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Nitrozomorfolin Uygulanan Ratlarin Kalp Dokusunda Piravat
Kinaz Aktivitesi Uzerine Enginarin Etkisi: In vitro ve in silico
Calismalar

Calismada, nitrozomorfolin (NMOR) ile tedavi edilen ratlarin kalp dokusunda pirlivat kinaz (PK)
aktivitesi Uizerine enginarin etkileri in vitro ve in silico olarak degerlendirilmistir. Kontrol ve enginar
gruplarinda 7, diger gruplarda 10 rat olacak sekilde 54 adet Wistar Albino erkek rat 6 gruba
ayriimistir. Kontrol grubundaki ratlara herhangi bir uygulama yapilmamistir. Diger gruplara sirasiyla
enginar (1.5 g/kg/gin), NMOR10 (10 mg/kg/gin), NMOR30 (30 mg/kg/giin), NMOR10 (10
mg/kg/giin)+enginar ve NMOR30 (30 mg/kg/gliin)+enginar uygulanmistir. Her iki madde de 14 gln
boyunca belirtilen dozlarda gavaj yoluyla uygulanmistir. Calismanin sonunda kalp dokusunda PK
aktiviteleri belirlenmistir. Kontrol grubu ile enginar tedavi edilen grup arasinda PK aktivitesinde
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir. Kontrol grubu ile kargilastiriidiginda NMOR’un 10
ve 30 mg/kg dozlarda uygulandigi NMOR10 ve NMORS30 gruplarinda kalp dokusu PK aktivitesinin
disuk oldugu saptanmistir (sirasiyla p=0.013 ve p<0.001). NMOR10 grubu ile karsilastiriidiginda
NMOR10+Enginar grubunda, NMOR3O0 grubu ile karsilastirildiginda da NMOR30+Enginar grubunda
kalp dokusu PK aktivitelerinin ylksek oldugu gézlenmis (sirasiyla p=0.01 ve p=0.019) olup bu
gruplarin ortalamalarinin kontrol grubu ortalamalarina yaklastigi gézlenmistir (p>0.05). Molekuler
doklama calismalarinda fenolik bilesiklerden Sinarin’in 12.42 nanomolar, Luteolin’in 42.90
mikromolar, Sinarozid’in 69.62 mikromolar, Skolimosid’in ise 1.47 milimolar seviyede inhibisyon
gerceklestirecegi hesaplanmistir. Etkilesim modu, etkilestigi bag turleri ve doklama skorlari beraber
degerlendirildiginde PK inhibisyonu igin sirasiyla Sinarin ve Luteolin’in daha etkin olacadi, sirasiyla
Sinarozid ve Skolimosid’in ise nispeten daha az etkin olacag bulunmustur. Sonuglar NMOR'un
kardiyak dokudaki PK aktivitesini etkiledigini ve patogenezinde rol oynayabilecegini
disUndlUrmektedir. Ek olarak, enginar takviyesinin NMOR ile tedavi edilen ratlarin kalbinde
duizenleyici bir etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nitrozomorfolin, enginar, kalp, piriivat kinaz, molekdiler doklama

Effect of Artichoke on Pyruvate Kinase Activity in Heart Tissue of
Nitrosomorpholine-Treated Rats: In vitro and in silico Studies

