doéniisiir saglar.
Tekrarlanabilen reaksiyon 2 dak gibi kisa bir siirede gergeklesir. Protein tayin islemleri 1
ml’sinde 1 mg protein iceren standart sigir albumin soliisyonundan ayr1 tiplere 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul konularak tiiplerin hacmi 0,1 ml olacak sekilde destile H20 ilave
edildi. Her bir tipe 5’er ml Coomessie brillant blue G-250 solisyon eklenerek vortekste
karistirildi. 10 dak sonra 595 nm dalga boyunda 3 ml’lik cam kiivetler kullanilarak kére karsi
absorbanslar: tespit edildi. Kér olarak, 0,1 ml enzim, tompon soliisyon ve 5 ml Coomessie
brillant blue G-250 solusyon bulundugu karisim kullanilarak edinilen sonuclar ile absorbans
rakamlari ile kesisen pg protein degerleri kullanilarak standart grafik ¢izildi. Tum saflastirma
asamalarinda ortamdaki protein miktarmi belirlemek i¢in enzim numunelerinde seyreltme
islemi uygulandi1. Seyreltik soliisyonlardan ti¢ farkh tiipe 50, 100 ve 200 pl olacak sekilde
konularak Ustline 5’er ml boyar madde ilave edildi ve tlipler karistirici ile karistirilip sonra bir
sire beklenerek 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri belirlendi. Ug ayr1 tekerriirde
edinilen tayin sonug¢larmin aritmetik ortalamasi alinarak standart grafik ile protein miktarlari
belirlendi (Bradford, 1976).

Koyun bobrek AR enziminin saflastirilmasi.
Homojenatin hazirlanmast.

-80°C’de muhafaza edilen doku ornekleri, kendi kitlelerinin (gr) 3 katt 5 mM B-
Merkaptoetanol ihtiva eden 10 mM Na-PO4 tompon soliisyonu (pH:7,4) ile homojenizator

yardimiyla homojenize edildi. Sonrasinda homojenat, 4°C’de 10000xg’de 40 dak santrif(ij
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islemi uygulandi. Saflagtirma sirecinde kullanilmak tiizere supernattan 4°C’de muhafaza
edildi.

(NHa4)2S04 goktiirmesi.

Homojenat sirasiyla %0-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 ve %70-80
araliklarinda kat1 (NH4)2SO4 ile ¢oktirildi. Sonrasinda homojenat 4°C, 10000xg’de 40 dak
santrifiij islemi uygulandi. Ornekler, tompon soliisyonu iginde ¢oziinerek aktivite 6lgiildi ve
¢coktiirme arahigi saptandi. Daima c¢Okelek ve slpernatantda enzim aktivitesi 6lglda.
Manyetik karigtirict  kullanilarak (NH4)2SO4’m homojenat igerisinde ¢ozinmesi buz

banyosunda ile yapildi. Kat1 (NH4)2SO4 miktar1 su formiil ile hesap edildi.

1,77xVx(S, — S, )
M(NH,),504 = 354 — Sz

m: gerekli olan (NH4)2SO4 miktar1 (g)

V: Hacim (ml) (enzim solisyonu)

S1: 1in kesri olarak sollisyondaki (NHa4)2SO4 saturasyonu
S2: 1’in kesri olarak istenen (NH4)2SO4 saturasyonu

AR enziminin timiiniin ¢6kme araligi tamaminin islemler sonucunda belirlendi.
Sonrasinda tespit edilen aralikta (NH4)2SOs kesitlemesi islemi yapildi. Sonrasinda 6rnek
10000xg’de 20 dak santrifiij edildi ve siUpernatant atildi. Coken kisim fosfat tompon
solusyonu icerisinde (5 mM KH2PO4, pH=7,9) ¢6zindu.

Diyaliz.

(NH4)2S04 ¢oktiirmesi sonrasinda 6rnek, diyaliz torbasma konularak bir giin boyunca
5 mM B-Merkaptoetanol iceren, 10 mM Na-POs; pH=7,4’¢ kars1 3 kez diyaliz islemi yapild1.
Bu uygulamalar 4°C’de yapildi.
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DORDUNCU BOLUM
Arastirma ve Bulgulan

Arastirma
Kantitatif protein 6lcimu icin yararlanilan standart grafik.

Calismamizda ki AR solusyonunda kantitatif protein 6lgimi Bradford
yontemi kullanilarak saptandi. Standart grafik yukaridaki gibi uygulandi. Anfinite
kromatografisi ve homojenat islemleri neticesindeki enzim solisyonlarimizda Ki
kantitatif protein 6lcimi standart grafikten yararlanilark sonuglar tespit edildi. Bu
standart sollisyonlarin pg proteine karsilik olarak obsorbans degerleri sekil 11° de
gosterildi.

