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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 BAZI AÇİL TİYOÜRE TÜREVLERİNİN DİYABET İLE İLİŞKİLİ ENZİMLER 

ÜZERİNE ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

Bükre Yaren ERTANO 

Danışman: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

İkinci Tez Danışman: Doç. Dr. Yeliz DEMİR 

Amaç: Bu çalışmada koyun böbrek dokusundan elde edilen diyabet ile ilişkili enzimler olan 

Aldoz Redüktaz (AR) ve Sorbitol Dehidrogenaz (SDH) ile ticari olarak satın alınan α-

Glukozidaz enziminin aktivitesi üzerine bazı açil tiyoüre türevlerinin inhibisyon etkisininin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Yöntem: Bu çalışma kapsamında AR ve SDH enzimleri çeşitli kromatografik teknikler 

kullanılarak saflaştırılmıştır. α-Glukozidaz enzimi ise ticari olarak satın alınmıştır. Diyabet ile 

ilişkili olan bu enzimlerin aktivitesi üzerine bazı açil tiyoüre türevlerinin inhibisyon etkisi 

araştırılmıştır. Bu bileşikler için % Aktivite-[I] grafikleri çizilerek IC50 değerleri bulunmuştur. 

Ayrıca bu bileşikler için Lineweaver-Burk grafikleri kullanılarak Ki değeri ve inhibisyon şekli 

belirlenmiştir.  

Bulgular: Yapılan çalışmalar sonucunda, saflaştırılan AR ve SDH enzimleri ile ticari olarak 

satın alınan α-Glukozidaz enzimlerinin aktivitesi üzerine bazı açil tiyoüre bileşikleri 

mikromolar seviyede inhibisyon etkisi göstermiştir. AR ve SDH enzimleri üzerine 2c (AR için 

Ki: 0,200 ±0,024 M; SDH için Ki: 0,247 ±0,014 M) bileşiği, α-Glukozidaz enzimi üzerine 2g 

(Ki: 0,055±0,010 M) bileşiği en iyi inhibitör özelliği göstermiştir. 

Sonuç: Elde edilen bulgular, açil tiyoüre bileşiklerinin diyabetle ilişkili kritik enzimler üzerinde 

etkili bir inhibisyon kapasitesine sahip olmalarından dolayı çalışmamızın gelecekte diyabet 

hastalığının tedavisinde yenilikçi ve/veya alternatif tedavi stratejilerinin geliştirilmesine katkı 

sunacağını düşündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Açil Tiyoüre, Aldoz Redüktaz, Sorbitol Dehidrogenaz, α-

Glukozidaz 

Aralık 2021, 87 sayfa 
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ABSTRACT 

MASTER THESIS 

INVESTIGATION THE EFFECT OF SOME ACYLTHIOUREA DERIVATIVES ON 

DIABETES-ASSOCIATED ENZYMES 

Bükre Yaren ERTANO 

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yeliz DEMIR 

 

Purpose: In this study, it was aimed to determine the inhibitory effect of some acyl thiourea 

derivatives on the activity of diabetes-related enzymes Aldose Reductase (AR) and Sorbitol 

Dehydrogenase (SDH), obtained from sheep kidney tissue and commercially purchased α-

Glucosidase enzyme 

Method: In this study, AR and SDH enzymes were purified using various chromatographic 

techniques. The α-Glucosidase enzyme was purchased commercially. The inhibitory effect of 

some acyl thiourea derivatives on the activity of these enzymes associated with diabetes was 

investigated. IC50 values were found for these compounds by plotting % Activity-[I] graphs. In 

addition, Ki value and inhibition mode were determined for these compounds using 

Lineweaver-Burk plots. 

Findings: As a result of the studies, some acyl thiourea compounds showed inhibition effect at 

micromolar level on the activity of purified AR and SDH enzymes and commercially purchased 

α-Glycosidase enzymes. 2c (Ki for AR: 0.200 ±0.024 M; for SDH: 0.247 ±0.014  M) 

compound on AR and SDH enzymes, 2g (Ki: 0.055±0.010 M) compound on α-Glycosidase 

enzyme is the best inhibitor feature showed. 

Results: The findings suggest that our study will contribute to the development of innovative 

and/or alternative treatment strategies in the treatment of diabetes in the future, since acyl 

thiourea compounds have an effective inhibition capacity on critical enzymes associated with 

diabetes. 

Key Words: Diabetes, Acyl Thiourea, Aldose Reductase, Sorbitol Dehydrogenase, α-

Glycosidase 

December 2021, 87 pages 
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GİRİŞ 

Diyabet Tanımı ve Epidemiyolojisi 

Diyabet, ilk olarak M.Ö. 1500’lü yıllarda Mısırda idrara çok çıkma ile seyreden bir 

hastalık olarak tanımlanmıştır ve sonralarda M.S. 1000 yıllarında ise İbn-i Sina, diyabetin 

seyreden iki farklı türü olduğunu ortaya koymuştur (Gündoğan 2003). Hipergliseminin 

semptomları polidipsi, poliüri, kilo kaybı, polifaji, görme bozukluğu, büyüme bozukluğu, 

enfeksiyona yatkınlık, sebepsiz kilo kaybı olmakla beraber yaşam boyu süren, yaşam kalitesini 

düşüren maaliyeti yüksek bir süreçtir (Süleymanlar et al. 2003). Bu hastalık, genetik ve çevresel 

faktörlerin etkisiyle insülin yapısında oluşan bozulmalardan dolayı ortaya çıkmaktadır. Dünya 

Sağlık Örgütünün raporlarına göre 21. yüzyılda Diabetes Mellutus (DM), prevelansı yükselen 

hastalıklar arasında listenin başında gelmekle birlikte sağlık otoriteleri tarafından çok tehlikeli 

hastalıklar arasında kabul edilmiştir (Bağrıaçık et al. 2003; Dinççağ 2004). 2025 yılında DM 

sebebiyle ölümlerin artacağı bildirilmiştir. DM’nin küresel ölüm sebepleri arasında 4. sırada 

olduğu bildirilmiştir (WHO, 2010; Boyle et al. 2001). Türkiye’de DM prevelansı 2008 yılında 

adrese dayalı nüfus kayıt sistemine göre yapılan bir çalışmada %7,2 olarak belirtilmiştir 

(Satman et al. 2002). Dünyada prevalansı engellenemeyecek şekilde zamanla artan diyabet 

hastalığı kronik metabolik endokrin bir bozukluktur. (Schmidt 2018). Şiddetli ve ilerleyen bir 

hastalık olması ile birlikte hastanın yaşam kalitesini önemli ölçüde düşürmektedir. Bilinen 

yaklaşık 463 milyon yetişkin (20-79 yaş) hasta olmasıyla birlikte 2035’te bu sayının 592 

milyona çıkacağı düşünülmektedir (Guariguata et al. 2014). 