In the study, the effects of artichoke on pyruvate kinase (PK) activity in the heart tissue of rats treated
with nitrosomorpholine (NMOR) were evaluated in vitro and in silico. 54 Wistar Albino male rats were
divided into 6 groups, 7 rats in the control and artichoke groups and 10 rats in the other groups. No
treatment was performed on the rats in the control group. The other groups were administered
artichoke (1.5 g/kg/day), NMOR10 (10 mg/kg/day), NMOR30 (30 mg/kg/day), NMOR10 (10
mg/kg/day)+artichoke and NMOR30 (30 mg/kg/day)+artichoke, respectively. Both substances were
administered by gavage at the indicated doses for 14 days. At the end of the study, PK activities
were determined in the heart tissue. There was no statistically significant difference in PK activity
between control group and artichoke treated group. When compared with the control group, heart
tissue PK activity was found to be lower in the NMOR10 and NMOR30 groups, where NMOR was
administered at doses of 10 and 30 mg/kg (p=0.013 and p<0.001, respectively). Heart tissue PK
activities were observed to be higher in the NMOR10+Artichoke group compared with the NMOR10
group, and in the NMOR30+Artichoke group compared with the NMOR30 group (p=0.01 and
p=0.019, respectively), and it was observed that the means of these groups approached the means
of the control group (p>0.05). It was calculated that Cynarin would inhibit at 12.42 nanomolar,
Luteolin at 42.90 micromolar, Cynaroside at 69.62 micromolar, and Scolymoside at 1.47 millimolar
levels. When the interaction mode, the types of bonds it interacts with, and docking scores were
evaluated together, it was found that Cynarin and Luteolin would be more effective, respectively,
while Cynaroside and Scolymoside would be relatively less effective, respectively, for PK inhibition.
The results suggest that NMOR affects PK activity in cardiac tissue and may play a role in its
pathogenesis. In addition, it has been observed that the artichoke supplementation has a regulatory
effect in the heart of NMOR treated rats.

Key Words: Nitrosomorpholine, artichoke, heart, pyruvate kinase, molecular docking

Giris

N-nitrozo bilesikleri gli¢li kanserojenler olup, bu bilesiklere mesleki ve cevresel
maruziyetin insanlar ve dider canlilar icin potansiyel bir saglik tehlikesi oldugu
dusunulmektedir. N-nitrozo bilesiklerinin éncilleri olan nitritler ve sekonder aminler, birgok
yaygin gidada bulunur ve asidik kosullar altinda, 6zellikle midede reaksiyona girebilir.
Kauguk endistrisinde 6nemli bir kimyasal ara madde olarak bilinen sekonder amin
morfolin (1), hem in vitro hem de in vivo olarak nitrit varliginda kolayca N-nitrozomorfolin
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(NMOR)'e donusturalebilir. NMOR c¢ogunlukla lastik
kimyasal fabrikalarinin igyerlerinde, islenmis et ve sigara
dumaninda ve ayrica kozmetik Urtnlerinde bulunur. Bu
molekidl yaygin olarak rat hepatokarsinojeni olarak
kullanilir ve N-dietilnitrozamin ile birlikte verildiginde
%100 akciger metastazi olan hepatoseliler karsinom
Uretilebilir (1, 2).

Pirtvat kinaz (PK), seker katabolizmasinin glikolitik
yolundaki son enzimdir. Bir protonun eklenmesi ve bir
fosfo grubunun kaybiyla fosfoenolpiriivatin pirlivata
dénlsimuni katalize eder ve bu ADP'ye aktarilir. Bu,
glikolizin iki ATP olusturan reaksiyonundan ikincisidir. PK
tarafindan katalize edilen reaksiyon esasen in vivo geri
dondirilemezdir ve glikolizin fruktoz-1,6-bisfosfattan
pirivata dogru asagi akis akisini dizenlemek igin dnemli
bir kontrol noktasi gibi gérinmektedir (3).