1.2
1 - L

0.8 - e

0.6 - e

04 - o

D,E B _}__;.43"

Absorbans

U . I I I I I
0 20 40 60 &0 100

ng protein

Sekil 11. Proteinlerin kantitatif tayini igin yararlanilan ve BSA ile hazirlanan standart grafik.

Koyun biobreginden aldoz rediiktaz enziminin kismi saflastirilmasi.
(NH4)2S04 Cokturilmesi.

Yukaridaki gibi (NH4)2SOs4 ¢Oktlrme islemi uygulandi yapildi. Coktiirme
uygulamasinda siipernatantda ile ¢okelekte enzim aktivitesi Olgllerek ¢oktiirme araligi %0-
%70 seklinde saptandi. (NH4)2SO4 ‘in homojenat igerisinde ¢6ziinme uygulamasi sirasinda

buz banyosu kullanilip manyetik karistirict ile karistirildi.
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Sekil 12. (NH4)2SO4 ¢oktiirme araligmin belirlendigi grafik.

Diyaliz.

Diyaliz uygulamas1 yukarida anlatildigi sekliyle yapildi.

soliisyonu yararlanilan metoda gore daima yenilendi.

Bulgular

Aldoz rediiktaz enziminin saflastirilmasi.

Tablo 3. Koyun Bobrek Aldoz Rediiktaz Enziminin Kismi Saflastirma Sonuglart.

Diyaliz tompon

Spesifik
Aktivite Protein  Toplam Toplam Toplam Aktivite Saflastirma
Saflastirma - Hacim  Aktivite Protein (EU/m
B . (EU/MmI)  (mg/ml) : 9 Katsayist  %Verim
Homojenat 1,315 2,95 48 63,120 1416 0,446 1 100
(NH4)2SO4 ve 1,390 2,86 22 30,58 62,92 0,486 1,09 44,43
Diyaliz
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Fenolik bilesik analizleri.

Bu caligmadaki fenolik bilesik icerik testleri DAYTAM laboratuvarinda yapilmustir.
Sonuglar asagidaki gibidir.

Tablo 4. Viscum Album L.(Okse Otu) Bitkisinin Meyve Kismimin Etil Alkol, Metil Alkol ve Su

Ekstraktlarimin Fenolik Bilesik Analiz Sonuclart

BITKi COZGEN BILESIK MIKTAR BIRIM
17,7639
Etanol
16,1487
Metanol o )
Kinik Asit
Su 8,6615
0,2603
Etanol
0,0000
Metanol ) )
Kafeik Asit
Su 0,0000
Etanol 22,197
Metanol KlorojenikAsit 27,7181
i Su 0,3161
% fB) Etanol 0,911
o >
< a>f Metanol Siyanidin-3-o0-glukozit 0,634
e
= = Su 0,4689
)
= Etanol 0,5092
Ferulik Asit Hg/mL
Metanol 0,2748
Su 0,2781
Etanol ) ) 0,1639
Fumarik Asit
Metanol 3,8901
Su 37,1243
Etanol 0,0415
Isorhamnet
Metanol 0,0484
Su 0,0000
Etanol Keracyanin Klorur 0,0000
Metanol 0,004
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Su 0,0029

Etanol o 0,0000
Metanol Mirisetin 0,0000
Su 0,0000
Etanol ) ) 1,0057
Metanol Naringenin 0,8418
Su 0,6749
Etanol 0,0265
Metanol 0,0154
Su p-Kumarik Asit 0,0000
Etanol 0,1354
Metanol 0,122
Su Kuersetin 0,0964 pg/mL
— Etanol 0,0346
E o Metanol Rosmarinik Asit 0,0054
<@ =L 0,0004
E =
9 Etanol 0,4055
> Metanol Sinapik Asit 0,237
Su 0,0061
Etanol Tasifolin 0,0000
Metanol 0,0000
Su 0,0000
Etanol Vanillik Asit 0,0041
Metanol 0,0408
Su 0,2334

Tablo 5. Viscum Album L.(Okse Otu) Bitkisinin Yaprak Kismmin Etil Alkol, Metil Alkol ve Su
Ekstraktlarimin Fenolik Bilesik Analiz Sonuglart