İnsülin 1889 yılında iki Alman bilim adamının hayvanlar üzerine yaptıkları deney 

sırasında pankreas tarafından salgılanan bir madde olduğu şüphesiyle keşfedilmiştir. 1909 

yılında Belçikalı bir bilim insanı bu maddeye insülin adını vermiştir. İnsülin ilk kez 1921 

yılında izole edilmiştir (Bliss 1993). İnsülin 51 amino asitten oluşur ve birbirlerine iki disülfid 

bağı ile bağlanan A (21 amino asitten oluşmaktadır) ve B (30 amino asitten oluşmaktadır) 

zinciri vardır. Moleküler ağırlığı 5802’dir. İzoelektrik pH noktası 5,5’ dir (Home et al. 1997; 

Doson and Steiner 1998). İnsülin salgılanması bazal salgılama ve uyarılmış salgılama şekinde 

gerçekleşmektedir ve salgılanmanın en önemli uyaranı glikozdur. Bazal salgılama açlıkta 

gerçekleşen ve egzojen uyarı olmaksızın insan vücudunda meydana gelen insülin salgılama 

şeklidir. Uyarılmış salgılama ise ağızdan besin alımına bağlı,  hücresinin verdiği insülin 

sekresyon cevabıdır (İmamoğlu 2006). 
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Şekil 1. İnsanda İnsülin Proteinin Yapısı (Whittingham et al. 2005). 

Diabetes mellitus riski oluşturan parametreler 

Genetik Sendromlar, Endokrin Hastalıklar, Pankreatik Hastalıklar, İlaçlar, Kimyasal 

Ajanlar, Toksinler (Olgun 2005). 

Diabetes mellitus tanı kriterleri 

1- Kişilerde rastgele plazma glukozunun ≥ 200 mg/dL olması 

2- Açlık plazma glukozunun (APG) ≥ 126 mg/dL olması (Açlık minimum 8 saat 

sürmeli) 

3- Hemoglobin A1C (HbA1c) seviyesinin yetişkinlerde %6,5'nin üstünede olması  

4- Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) ‘nin venöz kanda 2. saat glukoz değerinin ≥ 

200 mg/dL üzerinde ise diyabet olarak kabul edilmektedir (American Diabetes 

Association 2012).  

Diyabetik komplikasyonlar 

Diyabet sonucu oluşan komplikasyonlar, mikrovasküler ve makrovasküler olarak iki 

grupta sınıflanmaktadır. Mikrovasküler oluşumlar; retinopati, nöropati ve nefropatidir. 

Makrovasküler oluşumlar ise özellikle koroner kalp hastalığı, periferik damar hastalıkları ve 

serebrovasküler komplikasyonlardan meydana gelmektedir (Eroğlu 2018). 
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Şekil 2. Diyabetik komplikasyonlara yol açan yolaklar 
(GFAT Glutamin: fruktoz-6-fosfat amidotransferase; DAG Diaçilgliserol; PKC Protein Kinaz C; GLU Glutamik 

asit; GLN Glutamin) Aşırı süperoksit, glikolitik enzim GAPDH'yi kısmen inhibe eder, böylece yukarı akış 

metabolitlerini glikolizden glikoz aşırı kullanım yollarına yönlendirir. Bu, dihidroksiaseton fosfatın (DHAP) bir 

PKC aktivatörü olan DAG'a ve trioz fosfatların ana hücre içi AGE öncüsü olan metilglioksal'e akışının artmasıyla 

sonuçlanır. UDP-N-asetilglukozamin'e artan fruktoz-6-fosfat akışı, proteinlerin O-bağlı N-asetilglukozamin 

(GlcNAc) tarafından modifikasyonunu arttırır ve poliol yolundan artan glikoz akışı NADPH'yi tüketir ve GSH'yi 

tüketir (Brownlee 2001). 

Diyabetik komplikasyonların sınıflandırılması 

Braunvvald ve arkadaşlarının yaptığı çalışmaya göre diyabetik komplikasyonların 

sınıflandırması;  

1. Akut (metabolik) komplikasyonlar  

- Hipoglisemi 

- Hiperozmolar non-ketotik koma 

- Diyabetik ketoasidoz 

- Laktik asidoz 

2. Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar 

A. Mikrovasküler komplikasyonlar 

- Diyabetik retinopati 

-Diyabetik nöropati 

-Diyabetik nefropati 
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B. Makrovasküler komplikasyonlar 

 -Hipertansiyon 

- Kroner arter hastalığı 

- Serebrovasküler hastalığı 

C. Diğer kronik komplikasyonlar 

- Gastrointestinal 

- Genitoüriner (seksüel disfonksiyon, üropati) 

- Dermatolojik 

- Kemik ve mineral metabolizma bozukluklar 

- Diyabetik ayak 

- Psikolojik problemler ve psikiyatrik bozukluklar (Braunvvald et al. 2004) 

DM’nin sınıflandırılması  

Diyabet hastalarının %85'i Tip 2, %15'i ise Tip 1 DM’dir. Ve bu dağılımlar etnik köken, 

cinsiyet, yaşlanma, genetik ve çevresel parametreler ile ülkeden ülkeye değişiklik 

gösterebilmektedir (Özata and Yönem 2006). 

Tip-1 DM 

1. Immün nedenli 

2. Idiyopatik 

Tip-2 DM 

1. Periferik insülin direnci ön planda 

2. Insulin sekresyon yetmezliği ön planda 

Gestasyonel DM 

Diğer spesifik tipler 

A. -hücre fonksiyonunun genetik defektleri 

1. Kromozom 20, HNF- 4a (MODY1)  

2. Kromozom 7, glukokinaz (MODY2) 

3. Kromozom 12, HNF- 1a (MODY3) ve diğerleri  

B. İnsülin fonksiyonunda genetik defektler 

1. Tip A insülin direnci 

2. Leprechaunism 
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3. Rabson-Mendenhall sendromu ve diğerleri 

C. Ekzokrin pankreas hastalıkları 

1. Pankreatitler 

2. Travmal pankreatektomi 

3. Neoplazitler ve diğerleri 

D. Endokrinopatiler 

1. Akromegali 

2. Cushing sendromu 

3. Glukogonoma vd. 

E. İlaç ve kimyasal sebepler  

1. Vakor 

2. Pentamidin 

3. Nikotinik asit vd. 

F. Enfeksiyonlar  

1. Konjenital rubella 

2. Sitomegalovirus enfeksiyonu vd. 

G. Otoimmun diyabetin nadir formları 

1. Anti- insülin reseptor antikorları 

2. Stiff-man sendromu vd. 

H-Diğer genetik hastalıklar 

1. Down sendrumu 

2. Klinifelter sendromu vd. 

Diabetes mellitusun etiyolojik sınıflandırılması (Anonymous 2005). 

1997 yılında Amerikan Diyabet Birliği (ADA) yeni sınıflandırmayı yayımlamıştır. 

1- Tip 1 DM (Otoimmün tip DM ve İnsülin eksikliğinin başka nedenlerle oluştuğu tip 

1 DM) (IDDM) 

2- Tip 2 DM (NIDDM) 

3- Gestasyonel DM (GDM) 

4- Özel DM tipleri (American Diabetes Association 2012). 
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Şekil 3. Diyabet tipleri ve insülin davranışları (Anonymous 2013). 