Enginar (Cynara scolymus L) gugli  bir
antioksidandir ve bu etkisinin yaninda kolesterol
disuricu, antimikrobiyal 6zelliklerinin de oldugu rapor
edilmigtir. Halk hekimliginde irritabl bagirsak sendromu ve
hazimsizlik gibi sikayetlerde de kullaniimaktadir. Aktif
bilesenlerin aci tadi ve suda ¢6zunirligiu nedeniyle tibbi
olarak sulu ekstraktlar ve kurutulmus yapraklarin caylari
kullanilir (4). Enginar, besinsel ve fitokimyasal bilesimi
nedeniyle saglikli bir gida olarak kabul edilir. Proteinler,
mineraller, diisuk miktarda lipit, diyet lifi ve yliksek oranda
fenolik maddeler icerir (5). Fenolik maddeler arasinda
sinarin  (1,3-di-O-kafeoilkinik asit), luteolin, sinarozid
(luteolin-7-O-glukozid), skolimosid (luteolin-7-rutinosid);
kafeik, kumarik, hidroksisinnamik, ferulik, kafeoilkinik asit
tirevleri gibi fenolik asitler; klorojenik dahil mono- ve
dikafeoilkinik asitler; asit alkoller; flavonoid glikozitler
bulunur (5-7). Enginar, Oksijen Radikali Absorbans
Kapasitesi (ORAC) olarak ifade edilen ylksek bir
antioksidan kapasite sergiler (7, 8) ve Halvorsen ve ark.
(9) en yuksek antioksidan icerigine sahip 50 gidanin
siralamasinda onu 17. siraya yerlestirmis ve antioksidan
icerigi porsiyon blylkligl agisindan ifade edildiginde de
dordlinct siraya ulagsmistir. Fenoliklerin iceridi farkl
cesitlere, yasa, bitkinin nesline, yetistirme kosullarina,
hasada, hasat sonrasi ve depolama kosullarina ve
kullanilan teknolojik prosediirlere gore degisir (6-8).

Molekuler doklama, bir molekdlin (genellikle bir ilag
adayi) bir hedef proteine nasil baglandigini tahmin
etmeye yarayan bilgisayar destekli bir yéntemdir. ilag
tasarimi, biyoteknoloji ve temel biyoloji aragtirmalarinda
yaygin olarak kullanilir. Bu teknik; kic¢uk bir molekulin
(ligand), hedef protein veya enzim gibi blylk bir
biyomolekilin (reseptér) baglanma bdlgesine nasil
yerlesecegini (konformasyon) ve baglanma gicini
(baglanma afinitesi) simile eder. Yeni ilag adaylarn
taranirken, binlerce molekul doklama ile test edilerek en
iyi baglananlar secilir. Zamandan ve laboratuvar
maliyetlerinden tasarruf saglar (deneysel tarama yerine
sanal tarama). Bir molekilin hangi cebe baglandigr,
hangi amino asitlerle etkilestigi gibi bilgiler elde edilir.
Molekuler doklama sadece kig¢uk molekdllerle degil, iki
protein veya protein-DNA gibi biylk biyolojik yapilar
arasinda da yapilabilir. Proteinde yapilan bir mutasyonun,
molekill baglanmasini nasil etkiledigi doklama yoluyla
simlle edilebilir (10, 11).
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Bu calisma ile farkh iki dozda NMOR uygulanan
ratlarin kalp dokusunda PK aktivitesi Uzerine enginarin
etkisini arastirmak Uzere, enginarin iceriginde bulunan
fenolik bilesiklerin (sinarin, luteolin, sinarozid, skolimosid
vs.) molekller doklama calismalari yapilarak fenolik
bilesiklerden hangilerinin PK aktivitesi Uzerinde daha etkili
oldugunun anlagiimasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Calisma baslamadan
énce, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanligr'nin izni ile yapilmistir (2025/12-02).

Hayvanlar ve Deneysel Diizen: Calismada Firat
Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme Unitesinden
temin edilen 54 adet 2.5 aylik Wistar-Albino irki erkek
ratlar kullanilmistir. Deneysel uygulamalar, laboratuvar
hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlarina uygun olarak
yurGtilmustur. Deneysel uygulamalar siresince ratlara
standart ticari rat yemi (pelet yem) ve musluk suyu ad
libitum saglanmistir. Kontrol grubu ratlara tedavi
veriimemistir. Diger gruplar ise asagidaki sekilde
olusturulmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Deney gruplari ve uygulamalar

Deney Yapilacak Uygulamalar Rat Siire
Gruplar Adedi  (Giin)
Grup 1 Herhangi bir uygulama yapilmamistir 7 14
(Kontrol grubu)
Grup 2 Enginar uygulanmistir (14 giin) 7 14
Grup 3 NMOR10 - 10 mg/kg dozunda NMOR 10 14
uygulanmistir (10 mg/kg, gavaj, 14
gtin)
Grup 4 NMOR30 - 30 mg/kg dozunda 10 14
NMOR uygulanmistir (30 mg/kg,
gavaj, 14 glin)
Grup 5 NMOR10 (10 mg/kg, gavaj, 14 gin) 10 14
+ Enginar (1.5 g/kg, gavaj, 14 gin)
Grup 6 NMOR30 (30 mg/kg, gavaj, 14 gin) 10 14