BITKI COZGEN BILESIK MIKTAR BiRIM
EE = Etanol 51,842

> —_ . -
§ =~ E Metanol Kinik Asit 64,978 Hg/mL
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Su 33,7183
Etanol 0,0000
Metanol Kafeik Asit 0,0000
Su 0,0000
Etanol 29,0683
Klorojenik Asit
Metanol 49,0526
Su 0,1779
Etanol 1,1991
Metanol Siyanidin-3-o0-glukozit 0,4593
Su 0,1564
Etanol 0,0164
Metanol Feplikc Asit 0,0000
Su 0,0006
Etanol 0,3649
Metanol ppriarik Ak 1,8435
Su 16,8263
Etanol 0,3041
Metanol FSorhaglyet 0,4877
i Su 0,0000
E % Etanol ' ) 0,0000 pg/mL
% E Metanol Keracyanin Klorr 0.0004
2 Su 0,0004
>
Etanol o 0,0981
Metanol Mirisetin 0,0000
Su 0,0000
Etanol _ _ 5,7967
Metanol Naringenin 2,0907
Su 1,5254
Etanol 0,0275
Metanol p-Kumarik Asit 0,0104
Su 0,0000
Etanol 0,3261
Metanol 0,1032
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Su Kuersetin 0,2579

Etanol 0,0276
Metanol Rosmarinik Asit 0,0053
Su 0,0008
Etanol 0,1689
Metanol Sinapik Asit 0,0827
Su 0,0000
Etanol o 0,3115
Tasifolin
Metanol 0,0000
_ Su 0,0000
= pg/mL
3 Etanol 4 ) 0,0000
= Vanillik Asit
i~ Metanol 0,0373
= —_
2 & Su 0,0000
> >

Tablo 6. Viscum Album L.(Okse Otu) Bitkisinin Govde Kisminin Etil Alkol, Metil Alkol ve Su
Ekstraktlarimin Fenolik Bilesik Analiz Sonuc¢lari

BITKI COZGEN BILESIK MIKTAR BIRIM
Etanol 113,927
Metanol Kinik Asit 110,7368
Su 74,8547
Etanol 28,5629
] Metanol Kafeik Asit 43,7664
—E' Su 0,1335
§ R Etanol 28,5629 Hg/mL
g é Metanol KlorojenikAsit 437664
§ Su 0,1335
> Etanol 0,39
Metanol Siyanidin-3-0-glukozit 0,1281
Su 0,0221
Etanol Ferulik Asit 0,0000
Metanol 0,0000

38




Su 0,0000
Etanol _ _ 0,4295
Metanol Fumarik Asit 1,9199
Su 15,7103
Etanol 0,0000
Metanol Isorhamnet 0,0000
Su 0,0000
Etanol 0,0003
Metanol Keracyanin Kloriir 0,0008
Su 0,0008
Etanol - 0,0000
Mirisetin
Metanol 0,0000
Su 0,0000
Etanol _ _ 1,7808
Naringenin
Metanol 0,1745
Su 1,1272
Etanol 0,0275
Metanol 0,0104
Su p-Kumarik Asit 0,0000
i
&
3 o Etanol 00165  HO/mL
= ©
< :c>3 Metanol 0,0015
§ O Su Kuersetin 0,2272
2
>
Etanol 0,0447
Metanol Rosmarinik Asit 0,0052
Su 0,0001
Etanol 0,0646
Metanol Sinapik Asit 0,0000
Su 0,0000
Etanol Tasifolin 0,0000
Metanol 0,0000
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Su 0,0000

Etanol 0,0000
Vanillik Asit

Metanol 0,0000

Su 0,0057

Koyun bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tGzerine Viscum Album 1.
ekstraktlarimin inhibisyon etkilerinin belirlenmesine yonelik calismalar.

Calismamizda koyun bobrek dokusundan kismi saflastirilan aldoz
redilktaz enzim aktivitesi Uzerine Viscum Album L. bitki ekstraktlarinin inhibisyon etkisi in

vitro sartlarda arastirilmistir.

120 y = 100e059
R2=0.9274

100 @..
80 |

60

% Aktivite

0 | e

20

0 0.5 1 1.5 2 2.5
[Viscun Album L.] uM

Sekil 13. Aldoz Rediktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) meyve kismi

ile hazirlanan etil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

grafigi.
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Sekil 14. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) meyve kismi
ile hazirlanan metil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite
grafigi.
120
100 ®..
y = 100e0444x
R?=0.9128
80 -
L T
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40 R e
20
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[Viscun Album L.] pM

Sekil 15. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Viscun Album L.(Okse Otu) meyve kismi1

ile hazirlanan su ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite grafigi.
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Sekil 16. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L.(Okse Otu) yaprak kismi

ile hazirlanan etil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

grafigi.
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Sekil 17. Aldoz Redlktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) yaprak kismi1

ile hazirlanan metil alkol ekstraktinin farkli inhibit6r konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

grafigi.
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Sekil 18. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) yaprak kismi1

ile hazirlanan su ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen % Aktivite grafigi.
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Sekil 19. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) gévde kismi

ile hazirlanan etil alkol ekstraktinin farkli inhibitdr konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite

grafigi.