Tip 1 DM hastalarında insülin hormonu bulunmamaktadır. Tip 1 diyabetin gelişimine 

sebep olan asıl gen yerleşimi 6. kromozomdaki HLA lokusudur. İmmünolojik süreçlerle 

pankreatik β- hücrelerinin bozulması veya total kaybına bağlı olarak gelişen insülin eksikliği 

ile ortaya çıkan ve insüline bağımlı olarak sürüp giden diyabet tipi olarak tanımlanmaktadır 

(Mellitus 2005). Kişilerde iştahsızlık, ağız kuruluğu, açlık hissi, çok idrara çıkma, kilo kaybı, 

kaşıntı, yaraların geç iyileşmesi, nükseden yaralar, bulanık görme başlıca bulgulardır. 

Hastalarda yoğun insülin tedavisi uygulanmaktadır. Hastalık 30 yaşından önce ortaya 

çıkmaktadır (Guariguata et al. 2014). Tip 1 DM’si olan bir annenin çocuğunda yine Tip 1 DM 

görülme olasılığı oldukça yüksektir. Tip 1 DM babada ise bu oran üç kat artmaktadır. Şayet 

hem anne hem de babada Tip 1 DM var ise risk oldukça fazlalaşmaktadır (Sacks 2005). NIDM 

insidansı dünya çapında artmaktadır ve her yıl yaklaşık 90.000 çocukta var olduğu 

düşünülmektedir. İnsidans oranı ülkeler arasında önemli değişiklikler göstermektedir. Bu 

varyasyonun nedeni tam olarak bilinmemektedir, fakat genetik yatkınlık (örneğin, HLA genetik 

risk faktörlerinin popülasyondaki prevalansı), muhtemelen hijyen ve çocukluk enfeksiyonlarını 

içeren çevresel ve yaşam tarzı faktörleri ile ilgili olabileceğine ihtimal verilmektedir (Diaz-

Valencia et al. 2015). 

Prevalansı oldukça yüksek olan ve genellikle 40 yaş üstü bireylerde görülen Tip 2 

diyabette de bulgular çok benzerdir. Tip 2 insülin salgısının bozukluğu, glikoz üretimindeki 

artış ve farklı seviyelerdeki insülin direnci ile karakterize olan heterojen bir diyabet tipidir 

(Chatterjee et al. 2017). Beta hücrelerinin kan şekerine olan yanıtı bozuktur ve beta hücresi 

glukozu tanıyamamaktadır (Goldman 2006; Ronald and Codario 2007). Genetik yatkınlık, 

obezite ve fiziksel hareketsizlik Tip 2 diyabetin ana sebepleri arasında gösterilmektedir. Bu 

diyabet türü ile birlikte göz, böbrek ve kardiyovasküler sistem hasar görebilmektedir 
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(Chatterjee et al. 2017). Kan şekerinin optimal kontrolü sağlanmadığı zaman morbiditeyi ve 

mortaliteyi negatif yönde etkileyerek akut ve kronik olmak üzere başka komplikasyonlara 

sebebiyet verebilir. Hiperglisemi, endotel, kalp, böbrek, göz ve sinir gibi glukoz taşınımı 

insülinle ilişkisi olmayan dokularda glukoz düzeyini artırır. Söz konusu durumun çeşitli 

komplikasyonlara ve bu dokularda hasara sebep olduğu bilinmektedir (Kawasaki et al. 1998; 

Oates 2002). Diyabet hastalığının oluşmasından ve gelişmesinden çeşitli faktörler sorumludur. 

Bunların ilki ve en önemlisi pankreatik β-hücrelerindeki hasar sonucu meydana gelen insülin 

yetmezliği ve bazı anomaliler sonucu periferik hücrelerde oluşan insülin direncidir. Diyabetik 

hastalarda karbohidrat, yağ ve protein metabolizmasındaki bozuklukların temel sebebi, insülin 

hormonunun hedef dokulardaki yetersiz etkisiyle ilişkilendirilmiştir (Altunoğlu 2012). İnsülin, 

plazmada bulunan glukozun, okside olup enerji metabolizmasında veya glikojen olarak 

depolanması için kas ve yağ dokusu gibi periferik dokulara taşınmasını sağlarken karaciğerde 

glikojenoliz ve glukoneogenezi baskılayıp hepatik glukoz üretimini sekteye uğratmaktadır 

(Donkin et al.1997; Breton et al. 2018). İnsülin direnci gelişmesi durumunda pankreatik β- 

hücrelerinin çalışma prensipleri bozulur ve fonksiyon kaybı meydana gelebilir böylece Tip 2 

diyabet meydana gelebilmektedir (Mooradian 2009). 

Tip 2 DM için risk faktörleri: 

1. Etnik gruplar  

2. Ailede var olan Tip 2 diyabet öyküsü 

3. Genetik belirleyiciler  

4. Çevresel faktörler 

5. Obezite 

6. Yaş 

7. Diyet 

8. Düşük fizik aktivitesi (Damcı 1999). 

Gestasyonel Diyabet (GDM) tanısı ilk olarak hamilelikte konulan glukoz intoleransıdır 

(American Diabetes Assosiation 1997). Gebeliklerin %7'si gibi bir kısmı GDM ile komplike 

olmakta ve bu değer farklı toplumlarda değişebilmektedir (American Diabetes Assosiation 

2003). Özel DM tipleri ise malnutrisyonla ilişkili ve bozulmuş glukoz toleransı ile beraber 

seyreden diyabet olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Malnutrisyonla ilişkili DM genellikle 

tropikal ve gelişmekte olan ülkelerde genç yetişkinlerde görülmektedir (Acker et al.1999). 

Bozulmuş Glukoz Tolerans sahibi hastalarda plazma glukoz değeri normal değer ile diyabet 

tanısı için gereken değer arasında bulunmaktadır. Bu değer OGTT ile ölçülmektedir (Huysal 

1999). 
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Enzim 

Enzimler canlı organizmalardaki kimyasal olayların tümünü gerçekleştiren ve 

reaksiyonların hızını attıran ve yan ürün oluşturmadan %100'lük bir verim sağlayan özgül 

biyomoleküllerdir. Doğada hali hazırda bulunan enzimler, temel aldıkları kaynaklarına göre 

hayvansal enzimler, mikrobiyal enzimler ve bitkisel enzimler olmak üzere 3 gruba 

ayrılmaktadırlar. Enzimler katalizledikleri tepkimeler sonucunda yok olmazlar ve tepkimenin 

dengesini korurlar (Bairoch 2000). Neredeyse tüm enzimler (katalitik RNA molekülleri hariç) 

protein yapıda olmakla beraber proteinlerin en özelleşmiş ve en geniş bölümünü 

oluşturmaktadırlar (Smith et al.1997). Protein yapıda olduklarından dolayı DNA tarafından 

kodlanmaktadırlar (Keha and Kührevioğlu 2012). Katalitik aktivasyonları doğal protein 

konformasyonu ile ilişkili olup enzimin denatüre olması, altbirimlerine ayrılması, amino 

asitlerine dönüşme durumunda katalitik aktivitesi düşmekte ya da yok olmaktadır (Nelson and 

Cox 2013). Tıpkı diğer proteinlerin sahip olduğu gibi yaklaşık olarak 12.000’den 1 milyona 

kadar farklılık gösteren bir molekül ağırlığına sahiptirler (Nelson and Cox 2013).  