+ Enginar (1.5 g/kg, gavaj, 14 gun)

Calismada toplam altt farkli deney grubu
olusturulmustur ve wuygulamalar 14 gin boyunca
surmustur. Birinci grup kontrol grubu olup, herhangi bir
uygulama yapilmamistir. ikinci grupta yalnizca enginar
uygulanmistir (1.5 g/kg/gin dozunda, gavaj yoluyla).
Uclincli gruba, 10 mg/kg/giin dozunda NMOR (gavaj
yoluyla), doérdiinci grupta ise 30 mg/kg/giin dozunda
NMOR uygulanmigtir. Besinci gruba hem 10 mg/kg/guin
dozunda NMOR hem de 1.5 g/kg/glin enginar birlikte
uygulanmis. Altinci ve son grupta ise 30 mg/kg/giin
dozunda NMOR ile birlikte 1.5 g/kg/giin enginar
uygulanmistir (12, 13). NMOR ve enginar uygulamalarina
ayni anda baslanmis ve 14 gin sure ile uygulamalara
devam edilmigtir. Uygulamalarda kullanilan enginar,
Cynara scolymus L. bitkisinin yapraklarindan elde
edilen toz ekstrenin distile suda hazirlanmasi ile
uygulanmistir (Ari Mhendislik, Ankara/Tulrkiye). NMOR
ise Merck (USA, CAS No: 59-89-2) firmasindan temin
edilmistir.
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Biyokimyasal Analizler: Uygulamalarin sonunda
ratlar sakrifiye edilerek kalp dokulari alinmistir. Kalp doku
ornekleri fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi ile yikanmig, agirlik-
hacim oranina (1:10) gore distile su ile seyreltiimis ve
Potter-elvehjem homojenizatéri (CAT R50D, Almanya)
kullanilarak homojenize edilmistir. PK aktivite tayini igin
homojenatlar 13.500 rpm'de 55 dakika boyunca +4°C'de
santrifij edilmistir (NUVE NF800R, Turkiye). PK aktivitesi,
Beutler ve ark. (14) tarafindan modifiye edilen yontemle
340 nm'de NADH'nin azalan absorbans oraninin
Olgulmesine dayali olarak spektrofotometrik olarak
Olctlmistir. Lowry ve ark. (15)nin ydntemi doku
homojenatindaki protein konsantrasyonunu belirlemek
icin kullanilirken, protein duzeyleri enzimin 6zgul
aktivitesini hesaplamak igin kullaniimigtir.

Molekiiler Doklama Analizleri: Bu c¢alismada,
enginarda tespit edilen fenolik bilesiklerden bazilarinin
(Tablo 2) molekiler doklama sonuglari ortaya
koyulmustur (Tablo 3). Bu baglamda, in vivo biyokimyasal
sonuglar ve in silico molekiler doklama sonuglari
kargilastirimis ve degerlendirilmistir.

Enginar iceriginde daha once tespit edilen fenolik
bilesiklerden Sinarin, Sinarozid Luteolin ve Skolimosid
ligand olarak kullaniimigtir. Bu bilesiklerin kimyasal
yapilari, PubChem (16)den SMILESlari alinarak
ChemBioDraw Ultra 14.0 programi ile gizilmistir. Bu
ligandlarin enerji minimizasyonlari ChemBio3D Ultra 14.0
programi ile gerceklestiriimistir. PK kristal yapisi protein
veri bankasindan alinarak, Autodock ve Maestro
programlariyla optimize edilmistir (17-19). Izgara kutulari,
daha 6nce PK’nin aktif bolgesi olarak belirlenen bdlgeye
gore 40x40x40 A3 boyutlarinda ve 0.375A aralikl olarak
konumlandinimistir. Daha 6nce ki g¢alismalarimizda
molekiler doklama validasyonu icin, 1A3X Uzerinde
kokristal ligand olarak bilinen 2-Fosfoglikolik asit (PDB ID:
PGA) PK’nin hedef boélgesine yeniden yerlestiriimis ve
RMSD degerinin 1.31 oldugu belirlenmistir (20). Her
bilesik i¢cin PK i¢in standart ayarlar kullanilarak en az 50
calisma gergeklestiriimistir (PDB ID: 1A3X). Tim
molekiler doklama galismalarimizda Lamarckian Genetik
Algoritmasi tercih edilmis ve doklama puanlari gibi
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sonuglar hem AutoDock 4.2 programi (21) hem de
AutoDock Vina programi (22) kullanilarak elde edilmis ve
sunulmusgtur (Tablo 3.).