43



% Aktivite

120
y = 100e4532x

R? = 0.9922
100 @
80 8
...... .
60 | e
....... .. ‘
R o
....... .

20

0

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03

[Viscun Album L.] pM

20. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) gdvde kismi

Sekil
ile hazirlanan metil alkol ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite
grafigi.
120
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Sekil 21. Aldoz Rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Viscun Album L. (Okse Otu) gévde kismi

ile hazirlanan su ekstraktinin farkli inhibitér konsantrasyonlarinda edinilen %Aktivite grafigi.
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Ar enzimine karsi inhibisyon etkisi gosteren Viscun Album . bitkisinin iceriginde
bulunan bilesikler icin yapilan molekiiler docking ¢calismasi sonug¢lari.

AR enzimine karsi inhibisyon etkisi gosteren Viscun Album L. bitkisinin
iceriginde bulunan bilesiklerin, inhibisyon mekanizmalarini belirlemek amaciyla molekiiler
docking simiilasyonlar1 yapildi. Bu amagla, materyal-metot kisminda belirtildigi gibi
hazirlanan ligand(bilesik)lar, aldoz rediiktaz enziminin yiiksek ¢oziiniirliiklii X-Ray Kristal
yapisia kenetlendi. Bilesiklerinin AR enzimine karst molekiiler docking sonucu edinilen 2

boyutlu (2D) ligand-enzim etkilesim diyagramlar1 ve 3 boyutlu (3D) docking pozlar1 asagida

verilmistir.
TRR
s 213
TRP 8
20 \
LEJ
300
HO
TR, —HO
4 f
\ \
[ .l
47 » \
110 e,
."“*TRD
111
e
115
A
sis
7
. ‘\""'--. TRP vaL
79 130 e
122
S ) Charged (negative) Pl Cistance —+ Pi-cation
o Charged (pasitive) o) Unspecified residae —= Hbond — Sdtbridge
dycine Waber Halogen bond Sclvent exposure
Hydrophobic Hydration sike: — Metd coordination
o Metal ¥ Hydration site {displaced) +—+ F-F stacking

Sekil 22. Caffeic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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TRP
m

HO

3 Charged (negative) Folar < Distance — Pi-cafion
Charged (positive) ) Unsperified residus = H-hond — Saltbridge
Glycne Water # Halogen bond Solvent exposure
l‘ Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
& o Metal X Hydration site (displaced) e— Pi-Pi stacking

l

Sekil 23. Chlorogenic Acid bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen
3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).

Polar - Distance —e Pi-cation

) Lhspecified resicue ~+= Hbond — Saltbridge
Water + Halogen bond Sclvent exposure
Hydration site — Metd coordnaticn

X Hydration ste (dsplaced) e— Pi-Pi stacking
Sekil 24. Cyanidin-3-0-glucoside bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu

edinilen 3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).

46



y
V4

Sekil 25

) Charged (ne gative)

oS
28

HE

%)
T

219

J

3

’—'—/

(w1
305

Folar - Distance —+ F-cation

) Lrspecified residue —+= Hbord — Salt bridge
Wiater —+= Halogen bord Salwent exposure
Hyik ation site —  Metal cocedination
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. Ferulic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).

) Charged (negaie)
) Charged (positive)

Aycine
© Hydrophabic
o Metal

SER
210

TYR
<)

TRP
20

\

Qfs
298
Polar ~ Distance —+ Fi-caion
) Lhspecified residue = Hbond — Saltbridge
Water * Halogen bond Sohent erposure

Hydration site ~ Metd coordination
% Hdration site (dsplaced) -+ Fi-R stacking

Sekil 26. Fumaric Acid bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 27. 1sorhamnetin bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).

23

PHE
115
& Cherged (negative) Polar Distance —e Pi-cation
& Charged (positive) @ Unspecified residue -» Hbond — Sdtbridge
Gydine Water + Halogen bond Solvent exposure
) Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
o Medd X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Sekil 28. Keracyanin Chloride bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu

edinilen 3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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) Charged (negative) ~ Polar ~ Distance —e Pi-cation
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/ . WP 4\ ~ Hydrophobic Hydration site — Metal cocrdination
\ 1/ o Metal X Hydration site (displaced) e Pii stacking

Sekil 29. Myricetin bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).