Biyokimya alanındaki çalışmaların çoğu enzim üzerine olup özellikle kataliz üzerine 

odaklanmaktadır. İlk olarak enzim çalışmaları 1760-1825 yıllarında mide organındaki enzimler 

üzerinedir. Spesifik olarak bir enzim üzerine in vivo ortamda çalışan ilk bilim insanı S.S. 

Berzelius'tur. 1926 yılında J.B. Sumner’in üreaz enzimini Jack bean bitkisinden elde edilmesi 

ve sonrasında kristallendirme çalışması yaparak protein yapısını kanıtlanması önemli bir 

gelişme olmuştur. 1930’lu yıllarda J. Northrop ve Moses Kunitz’in pepsin, tripsin, kimotripsin 

enzimlerini kristallendirmesi ile de bu desteklenmiştir. J.B.S Haldene enzim ve substrat 

arasındaki etkileşimlerin substratı değiştirdiğini ve tepkimelerde kataliz fonksiyonu 

olabileceğini düşünerek enzimatik katalizleme temellerini atmıştır (Nelson and Cox 2013).  

Canlı organizmada organik maddelerin sentezi, yıkımı, kas hareketleri ve solunum gibi 

fizyolojik olaylar enzimlerin aracılığıyla gerçekleşmektedir. Enzimler substrat moleküllerine 

spesifik olarak bağlanarak ürün oluşturmaktadırlar. Aktivasyon enerjisini düşürerek 

reaksiyonun hızını arttıran enzimler düzenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel 

moleküllerin ayrıldığı yüzlerce tepkimeyi katalizlemektedir (Champe and Harvey 1997). 

Böylece kimyasal enerji korunur, dönüştürülür ve basit öncüllerden biyolojik makromoleküller 

üretilmektedir (Nelson and Cox 2013). Enzimler reaksiyon mekanizmalarına göre 6 ana 

kategoriye ayrılmaktadırlar. 

Oksidoredüktazlar: İki substrat arasındaki oksidasyon redüksiyon (yükseltgenme-

indirgenme veya redoks) reaksiyonlarını katalizleyen ana enzim grubudur.  
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Transferazlar: İki substrat arasındaki hidrojen hariç diğer işlevsel grupların transferini 

katalizleyen enzim grubudur. 

Hidrolazlar: Farklı bağların bir H2O molekülü eklenmesiyle hidrolizini gerçekleştiren 

enzim grubudur. 

Liyazlar: Hidroliz ve oksidasyondan ayrılan bir çalışma prensibi ile substratlardan 

grupları uzaklaştırarak, çift bağ oluşturan enzim grubudur. 

İzomerazlar: Yapısal, optik ve geometrik izomerlerin birbirlerine olan reaksiyonlarını 

gerçekleştiren enzim grubudur. 

Ligazlar (Sentetazlar): Fosfat bileşiklerinden fosfat bağının kopması ile oluşan enerji 

aracılığıyla iki molekülün bağlanmasını katalizleyen enzim grubudur (Keha and Kührevioğlu 

2012). 

Enzimlerin katalizledikleri tepkimelerde aktif yere bağlanan ve işlenen maddelere 

substrat denmektedir. Her substratın işlenebilmesi için vücutta değişken enzimler 

bulunmaktadır. Enzimlerin bir kısmı katalitik aktiviteleri için kofaktör (Fe+2, Mg+2, Mn+2, Zn+2 

gibi bir veya daha çok inorganik iyona ihtiyaç duymaktadırlar) veya koenzim (kompleks 

organik ve metalloorganik moleküllere ihtiyaç duymaktadırlar) adı verilen gruplara gereksinim 

duymaktadırlar.  Koenzimi ile birlikte kataliltik aktivitesi aktif olan enzimlere holoenzim denir 

ve kofaktörü bulunmayan enzime ise apoenzim denilmektedir. Bazı enzimlerin katalizleme 

görevlerini yerine getirebilmek için protein yapıda olmaları yeterken, bazıları ise protein yapıda 

olmayan kofaktör gruplara mecbur kalmaktadırlar (Nelson and Cox 2013). 

Apoenzim + Kofaktör = Holozenzim (Nelson and Cox 2013). 

Aynı türdeki canlılarda aynı reaksiyonları gerçekleştiren fakat farklı kimyasal ve 

fiziksel özelliklere sahip olan enzimlere izoenzim denilmektedir. İzoenzimlerin kendilerine 

özgü olan substratlarına, kofaktörlerine ve inhibitörlerine karşı eğilimleri değişkenlik 

göstermektedir. İzoenzimler arasındaki farklılıklar amino asit dizilimi ve sayısından ve doğru 

orantılı olarak farklı genlerinin olması, izoelektrik noktalarının değişkenlik göstermesi, 

elektroforetik hareketlerinin farklı olması, lokalizasyonlarının değişken olması olmak üzere 

sıralanmaktadır (Devlin 2002). 

Enzimler bazı metabolik hastalıklar ile ilişkisinden dolayı yoğun olarak üstünde durulan 

bir konudur. Bazı hastalıklarda özellikle de kalıtsal olan türlerde bazı enzim ya da enzimlerin 

yokluğu söz konusu olmaktadır. Aynı şekilde bir grup hastanın da hastalık kaynağı enzimin 

aşırı aktivitesi sebep olabilmektedir. Eritrositlerde, kan plazmasında ya da doku örneklerinden 

elde edilen enzim aktivitesi hastalık tayini için oldukça mühim olmaktadır. Bu nedenle enzim 
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aktivasyonu ve inhibisyonu sadece tıp alanında değil aynı zamanda biyokimya alanında da çok 

fazla çalışılan konular arasında sayılmaktadır (Nelson and Cox 2013). Enzimlerin 

aktivitelerinin bazı bileşikler veya organik sentezler ile artıp azalmasıyla inhibisyon veya 

aktivasyon çalışmaları yapılmaktadır. 

Enzim aktivasyon hızlarına etki eden parametreler 

1. Substrat konsantrasyonu 

2. Enzim konsantrasyonu 

3. pH 

4. Sıcaklık 

5. İnhibitör ve aktivatör konsantrasyonu 

6. Kofaktör konsantrasyonu 

7. İyonik şiddet (Söyler 2006). 

Enzimlerin aktivasyonunu düşüren veya yok eden bileşiklere inhibitör denmektedir 

(Şehitoğlu 2012). Enzim inhibitörleri tepkimeleri yavaşlatmakta veya sonlandırmaktadırlar. 

Enzim inhibitörleri iki genel gruba ayrılmaktadır (Keha et al. 2014).  

Geri Dönüşümlü İnhibisyon: İnhibitörler enzime nonkovalent bağlanmaktadırlar. 