Tablo 2. Enginarin igeriginde bulunan bazi fenolik
bilesiklerin kimyasal yapilari

Bilesikler Bilesiklerin Kimyasal Yapisi
HO
HO OHO,  OH
@_\\_4 :
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/ O%OH
Za
O~ "OH OH
OH OH O
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Tablo 3. Enginarda bulunan bazi fenolik bilesiklerin PK (1A3X) Gzerindeki molekiler doklama skorlari, baglanma tipleri

ve tahmini inhibisyon sabitleri

AutoDock Sonuglari

AutoDock Vina Sonuglari

Bilesikler Etkilegen Kalintilar _ Etkilegim Tuirleri___ Tahmini inhibisyon Sabiti (Ki) En lyi Dock Skor En iyi Vina Skor
ASN51 Hidrojen bagi
ASN180 Hidrojen bagi
- LYS240 Hidrojen bagi
Sinarin ASP266 Hidrojen bag 12.42 nM -10.79 -8.8
GLU302 Hidrojen bagi
MN1001 Metal Koord.
ASP266 Hidrojen bagi
Sinarozid GLN299 Hidrojen bagi 69.62 uM -5.67 -9.1
MN1001 Metal Koord.
ARG49 Hidrojen bagi
Luteolin e Moetyon 42.90 yM 5.96 9.1
K1002 Pi-katyon
ILE9O Hidrojen bagi
Skolimosid ASP147 Hidrojen bagi 1.47 mM -3.86 -10.0
VAL179 Hidrojen bagi

nM: nanomolar; uM: mikromolar; mM: milimolar; Dock Skoru: Tahmini Baglanma Serbest Enerjisi (kcal/mol); Koord.: Koordinasyon
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istatistiksel Analizler: Calisma sonucunda elde
edilen veriler, ortalama ve standart hata olarak
sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik, p<0.05 seviyeleri icin
degerlendiriimis ve bu deder anlamli kabul edilmistir.
Olgiilen tim parametrelerin normal dagilima uyup
uymadigini belirlemek icin Shapiro-Wilk normallik testi
yapilmig ve sonuglar, tim parametrelerin normal dagilim
gOsterdigini ortaya koymustur. Bu bulgulara dayanarak,
gruplar arasindaki farkliliklari incelemek igin tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ve ikili karsilagtirmalar icin post
hoc Tukey testi uygulanmistir. TUm istatistiksel analizler,
SPSS 22 yazihmi kullanilarak gergeklestiriimistir.

Bulgular

Biyokimyasal Sonuglar: Kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda NMOR’un 10 ve 30 mg/kg dozlarda
uygulandigi NMOR10 ve NMOR30 gruplarinda kalp
dokusu PK aktivitesinin dusik oldugu saptanmistir
(sirasiyla p=0.013 ve p<0.001). NMOR10 grubu ile
kargilastirildiginda NMOR10+Enginar grubunda,
NMOR30 grubu ile karsilastiriidiginda da
NMORS30+Enginar  grubunda kalp dokusu PK
aktivitelerinin ylksek oldugu goézlenmis (sirasiyla p=0.01
ve p=0.019) olup bu gruplarin ortalamalarinin kontrol
grubu ortalamalarina yaklastigi gozlenmistir (p>0.05)