9

Charged (negative) Polar Oistance —e Pi-caion

Charged (positive) & Unspecified residue - Hbond — Sattridge

Glydne Water * Halogen bond Sadlvent exposure
» Hydrophobic Hydration site — Metal cocrdination

Metal X, Hydration site (displaced) e—e Fi-Pi stacking

Sekil 30. Naringenin bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 31. p-Coumaric Acid bilesiginin AR enzimine kars1t molekiiler docking sonucu edinilen
3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 32. Quercetin bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 33. Quinic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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o Metd X Hydraton sits (dsplaced) e~ Pi-Pisacking

Sekil 34. Rosmarinic Acid bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen

3D docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 35. Sinapic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 36. Taxifolin bilesiginin AR enzimine karsi molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).
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Sekil 37. Vanillic Acid bilesiginin AR enzimine kars1 molekiiler docking sonucu edinilen 3D

docking pozu (sol) ve 2D ligand-enzim etkilesim diyagrami (sag).

Tablo 7. AR enzimi tizerine inhibisyon etkileri incelenen Viscun Album L. bitkisinin yapisinda

bulunan bilesikler i¢in yapilan molekiiler docking ¢alismalariyla edinilen docking skorlari.

Bilesik docking score XP GScore
Rosmarinic Acid -12,76128748 -12,76128748
Quercetin -10,97426343 -11,00626343
Isorhamnetin -10,96748429 -10,99948429
Cyanidin-3-0-glucoside -10,88684612 -12,78804612
Chlorogenic Acid -10,87931967 -10,88191967
Taxifolin -10,87225347 -10,89945347
Keracyanin Chloride -10,00778752 -10,09268752
Myricetin -9,52848884 -9,56578884
Naringenin -9,351226809 -9,369526809
Caffeic Acid -7,768763381 -7,768763381
Sinapic Acid -7,203330657 -7,203330657
Vanillic Acid -6,972049648 -6,972049648
Ferulic Acid -6,887545364 -6,887545364
Quinic Acid -6,853810928 -6,854010928
p-Coumaric Acid -6,749047514 -6,749047514
Fumaric Acid -3,383626381 -3,427626381
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BESINCI BOLUM
Tartisma ve Sonug¢

Kronik Hipeglisemi, diabetes mellitus olarak adlandirilan kompleks bir
rahatsizliktir ve bu durum metabolik hasara yol acar. Ayrica, diabetes mellitus’e baglh olarak
kardiyovaskiiler komplikasyon riski de artmaktadir. Ayni zamanda tedavi edilmemis veya
tedavisi gecikmis diabetli bireylerde, hastalik sikligi ve olimlerin  major sebebi
kardiyovaskuler sorunlardir (O’Keefe, vd. 1999).

Diabete bagli, damar kaynakli sorunlarin olusumunda ve gelismesinde major
tehditlerin basinda hipeglisemi gelir. Hipeglisemi, kimi metabolik yolaklarin aktivitesinde
artisa neden olur. Aktif hale gelen bu metabolik yolaklar neticesinde oksidatif stres gelisir, bu
da damar ici tabaka fonksiyonlarmmda bozukluklara yol agar. Bu durum birgok vaskiler
komplikasyona nedeni olarak kabul edilir (UKPDS Research Group, 1998; Temelkova-
Kurktschiev, vd. 2000).

Diabet  kaynakli  komplikasyonlarm  ortaya  ¢ikmasindaki  Onemli
mekanizmalardan birisi de, kan glukoz konsantrasyonunun artmasiyla aktif hale gelen sorbitol
yoludur. Bu yolda, glukoz, ilk ve hiz kisitlayict enzim olan aldol reductase (AR) tarafindan
sorbitole indirgenirken olusan sorbitol, sorbitol dehidrogenaz (SHD) enzimi tarafindan
fruktoza oksitlenir. AR, retina, noral tabaka, glomerul ve endotel gibi dokularda GLUT-4 ve
insiilin bagimsiz olarak glukoz alimmi gergeklestirir. Bu yoldaki AR enziminin yiiksek Km
degeri nedeniyle normal kosullarda aktif degildir. Ancak hipeglisemi durumunda poliyol yolu
aktif hale gelir ve hiicre icinde glukoz tirevleri olan metilglioksal ve asetol birikimine neden
olur. Sorbitol, hiicre membranlarin1 kolayca gecemedigi i¢in dokularda ozmotik etki

olusturarak tahribata sebebiyet verebilir (Williams, & Pickup, 2004).