A- Yarışmalı İnhibisyon: İnhibitörler enzimin aktif bölgesine bağlanmakta ve yapısal 

olarak substrata benzemektedirler. Vmax (enzimin reaksiyonda gelebileceği 

maksimum hız) değişmez iken KM (Enzimin substarata olan ilgisini gösteren) 

artmaktadırlar.  

 

Şekil 4. Yarışmalı İnhibisyon (Nelson et al. 2013). 

B-Yarışmasız İnhibisyon: İnhibitörler farklı bölgeye eş zamanlı bağlanabilmektedir. 

Bu durum bağlanmanın olduğu yerin enzimin aynı bölgesinde olmadığını göstermektedir. Vmax 

azalır iken KM sabit kalmaktadır. Farklı bağlanımdan ötürü iki çeşit inaktif kompleks 

oluşabilmektedir. 
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 Şekil 5. Yarışmasız İnhibisyon (Nelson et al. 2013). 

C-Yarı Yarışmalı İnhibisyon: İnhibitörler, serbest enzimlere bağlanamamakta ve 

ES’ye bağlanmaktadırlar. Fazla substratlı enzimlerde bu tip inhibisyon görülmektedir. KM ve 

Vmax azalmaktadır. 

 

Şekil 6. Yarı Yarışmalı İnhibisyon (Nelson et al. 2013). 

Geri Dönüşümsüz İnhibisyon: İnhibisyon enzime kovalent bağ ile bağlanabilmektedir 

ve zor ayrışan bir komplex meydana getirebilmektedir. Dönüşümsüz inhibisyon tipinde Vmax 

azalır, KM ise değişmez. (Güner 2007; Nelson and Cox 2013).  

 

Şekil 7. Geri dönüşümsüz İnhibisyon (Nelson et al. 2013). 

Poliol yolağı 

1956’da yaptığı bir çalışmada Hers, enerji kaynağı olarak sperm hücrelerinin, seminal 

kesede poliol yolu (PP) vasıtasıyla glukozun fruktoza dönüşümünü göstermiştir (Hers 1956; 

Kador et al. 1986; Bhatnagar and Srivastava 1992). Sonraki çalışmalarda poliol yolunun varlığı 

diyabetik sıçan lensinde tespit edilmiştir (Heyningen 1959). Optimum standartlarda poliol 

yoluna giren glukoz total glukoz miktarının %0,1'inden azdır (Vander Jagt et al. 1988; Petrash 

et al. 1992). Glikozun oldukça fazla bir kısmı hekzokinaz enzimi ile fosforillenerek glikoz-6-
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fosfota dönüşmekte ve bununla beraber glikoliz reaksiyonu ile metabolize olmaktadır. Bu 

durumda aldoz redüktaz (AR) enziminin glukoz için afinitesinin oldukça düşük olmasından 

dolayı, fosforilize olmayan glikozun ortalama %3'ü poliol yoluna dahil olarak sorbitol ve 

fruktoza metabolize edilmektedir (Beyer and Hutson, 1986; Cardenas et al. 1998). 

 

Şekil 8. Glukoliz ve poliol yolağı (Gonza´lez et al. 1984). 

 Glukozun sorbitole dönüşümünü sağlayan poliol yolağı sorbitol dehidrogenaz (SDH) 

ile tamamlanmakta ve böylece poliol yolağında NADPH’ın kullanımı ve oluşturulmasıyla 

birlikte, glikoz fruktoza dönüştürülmüş olmaktadır (Petrash 2012). Poliol yolunun ilk enzimi 

olan AR, aldo şekerlerin ve diğer doymuş ve doymamış aldehitlerin azalmasını katalize 

etmektedir (Demir et al. 2019; Sever et al, 2020).  Sorbitol Dehdirogenaz (SDH), PP'nin ikinci 

enzimidir, koenzim olarak NAD+ kullanır ve oksidoredüktaz enzim ailesinin bir üyesidir. Poliol 

yolunun genel ürünleri sorbitol, fruktoz ve NADH'dir. NADH üretimi ise NADPH 

tüketiminden kaynaklanmaktadır. PP'de sorbitolün fruktoza dönüşümünde hayati bir rol 

oynayan homotetramerik bir enzimdir. Bu metabolik yol, sperm hücreleri, plasenta, böbrek, 

retina, lens ve karaciğer dahil birçok doku için çok önemlidir (Demir et al. 2020).  

Poliol yolağının diyabette hem nöral hem de vasküler komplikasyonların gelişiminde 

önemli bir rol oynadığı öne sürülmüştür (Tang et al. 2012; Kaneko and Ramasamy 2004). AR 

inhibisyonunun diyabetiklerde vasküler ve diğer komplikasyonları tersine çevirdiği 

gösterilirken, SDH inhibisyonunun Streptozotocin (STZ) ile indüklenen diyabetik sıçan 

modelinde otonomik nöropatiyi şiddetlendirdiği gösterilmiştir (Verrotti et al. 2014; Schmidt et 

al. 2001). Bu ayrıca sorbitolün diyabet otonomik nöropatide sinir hasarına aracılık etmede 

önemli bir rol oynayabileceği gerçeğini desteklemektedir (Yagihashi et al. 2011). Olması 

gereken optimum koşullar altında total glukoz tüketiminin az bir kısmı poliol yolağı aracılığıyla 

metobilize edilmektedir. Hiperglisemik şartlar olunca hücre içi glukoz konsantrasyonu 

artmakta ve bunun neticesinde polialkollerin sorbitole dönüşümü artmaktadır. Böylece, 
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NADPH miktarı azalmaktadır. Sorbitolun fruktoza indirgenmesi, ortamda bulunan NAD+ 

kofaktörü ile, SDH tarafından meydana getirilmektedir. Hiperglisemi meydana gelmesi 

durumunda glukozun poliol yolağı ile kullanılması ortalama %11-%33 oranları arasında 

değişim göstermektedir. Bu nedenle, poliol yolağının diyabetik komplikasyonların 

oluşumundaki rolü oldukça fazladır (Brownlee 2001). 

Patolojik kardiyak hipertrofi gelişiminde poliol yolağının rolünü incelemek için sınırlı 

çalışmalar yapılmıştır (Baba et al. 2018). 

 

Şekil 9. Poliol (sorbitol) yolu (Alım and Beydemir 2012). 

AR enzimi 

Aldo-keto redüktaz süper aile üyeleri monomerik yapıda olan genellikle 315- 330 amino 

asitten meydana gelen proteinlerdir (Hara et al. 1983). Bu protein ailesi ara metabolizma, 

detoksifikasyon ve biyosentez gibi pek çok fonksiyondan yükümlü holoenzimleri içermektedir. 