(Sekil 1).
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Sekil 1. Kalp dokusu PK aktiviteleri (U/mg protein)

Molekiiler Doklama Calismasi:  Sinarin'in
molekiler doklama pozisyonlari incelendiginde ASN51,
ASN180, LYS240, ASP266 ve GLU302 ile hidrojen bagi
yaptigi buna ek olarak MN1001 ile de metal
koordinasyonu gosterdigi  gorUlmdistir.  Sinarozid'in
molekiler doklama pozisyonlar incelendiginde ASP266
ve GLN299 ile hidrojen bagi yaptigi buna ek olarak
MN1001 ile de metal koordinasyonu gdsterdigi
g6rulmustur. Luteolin'in molekiler doklama pozisyonlari
incelendiginde ARG49 ile hidrojen bagi yaptigi buna ek
olarak LYS240 ve K1002 ile Pi katyon ve MN1001 ile de
metal koordinasyonu gosterdigi gortlmuigtar.
Skolimosid'in molekuler doklama pozisyonlari
incelendiginde ILEQO, ASP147 ve VAL179 ile hidrojen

bagi yaptigi gorilmistir (Sekil 2-9, Tablo 3). Sekil 4. PK (1A3X) ile Sinarozid'in 2D etkilesim diyagrami
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Sekil 5. PK (1A3X) ile Sinarozid’in 3D etkilesim diyagrami &

~ Sekil 9. PK (1A3X) ile Skolimosid’in 3D etkilesim diyagrami

Tartisma

Son yillarda enginar, belirtilen ¢ok sayida avantaji
nedeniyle tibbi ve olasi koruyucu bir ajan olarak buyuk ilgi
gormektedir. NMOR'un kalp  Uzerindeki etkileri
biyokimyasal olarak incelenerek, NMOR ile iligkili kalp
dokusu PK aktivitesine enginarin olasi etkilerinin
degerlendiriimesi  amacglanmigtir.  Ayni zamanda
enginarin igeriginde bulunan fenolik bilesiklerin (sinarin,
luteolin, sinarozid, skolimosid vs.) molekiler doklama
calismalan yurutilmesi ile bu in silico arastirma
sonucunda fenolik bilegiklerden hangilerinin PK aktivitesi
Uzerinde daha etkili oldugu sayisal olarak tablolar halinde
ve (Orsel olarak sekiller Uzerinde detaylh olarak
aciklanmaya calisiimigtir.