Dogaki pek ¢ok bitki, fenolik bilesik bakimindan zengin bir igerige sahip olup
dogal antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikler tagimaktadir. Bu nedenle, bu bitkiler son
yillarda biyoteknolojik bakimdan 6nem kazanmaya ve kronik hastaliklarin tedavisi i¢in
alternatif tedavi kaynagi olarak tercih edilmeye baslanmistir. Giliniimiizdeki dnemli saglik
sorunlarindan birisi olan diabet hastaliinin tedavisinde anti-diabetik 6zellik tasiyan bu
bitkilerin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu 0Ozelliklere sahip bitkiler, son yillarda
arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir. Bu 6zelliklere sahip bitkilerden birisi olan ve
birgok hastaligin tedavisinde kullanilan 6kse otunun (Viscum album L.), diabet hastaliginin

tedavisinde de etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Bu sebep gbz Oniinde bulundurularak,
54



yaptigimiz bu calismada Erzurum ili, Olur ilgesine bagli Ormanagzi bdlgesinden toplanan
cam agaci lizerinde yetisen Okse otu bitkisinin {i¢ farkli ¢6zgen (etanol, metanol ve su) ile
hazirlanmis ekstraktlarmin fenolik madde icerik tayinleri, in vitro ve in silico enzim
inhibisyon aktivite tayinleri yapilmistir. Bu ¢alismadan edinilen sonug¢lardan yola ¢ikarak
yuksek bir biyolojik aktiviteye sahip olan Okse otu (Viscum Album L.) bitkisinin AR
inhibisyonunda onemli bir aktér oldugu ve anti-diabetik ila¢ endistrisinde alternatif bir

potansiyele sahip oldugu sdylenebilir.

Yaptigimiz ¢alismada, 0,486 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip olan AR
enzimi, sirasiyla homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi (0-70%) ve diyaliz
islem basamaklariyla koyun bdbreginden %44,43 verimle ve yaklasik 1,09 kat kismi

saflastirilmistir.

Yiiksek rakimlarda yetisen bazi bitkilerde dogal olarak bulunan flavonoidler bitki
fizyolojisi ve biyokimyas: agisindan oldukca biiyilk bir dneme sahip olmakla birlikte
antioksidan, enzim inhibitori ve toksik bilesiklerin onciisii olarak davranmaktadirlar. Memeli
enzim sistemindeki ¢cogu enzimi inhibe edebilen flavonoidler, nemli metabolik yolaklar1 da
etkilemektedir. Bitkilerden saflastirilan polifenoller ve oOzellikle flavonoidlerin belirli bir
kismmin AR enzimini inhibisyonunda etkili oldugu ge¢mis yillardaki pek ¢ok calismada
ortaya konmustur (Lopez-Lazaro, 2002; Fernandez, vd. 2005; Goodarzi, vd. 2005; Yadav, vd.
2010; Patel, & Mishra, 2012).

Erzurum ili, Olur ilgesi sinirlarinda bulunan Ormanagzi bolgesindeki sarigam
agaclarindan topladigimiz Viscum Album L. bitkisi harmanlanarak meyve, yaprak ve gdvde
olmak iizere ii¢ kisima ayrilarak her bir kisim i¢in etanol, metanol ve su kullanilarak
hazirladigimiz dokuz ayr1 ekstraktin DAYTAM laboratuvarinda yapilan fenolik bilesik igerik
analizlerinde; Viscum Album L. bitkisinin meyve kisimlar1 ile hazirlanan etanol
ekstraktlarinda, Quinic Acid, Fumaric Acid, Cyanidin-3-0-glucoside, Chlorogenic Acid,
Caffeic Acid, Vanillic Acid, p-Coumaric Acid, Sinapic Acid, Ferulic Acid, Rosmarinic Acid,
Quercetin, Naringenin, Isorhamnetin bulundugu, Viscum Album L. bitkisinin meyve kisimlar1
ile hazirlanan metanol ekstraktlarinda, Quinic Acid, Fumaric Acid, Keracyanin
Chloride,Cyanidin-3-0-glucoside, Chlorogenic Acid, Vanillic Acid, p-Coumaric Acid, Sinapic
Acid, Ferulic Acid, Rosmarinic Acid, Quercetin, Naringenin, Isorhamnetin bulundugu ve
Viscum Album L. bitkisinin meyve kisimlari ile hazirlanan su ekstraktlarinda ise, Quinic Acid,
Fumaric Acid, Cyanidin-3-o0-glucoside, Chlorogenic Acid, Vanillic Acid, Sinapic Acid,