Yine bu aileye mensup olan AR enzimi (Alditol: NADP+ 1- oksidoredüktaz, E.C. 1.1.1.21), 

indirgenmiş formdaki NADPH’ ı kofaktör görevinde kullanan, glukoz indirgeyerek glukozun 

sorbitole dönüşümünü NADPH’a bağımlı olarak katalizleyen önemli bir enzimdir. AR enzimi 

toksik aldehitleri inaktif alkollere dönüştürmektedir. Bu dönüşüm diyabetik komplikasyonlar 

için anahtar rol oynayarak ve diyabet hastalarında gelişen hiperglisemi, oksidatif stres ve hücre 

fonksiyonunun bozukluğuyla ilişkilendirilmektedir (Askwith et al. 2009) Hücrenin sitozolünde 

bulunan AR, ortalama 36 kDa olup, aminoasit sayısı 325’dir. (Türkeş et al. 2019; Kumar and 

Reddy 2007). AR enzimi, aminoasitlerin /  (8  ve 8  bulunmaktadır) katlanmasıyla 

meydana gelen fıçı yapısındadır ve substrat bağlanma bölgesi  kıvrımlarının son kısmında 

bulunan karboksi terminal ucunda bulunmaktadır (Bohren et al. 2005; Wilson et al. 1992). AR, 

geniş bir substrat spesifikliği sergilemekte ve metabolik hastalıklarla ilişkili endojen substratlar 

arasında, sorbitol, galaktitole dönüştürülen glukoz ve galaktoz bulunmaktadır. Ayrıca AR için 

mükemmel substratlar aldoheksozlardan türetilen reaktif şekerler ve triozlardır (Vander et al. 

1995). Normal şartlar altında yüksek orandaki kısmı hekzokinaz enzimi aracılığıyla fosforile 

edilmekte ya da pentoz fosfor için substrat olarak kullanıldığından glikozun az bir bölümü 
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poliol yoluyla metabolize edilmektedir. Hiperglisemi ile poliol yolağından geçen glukoz akışı 

oldukça artmaktadır (Cheng et al. 1986).  

 
Şekil 10. Aldoz redüktaz enziminin temel yapısı (Costantino et al. 1999).  

 

 Şekil 11. AR ve SDH enzimlerinin diyabetik komplikasyonlarla ilişkisine genel bakış 

(Srivastava et al. 2005). 
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AR, kataraktogenez, nefropati, retinopati ve nöropati gibi diyabetik komplikasyonlarda 

anahtar rol oynayan poliol yolunun ilk ve hız kısıtlayıcı enzimidir (Kato et al. 2009). AR 

enziminin inhibitörleri, poliol sentezindeki ilk basamağın katalizörü olmasından kaynaklı 

oluşan bu komplikasyonların önlenmesi için mühim bir terapötik ajan potansiyeli olarak 

düşünülmektedir. Diyabet hastalarının yaşam kalitelerini arttırabilmek için yeni inhibitör 

araştırmalarının yapılması kaçınılmazdır (Ziegler 2004). Bu sebeple, AR katalizörünü daha iyi 

anlamak ve diyabet ilişkili dokularda sorbitolün sentezini engelleyebilmek için terapötik 

stratejiler geliştirilmeye çalışılmaktadır. Enzim seviyesinin, diyabetik komplikasyonların hedef 

dokularında daha yüksek miktarda olması, bu durumların oluşumundan AR’nin sorumlu 

olduğunu işaret etmektedir (Tanimoto et al. 1998). AR enziminin aktif kısmı, α, β katlanması 

ile meydana gelen fıçı yapının karboksil terminalinde bulunmaktadır. 

Genellikle inhibitörler, piridin halkasına yakın olan polar baş kısıma bağlanmaktadırlar 

ve muhtemel aromatik ve apolar kalıntılar oluşturmaktadır (Petrash, 2004).  

SDH enzimi 

SDH, dehidrogenaz/redüktaz protein ailesine mensup bir oksidoredüktazdır. SDH 

enzimi hiperglisemi geliştiğinde aktifleşen mikrovasküler ve makrovasküler gibi diyabetik 

komplikasyonların oluşumunda önemli olan bir enzimdir (Obrosova et al. 1999; Nishikawa et 

al. 2000; Chu-Moyer et al. 2002; Amano et al. 2003). Bu bağlamda diyabetin çeşitli 

komplikasyonlarının azaltılması ve tedavi için kullanılabilecek ilaçların geliştirilmesi amacıyla 

önem taşımaktadır. Karbonhidratların poliollere indirgenmesi ve karşılık gelen ters 

reaksiyonlar, çok farklı kaynaklardan gelen bir takım enzim tarafından katalize edilmektedir. 

SDH (L-İditol: NAD+ oksidoredüktaz, EC 1.1.1.14) ‘ın sistematik ismi L-İditol’dür. (Lindstad 

et al. 1994). SDH, çeşitli dokularda gösterilmiş ve tetramer olmak üzere alt birimi başına bir 

çinko iyonu içermektedir ve insan SDH enziminin tüm alt birimleri katalitik aktiveye sahiptir 

(Eklund et al. 1985). Her biri 356 kalıntı ve tek çinko (Zn) atomundan oluşan yaklaşık 37 kDa 

alt birimi ile 155 kDa'lık bir tetramerik moleküldür (Jeffery et al. 1984; Jeffery et al. 1981). 
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Şekil 12. İnsan SDH enzimin yapısı (Pauly et al. 2004). 

 Çeşitli dokulardaki sorbitol birikimi diyabet ilişkili oluşan komplikasyonlar ile 

ilişkilendirilmektedir. SDH aktivitesinin yükselmesi ile meydana gelen NADH, NADH-

oksidaz (Nox) enziminin katalizlediği reaksiyonla serbest oksijen radikalleri (ROS) oluşmasına 

sebep olmaktadır (Tesfamariam 1994; Morre et al. 2000). ROS‘lar gliseraldehit-3-fosfat 

dehidrogenaz enziminin inhibe olmasına, AR enzim aktivitesi artışına ve poliol yoluna daha 

çok glukozun girişine neden olmaktadır (Stevens et al. 2000). SDH enziminin aktivasyonu, 

dokular üzerinde zararlı bir etkiye sahip olan artan sorbitolün uzaklaştırılmasını sağlamaktadır 

(Cameron et al. 1997; Kador et al. 1998). AR inhibitörü ve SDH aktivatörünün eşzamanlı 

kullanımı, sorbitol birikimine daha etkili bir çözüm sağlayabilmekte, böylece diyabetik 

komplikasyonlar için etkili bir tedavi olasılığını arttırabilmektedir. SDH, koenzim olarak 

NAD+’ ı kullanarak bir alkol oluşumu olan ve hidrofilik özellik gösteren sorbitolun fruktoza 

oksidasyonunu katalizlemektedir. (Jeffery et al. 1984; Jörnvall et al. 1984). SDH’ın katalitik 

kısmında bir H2O ve His69, Glu70, Cys44 ile ilişkili olan çinko atomu mevcuttur (Pauly et al. 

2003). 
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Şekil 13. SDH enziminin aktif bölgesindeki çinko iyonunun koordinasyonu (Johansson et al. 

2001). 