Sekil 7. PK (1A3X) ile Luteolin’in 3D etkilesim diyagrami
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Calismada, enginar uygulamasi sonrasi PK
aktivitelerinin kontrol grubunun sonuglarina 6nemli dlgtide
yaklastigi goérilmektedir. Yilmaz ve ark. (20), glikolizde
anahtar bir enzim olan PK Uzerine propolisin ve bir
antioksidan enzim olan siperoksit dismutazin,
doksorubisin kaynakh toksisite tzerine farkli dokulardaki
etkisini degerlendirmeyi amaclayan calismalarinda,
mevcut ¢calismada oldugu gibi zararl etkileri de oldugu
bilinen doksorubisin uygulandiktan sonra bdbrek dokusu
da dahil olmak Uzere birgok dokuda PK aktivitelerinde
azalma oldugunu bulmuslardir. Ratlarin karaciger ve
bébrek dokularinda streptozotosin ile indliklenen diyabet
calismasinda PK enzim aktivitelerindeki degisiklikleri
inceleyen bir calismada, diyabetin 3. glninde bdbrek
dokusundaki PK aktivitelerinin istatistiksel olarak
anlamsiz  bir sekilde azaldigi belirlenmistir.  Ayni
calismada, diyabet sonrasi karaciger dokusunda PK
aktivitesinin azaldigi da belirtilmistir (23). Uslu ve ark.
(24), doksorubisin ile tedavi edilen ratlarda bdbrek
dokusunda PK aktivitesi Gzerine nigella sativa yaginin
etkisini ve nigella sativa yagindaki aktif bilesenler ile PK
arasindaki iliskiyi in silico molekuler yerlestirme ile
inceledikleri galismalarinda kanser tedavisinde kullanilan
ve toksik etkileri de olan doksorubisin uygulamasi sonrasi
bébrek dokusunda PK aktivitelerinin  azaldigini
saptamislardir. Klimek ve Bannasch (25), ratlarda
NMOR ile olusturulan preneoplastik ve neoplastik
karaciger lezyonlarinda PK aktivitesinin biyokimyasal
mikroanalizi yaptiklar ¢alismada, NMOR’a bagli gelisen
bazofilik hepatik timdérlerde PK aktivitesinde belirgin bir
azalma go6zlemlemiglerdir. Arastirmacilar (26, 27), PK
aktivitesindeki azalmanin  glikojenotik  odaklardan
hepatoselliler karsinomlara giden hicresel degisiklikler
dizisi sirasinda meydana geldigini 6ne surmuslerdir. PK
eksikligi, invertebratlardan memelilere kadar birgok tirde
metabolik dengesizliklere yol agmaktadir. Bu durum,
glikoliz yolunun bozulmasi ve enerji Uretiminin azalmasi
gibi sonuglara neden olur. PK ve PKM2 gibi izozimleri,
farkl fizyolojik kosullar altinda hiicre metabolizmasini ve
bldyumesini dizenleyen kritik bir enzimlerdir. Bunlar,
notrofillerde reaktif oksijen tirleri Gretimini dizenler. PK
ve izozimlerinin eksikligi, bakteriyel éldirme yetenegini
azaltir ve dlikoliz yolunun &énemli bir bileseni olan
dihidroksi aseton fosfat Uretimini bozar ve sonucunda
hem enerji metabolizmasi aksar hem de reaktif oksijen
tirlerinin artisina bagh oksidatif stresle iligkili sonuglar
meydana gelir (28). Mevcut c¢alismada NMOR
uygulamalari sonrasi dismuis olan PK aktivitesinin
enginar uygulamasi sonrasi artmasi, iceriginde bulunan
aktif fenolik bilesiklerin (sinarin, sinarozid, luteolin gibi)
glikoliz yolunu aktive ederek ATP uretimini artirmasi ve
2,3-difosfogliserat seviyelerini diglirmesi ile allosterik
olarak PK aktivatori gibi etki etmesiyle agiklanabilir.

Bu galismada, NMOR uygulamasindan sonra PK
aktivitesi azalmigtir ve bu azalmanin PK sentezindeki
azalmadan kaynaklanabilecegi distnulmektedir.
Glikolitik yolun enzimlerinden biri olan PK, glikoz
metabolizmasinda anahtar bir enzimdir. Bu durum,
mutajen ve kanserojen bir organik bilesik olan NMOR’un
PK enziminin gen transkripsiyon seviyesinde azalmaya
neden olabilecedini de dustundurmelidir. PK ve
izozimlerinin spesifik inhibitérid olan Compound 3K'nin,
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PK'nin aktivitesini inhibe ederek mTOR yolaklarini
etkiledigi ve gen ekspresyonunu dolayli olarak
etkileyebilecedi (28), Rottlerin ve hypericin gibi kinaz
inhibitdrlerinin, transkripsiyonel aktiviteyi baskilayarak
PK'nin  transkripsiyonel  rolini  dolayh  olarak
etkileyebilecegi (29) bazi calismalar ile gosterilmistir.
Calismamizda da etkileri incelenen NMOR’un PK enzimi
Uzerindeki etkileri, mevcut literatiurde dogrudan
incelenmemistir. Ancak, NMOR'un gen ekspresyonu
Uzerindeki etkileri dolayli olarak PK'nin ekspresyonunu
etkileyebilir. NMOR'un karaciger dokusundaki etkilerini
inceleyen bir calismada, NMOR tedavisi sonrasi PK
ekspresyonunda artis g6zlemlenmistir (30). Bu durum,
NMOR'un PK ekspresyonunu artirabilecegini
digundurmektedir. Ancak, arastirmacilar bu artigin gen
transkripsiyonunun dogrudan bir sonucu olup olmadigi
konusunda kesin bir bilgi sunmamislardir.