Ferulic Acid, Rosmarinic Acid, Quercetin, Naringenin bulundugu belirlenmistir.
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Viscum Album L. bitkisinin yaprak kisimlari ile hazirlanan etanol ekstraktlarinda,
Quinic Acid, Fumaric Acid, Cyanidin-3-o0-glucoside, Chlorogenic Acid, p-Coumaric Acid,
Sinapic Acid, Taxifolin, Ferulic Acid, Rosmarinic Acid, Myricetin, Quercetin, Naringenin,
Isorhamnetin bulundugu, Viscum Album L. bitkisinin yaprak kisimlar1 ile hazirlanan metanol
ekstraktlarinda, Quinic Acid, Fumaric Acid, Keracyanin Chloride, Cyanidin-3-o0-glucoside,
Chlorogenic Acid, Vanillic Acid, p-Coumaric Acid, Sinapic Acid, Rosmarinic Acid,
Quercetin, Naringenin, Isorhamnetin bulundugu ve Viscum Album L. bitkisinin yaprak
kisimlari ile hazirlanan su ekstraktlarinda, Quinic Acid, Fumaric Acid, Keracyanin Chloride,
Cyanidin-3-0-glucoside, Chlorogenic Acid, Ferulic Acid, Rosmarinic Acid, Quercetin,

Naringenin bulundugu belirlenmistir.

Viscum Album L. bitkisinin gévde kisimlar1 ile hazirlanan etanol ekstraktlarinda,
Quinic Acid, Fumaric Acid, Keracyanin Chloride,Cyanidin-3-0-glucoside, Chlorogenic Acid,
p-Coumaric Acid, Sinapic Acid, Rosmarinic Acid, Quercetin, Naringenin bulundugu, Viscum
Album L. bitkisinin gévde kisimlar1 ile hazirlanan metanol ekstraktlarinda, Quinic Acid,
Fumaric Acid, Keracyanin Chloride, Cyanidin-3-o0-glucoside, Chlorogenic Acid, Rosmarinic
Acid, Quercetin, Naringenin bulundugu ve Viscum Album L. bitkisinin gévde kisimlar1 ile
hazirlanan su ekstraktlarinda, Quinic Acid, Fumaric Acid, Keracyanin Chloride, Cyanidin-3-
0-glucoside, Chlorogenic Acid, Vanillic Acid, Rosmarinic Acid, Quercetin, Naringenin

bulundugu tespit edilmistir.

Ayrica yapilan analizlerde elde sonuglara gore, biitiin ekstraktlarda Quinic Acid,
Fumaric Acid, Cyanidin-3-0-glucoside, Chlorogenic Acid, Rosmarinic Acid, Quercetin ve

Naringenin bulundugu tespit edilmistir.

Yine yapilan analizlerde elde sonuglara gore, Caffeic Acid bilesiginin sadece
meyve kismi etanol ekstraktinda, Taxifolin ve Myricetin bilesiklerinin sadece yaprak kismi

etanol ekstraktinda bulundugu tespit edilmistir.

Diabetik komplikasyonlar1 engellemek ya da geciktirmek amaci ile giiniimiize
kadar yapilan caligmalara bir katkida bulunmak ve bu anlamda umut olmak adina
planladigimiz tez ¢calismasinda Viscun Album L. bitkisinin meyve, yaprak ve govde kisimlar1
kullanilarak hazirlanan etil alkol, metil alkol ve su ekstraktlarinin AR enzim aktivitesi lizerine

olan etkilerini in vitro ve in silico olarak incelenmesi amagladik.

Ulkemizde yapilan bir calismaya gére Fabaceae ailesine ait olan G. Glabra,
Tiliaceae ailesine ait olan T. tomentosa ve Lamiaceae ailesine ait olan L. stoechas, O.

basilicum, ve M. officinalis, ve bitki Oziitlerinin sigir lens AR enzimine olan inhibitor
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etkilerinin 1C50 degerleri sirayla 25.53, 31.76, 39.28, 45.89 ve 54.15 pg/mL olarak
bulunmustur (Onay, 2008).