SDH, karaciğer, beyin, göz lensleri ve eritrositler dahil olmak üzere bütün memeli 

dokularda neredeyse her yerde eksprese edilmektedir. Diyabetik komplikasyonların ortaya 

çıkmasındaki rolünden dolayı büyük ilgi görmektedir (El-Kabbani et al. 2004). 

Hiperglisemiden kaynaklanan komplikasyonlar arasında nöropati, retinopati ve nefropati ile 

kalp hastalığı ve inme gibi kardiyovasküler problemler yer almaktadır (Jedziniak et al. 1981; 

Costantino et al. 1999).  Sorbitolün SDH yoluyla fruktoza oksidasyonu, sitozolik NAD+/NADH 

oranında bir azalmaya sebep olmaktadır. Normal koşullarda, bu redoks dengesi, piruvatın 

laktata indirgenmesiyle korunmaktadır. Bununla birlikte, hiperglisemik koşullarda, NADH 

seviyelerindeki büyük artış, gliseraldehit-3-fosfattan 1,3-bifosfogliserat üretimini inhibe ederek 

(Ross et al. 1966) NAD+ rejenerasyonunu yavaşlatmakta ve glikoliz yolunu 

etkileyebilmektedir. Nihayetinde glikozun poliol yoluna daha fazla kanalize edilmesi, sitozolik 

NAD+/NADH oranını azaltmaktadır, bu da vücutta pentoz fosfat döngüsü ve trikarboksilik asit 

(TCA) döngüsü gibi çeşitli süreçleri etkileyen bir olaylar zincirini başlatmaktadır. NAD+ 

düzeylerindeki azalma, damar geçirgenliğinde ve ayrıca glukoz ve lipid metabolizmasında 

değişikliklere yol açabilmektedir (Jeffery et al. 1983).  

α - Glukozidaz 

α-Glukozidaz enzimi  karbonhidrat metabolizması için oldukça önemlidir (Taslimi et 

al. 2017). Mikroorganizmalar tarafından nişastanın parçalanması α-glukozidaz ile 

gerçekleştirilmektedir. α-glukozidazlar genelde transglukozilasyon aktivitesine sahip ve geri 

dönüşümlü olarak bilinmektedirler α-Gukozidik bağların hidrolizini katalize etmektedirler 
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(Truscheit et al. 1981) ve nişasta parçalanmasının son basamağını katalizlemektedirler. α-

glukozidaz enzimleri lokal olarak ince bağırsağın fırçamsı yüzey tabakasında bulunmaktadırlar. 

α-glukozidazlar oligo ve disakkaridleri monosakkaridlere parçalamaktadırlar. 

Monosakkaridlerde bağırsak duvarından emilip kana geçmektedirler. α-glukozidaz enzim 

inhibitörleri bu enzimleri yarışmalı olarak inhibe etmektedirler.  Bilinen mühim α-glukozidaz 

enzimleri glukoamilaz, sukraz, maltaz, izomaltaz, laktazdır (Tatar 2007). Ortalama %10 ila 

%30 değerinde amiloz ve %70 ile %90 değerinde amilopektin polimerlerinde oluşmaktadırlar. 

Amiloz 6000 D- glukoz molekülünün -1,4 glukozidik bağ aracılığıyla bağlanması sonucu 

meydana gelen düz zincirler bulunduran bir polimerdir ve amilopektin polimeri ise -1,4 

glukozidik bağı vasıtasıyla bağlı olan 10- 60 kadar glukoz molekülünün buluşmasıyla 

oluşturdupu kısa düz zincirler ve yine bu zincirlere -- 1,6 glukozidik bağ ile bağlanmış 15-45 

kadar glukoz molekülünden meydana gelmektedir. Enzimin molekül ağırlığı 30 ile 102 kDa 

arasında değişmektedir (Çöleri 2007; Maarel et al. 2002). - Glukozidazlar (E.C.3.2.1.20, α-

D-glukozid glukohidrolaz, ekzo-α-1,4- glukozidaz) nişasta yapısı D-glukoz monomerlerinden 

meydana gelen bir polisakkarit olup, amiloz ve amilopektinin parçalanma ürünleri olan kısa 

zincirli oligosakkaridlerdeki α-1,4 glukozidik bağlarını hidroliz ederek parçalayan serbest 

glukoz birimleri meydana getiren enzimlerdir ve primer yapılarındaki farklılar nedeniyle 

birbirinden ayrılan 13. ve 31. - Glukozidaz olmak üzere iki familyaya ayrılmaktadırlar (Piller 

et al. 1996; Henrissat et al. 1995; Henrissat et al. 1993). Substratları, özgünlüklerine bağlı 

olarak -oligo- ve polisakkaritlerdir. -Glukozidazlar bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda her 

yerde bulunan hidrolazlardır. α-glukozidazlar özellikle ekzo tipi hidroliz reaksiyonu ile 

substratın redükleyici olmayan terminal ucundan her seferinde bir D-glukoz molekülünü 

serbest bırakmaktadırlar (Taslimi et al. 2017). Bu bağlamda diyabet hastalarının tedavisi için 

polisakkarit molekülleri hidrolize eden ve bunları monosakkarite dönüştürebilen enzimlerin 

inhibisyonu çalışmaları dikkat çekmektedir. Güncel olarak birçok sektörde kullanıldığı üzere 

özellikle sağlık sektörü, temel enzimolojik çalışmalar, nişastanın işlenmesi ve 

oligosakkaritlerin sentezi gibi önemli endüstriyel protokollerde termostabil α-glukozidazlar ile 

oldukça fazla ilgilenilmektedir (Çöleri 2007). (Truscheit et al. 1981). 
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Şekil 14. α-Glukozidaz enziminin üç boyutlu yapısı (Lin et al. 2019). 

 Açil Tiyoüre bileşikleri 

 Genel olarak R1R2N–C(S)–NR1R4 molekül formülü ile gösterilebilen tiyoüre türevi 

bileşikleri, azot atomları üzerindeki ikame derecesine bağlı olarak mono-, di-, tri- veya tetra-

sübstitüentli tiyoüre türevleri olabilmektedir. 1-(açil/aroil) sübstitüe tiyoüre türevi bileşikler ise 

üre çekirdeğine bağlı bir karbonil grubunun varlığına işaret etmektedir. Bu molekül sınıfının 

ilk örneği olan CH3C(O)NHC(S)NH2 bileşiği yaklaşık bir asırdan beri bilinmektedir. 

Sübstitüsyon genellikle 1-(açil/aroil)-3-(monosübstitüe) ve 1-(açil/aroil)-

3,3(disübstitüe)tiyoüre türevlerini veren ikinci azot atomunda olmaktadır. Açil/aroil tiyoüre 

türevi bileşiklerin genel olarak molekül formülü R1C(O)NHC(S)NR2R3 şeklindedir. 