Memeli hucrelerinin  savunma mekanizmalarini
destekleyen dogal antioksidan kaynaklarina olan ilgi
artmaktadir. Bu kaynaklardan biri, esas olarak Akdeniz
bolgesinde insan tiketimi (alt gigek) ve tibbi amaglar (otlar
ve yapraklar) igin yetistirilen bir sebze olan enginardir
(Cynara scolymus L.). Bu bitki ¢cok sayida aktif bilesik
igerir (31). Mevcut galismada hem PK aktivitesi Gzerine
etkileri incelenmistir, hem de enginarin aktif bilesenleri ile
PK arasindaki iligki in silico melekiler yerlestirme
calismalari ile belirlenmigtir. Enginar uygulamasi ile PK
aktivitesi Uzerine dogrudan yapilmig bir calismaya
rastlaniimamis olsa da glikoz metabolizmasinda bir enzim
olan PK'nin enginarin aktif bilesenlerinin etkisi ile
aktivitesinin degisebilecedi dusunulmektedir. Enginar
ekstraktlari insulin sinyal yollari, glikoz metabolizmasi ve
antioksidan aktivite Uzerinden etkilerini gdsteriyor; bu
yuzden PK seviyeleri Uzerindeki etkisi teorik olarak
mimkindir. Calismada, NMOR’un her iki dozunda da
distk goézlenen PK aktiviteleri enginar uygulamalar
sonrasi  yuksek bulunmustur. Bu da enginar
ekstraktlarinin insilin sinyal yollari, glukoz metabolizmasi
ve antioksidan aktivite Gizerinden etkilerini gostermesi ile
aciklanabilir.

Reseptor 1A3X'in aktif baglanma bolgesi daha 6nce
protein veri tabaninda belirlenmistir. ARG49, LYS240,
ALA263, ARG264, GLY265, THR298, MN1001 ve K1002
kalintilarinin etkilesimde Onemli oldugu vurgulanmigstir
(17). Bu veriler g6z 6nune alinarak, enginarda bulunan
bazi fenolik bilesiklerin makromolekilin aktif bolgesiyle
etkilesim modlarini gérmek icin molekiler doklama
calismalar yapilmistir. Etkilesim tipleri ve aminoasit
kalintilari Maestro viewer programi yardimiyla ayrintili
olarak 2D ve 3D olarak sunulmustur. (Tablo 3, Sekil 2-9).
2-Fosfoglikolik asit'in (PDB ID: PGA) etkilestigi reziduler
ile karsilastinldiginda Sinarin, Sinarozid ve Luteolin’in de
benzer sekilde LYS240, MN1001 ve K1002 ile etkilestigi
ancak Skolimosid'in bu farkli rezidilerle etkilestigi ve
nispeten diger ligandlara goére doklama skorunun da
distk oldugu tespit edilmistir. Skolimosid’'in kimyasal
yapisinin digerlerine nazaran nispeten daha buyik
olusunun baglanma bdlgesinde konumlanmasi lzerinde
olumsuz etki olusturdugu dusunulebilir. PK Gzerinde
Sinarin’in nanomolar seviyede, Sinarozid ve Luteolin’in
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mikromolar seviyede, Skolimosid'in ise milimolar
seviyede inhibisyon gerceklestirecedi hesaplanmistir.

Sonug¢ olarak, in silico analizlerde PK (izerinde
sinarin, sinarozid ve luteolin’in 2-fosfoglikolik asit ile
benzer sekilde etkilesim gosterdigi ve PK inhibisyonu
agisindan daha etkin oldugu ortaya c¢ikmistir.
Skolimosid’in bu anlamda hem etkilesim modu hem de
doklama skorunun daha az iyi oldugu ve PK
inhibisyonunun da daha az etkin olacagi bulunmustur.
Ayrica c¢alisma, NMOR uygulamasinin rat kalp
dokusunda PK aktivitesini anlaml sekilde azalttigini,
ancak enginar desteginin bu olumsuz etkiyi kismen
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