Yaptigimiz ¢alismada, Viscun Album L. (6kse otu) bitkisinin meyve kismui ile
hazirlanan etanol, metanol ve su ekstraktlarmin, AR enzim aktivitesine olan inhibisyon
etkisinin IC50 degerleri sirasiyla 1.174 pg/ml, 0.860 pg/ml ve 1.560 pg/ml olarak
belirlenmistir. Viscun Album L. (6kse otu) bitkisinin yaprak kismi ile hazirlanan etanol,
metanol ve su ekstraktlarmin, AR enzim aktivitesine olan inhibisyon etkisinin 1C50 degerleri
sirasiyla.1.090 pg/ml, 0.190 pg/ml ve 9.260 pg/ml olarak belirlenmistir. Viscum Album L.
(6kse otu) bitkisinin gévde kisminin etanol, metanol ve su ekstraktlarmin, AR enzim
aktivitesine olan inhibisyon etkisinin 1C50 degerleri sirasiyla 0.700 pg/ml, 0.153 pg/ml ve
0.906 pg/ml olarak belirlenmistir.

Bu sonuglardan yola g¢ikarak Viscum Album L. bitkisinin gévde kismimin
methanol ¢ozgeni kullanilarak hazirlanan ekstraktin AR enzimine karsi, 0.156 uM IC50

degeri ile en giiclii inhibisyon etki gosteren ekstarkt oldugu belirlenmistir.

AR enzimi tzerine inhibisyon etki gosteren Viscun Album L. bitkisinin igeriginde
bulunan bilesiklerin muhtemel AR enzimi etkilesimlerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler
docking ¢alismalar1 yapilmistir. Bu bitkinin i¢eriginde en fazla bulunan bilesiklerden biri olan
Quinic asit bilesigi AR enzimine karsi -6,85 kcal/mol ile oldukga yiiksek baglanma skoru
gostermistir. Quinic asit bilesigi AR enziminin aktif merkezinde TYR48 ve TRP111 amino
asit rezidiileriyle hidrojen bagi etkilesiminde bulunmustur (Sekil 33). Viscun Album L.
bitkisinin igeriginde en fazla bulunan bir diger bilesik olan Chlorogenic asit bilesigi AR
enzimine kars1 -10,88 kcal/mol ile oldukga yiiksek baglanma skoru gostermistir. Chlorogenic
asit bilesigi AR enziminin aktif merkezinde HIS110 ve SER302 amino asit rezidileriyle
hidrojen bagi etkilesiminde bulunurken TRP111 amino asit rezidiisiiyle de ikili pi-pi
etkilesiminde bulunmustur (Sekil 23). Viscun Album L. bitkisinin i¢eriginde en fazla bulunan
bir diger bilesik olan Naringenin bilesigi AR enzimine kars1 -9,37 kcal/mol ile oldukga
yiikksek baglanma skoru gostermistir. Naringenin bilesigi AR enziminin aktif merkezinde
HIS110 ve TYR48 amino asit rezidiileriyle hidrojen bag: etkilesiminde bulunurken TRP111
amino asit rezidisiyle de pi-pi etkilesiminde bulunmustur (Sekil 30). Viscun Album L.
bitkisinin igeriginde en fazla bulunan bir diger bilesik olan Fumaric asit bilesigi AR enzimine
karst -3,42 kcal/mol baglanma skoru gostermistir. Bitki igeriginde fazlaca miktarda
bulunmasina ragmen bilesigin yapismin oldukga kii¢iik olmasindan dolayr diisiik baglanma

skoru gosterdigi sonucu ¢ikarilabilir. Fumaric asit bilesigi AR enziminin aktif merkezinde
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HIS110, TRP111 ve TYR48 amino asit rezidiileriyle hidrojen bagi etkilesiminde bulunurken
LYS77 amino asit rezidiisiiyle de tuz kopriisii etkilesiminde bulunmustur (Sekil 26). Viscun
Album L. bitkisinin igeriginde en fazla bulunan bir diger bilesik olan Cyanidin-3-0-glucoside
bilesigi AR enzimine kars1 -12,78 kcal/mol ile baglanma skoru en yiiksek olan bilesiklerden
biri olmustur. Cyanidin-3-0-glucoside bilesigi AR enziminin aktif merkezinde HIS110,
TYR48, TRP20 ve VAL47 amino asit rezidiileriyle hidrojen bagi etkilesiminde bulunurken
TRP111 amino asit rezidustiyle de pi-pi etkilesiminde bulunmustur (Sekil 24).

Viscun Album L. bitkisinin igeriginde bulunan bilesikler icin yapilan molekiiler
docking ¢alismalar1 bu bilesiklerin AR enzimini muhtemel inhibisyonlarinda HIS110, TYR48
ve TRPI111 amino asit rezidiileriyle olan etkilesimlerin oldukg¢a etkili oldugunu ortaya

koymustur.
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