 

Şekil 15. Açil Tiyoüre molekül yapısı 

Son yirmi yılda 1,3-disübstitüe tiyoürelerin sentezi ve bu bileşiklerin ilaç kimyası, 

koordinasyon kimyası, analitik kimya, malzeme kimyası gibi pek çok disiplinde uygulamaları 

ile ilgili çalışmalar çok yoğun bir şekilde gerçekleşmiştir. 1-(Açil/aroil)-3-sübstitüe tiyoüreler, 

her azot atomunda bir tane olmak üzere iki serbest hidrojen atomunun bulunması nedeniyle çok 
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çeşitli heterosiklik bileşiklerin sentezi için ara ürün olarak kullanılarak tiyazol, tiyohidantoin 

vb. gibi çok önemli farmakofor grupların sentezinde kullanılmaları, bu tür bileşiklerin ilaç 

kimyasında önemli bir yere gelmesine de katkı sağlamıştır (Nural et al. 2018; Erşen et al. 2017). 

Ayrıca, açil/aroil tiyoürelerin moleküler yapılarında bulunan karbonil ve tiyokarbonil 

grupları bu bileşiklerin çok çeşitli metal iyonları ile koordinasyon bileşikleri oluşturmalarına 

katkı sağlamaktadır. Koch 2001 yılında 1-(açil/aroil)-3-(alkil)- ve 1-(açil/aroil)-3,3-(dialkil)-

tiyoürelerin, özellikle platin grubu metallerle yaptıkları koordinasyon bileşikleri üzerinde 

yoğun çalışmalar yapmıştır. Son yıllarda, tiyoüre ligandlarına sahip çeşitli metal kompleksleri 

çevresel kontrolde kullanılan faydalı ara maddeler olarak ve iyon seçici elektrotlarda (ISE'ler) 

iyonoforlar olarak, (Otazo-Sanchez et al. 2001 ve Wilson et al. 2001) kullanımlarına ek olarak 

açil tiyoüre ligandlarının da hem sağlık hem de çevre için önemli anyonlar olarak kabul edilen 

florür ve siyanür gibi pek çok anyonun tayinlerinde kemosensör olarak kullanımları da (Gemili 

et al. 2018) yoğun bir şekilde çalışılmıştır. Açil/aroil tiyoüre türevi bazı metal komplekslerin 

floresans özellik gösterdiği ve metal sülfit nanopartiküller için prekursor olarak fonksiyon 

gösterdikleri de literatürde yer almaktadır (Semeniuc et al. 2010; Afzaal et al. 2010, Bruce et 

al. 2007). Bu tür bileşiklerde çok fazla sayıda X-ışını kristal yapılarının mevcudiyeti son 

yıllarda ilaç kimyasında ki önemini artırmıştır (Saeed et al. 2014). Bu nedenle, yüksek verimli 

ilaç benzer özellikleri optimize etmek için yapı-aktivite ilişkisi analizleri yapılabilir. Bir dizi 

salisilik asit-tiyoüre türevi bileşiğin, florür iyonu gibi biyolojik olarak önemli anyonlar için 

seçici ve hassas bir şekilde tayinlerine imkân veren kemosensörlerin geliştirildiği de literatürde 

rapor edilmiştir (Li et al, 2012). Bununla birlikte, açil/aroil tiyoüre türevi bileşiklerin antikanser 

(Koca et al. 2016; Koca et al. 2013) antibakteriyel, antifungal (Erşen et al. 2017; Gemili et al. 

2017) ve analjezik (Shoaib et al. 2014) gibi geniş spektrum farmakolojik aktiviteler 

gösterdikleri literatürde mevcuttur. Bununla birlikte, bazı polisübstitüe açil tiyoüre türevlerinin 

güçlü influenza virüsü inhibitör özelliği gösterdiği bilinmektedir. Bir grup (Anchoori et al.  

2008), üre ve tiyoüre bileşiklerinin kanser hücrelerinin tedavisi için ajanlar olarak kullanımını 

kapsamlı bir şekilde çalışmış ve bu bileşiklerin mitotik durmaya ve nihayetinde hücre ölümüne 

neden olan mikrotübül düzeneğine müdahale etme yeteneklerinin olduğu bildirmiştir. 

Deneysel çalışmamızda kullandığımız önceden sentezlenmiş Açil tiyoüre bileşikleri 

potansiyel olarak nanoteknolojik çalışmalar, ilaç geliştirme çalışmaları, ilaç hammaddesi olarak 

kullanım ve biyolojik çalışmalara kadar yaygın bir biçimde kullanılmaktadır. Ayrıca, son 

yıllarda 1,3-di- substitide edilmiş tiyoürelerin uygulamalarının sentezinde eşi görülmemiş bir 

artış görülmektedir. Bu bakımdan sentezlenmiş bu bileşiklerin diyabet ile poliol yolu 

ilişkisinden ötürü diyabetik çalışmalarda oldukça fazla kullanılan AR, SDH, ve karbonhidrat 
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parçalanmasında oldukça önemli bir rol oynayan -glukozidaz enzimleri üzerine inhibisyon 

çalışılmamış olması ve bu bileşiklerin  diyabette yer alan enzimler üzerine inhibisyon etkilerinin 

ön deneme çalışmaları sayesinde tespit edilmesiyle, bu türevlerin potansiyel bir diyabet önleyici 

ajan ve ilaç geliştirmede belirli bir potansiyele sahip olabilecekleri düşüncesi ile böyle bir 

çalışma yapılmıştır.    
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KURAMSAL TEMELLER 

 Teze Genel Bakış 

DM, doğrudan insülin direncinden, yetersiz insülin sekresyonundan veya aşırı glukojen 

sekresyonundan temel alan hiperglisemi ile karakterize edilen bir grup fizyolojik fonksiyon 

bozukluğu olarak tanımlanmaktadır. Diyabet iki sınıfa ayrılmaktadır. Tip 1 Diyabet (T1D), 

pankreas beta hücrelerinin harabiyeti sonucu meydana gelen otoimmün bir hastalıktır. 

Prevalansı daha yüksek olan Tip 2 Diyabet (T2D), işlevsiz pankreas beta hücresi ile insülin 

direncinin birleşimi sonucu artan bozulmuş glukoz regülasyonu sonucu meydana gelmektedir 

(Lewis et al. 2014; Ignatavicius and Workman, 2016).  Diyabet komplikasyonlar iki kategoriye 

ayrılmaktadır (WHO 2013). Mikrovasküler komplikasyonlar küçük kan damarlarının hasar 

görmesinden kaynaklanmaktadır. Mikrovasküler komplikasyonlar ise böbrek hasarına 

(nefropati) sebep olarak böbrek yetmezliğine yol açmaktadır; körlüğe yol açan retinopati ve 

enfeksiyonlara ve ampütasyonlara neden olabilen iktidarsızlığa ve diyabetik ayak 

rahatsızlıklarına, nöropatiye neden olmaktadırlar. Makrovasküler komplikasyonlar, daha büyük 

kan damarlarına verilen hasardan kaynaklanmaktadırlar. Makrovasküler komplikasyonlar 

inme, kalp krizi ve bacaklara kan akışı yetersizliği gibi kardiyovasküler hastalıkları 

içermektedir (Lewis et al. 2014; Ignatavicius and Workman, 2016).   

Poliol yolu bazı diyabetik komplikasyonlarda önemli role sahip olan ve hücresel 

toksisiteyi açıklayan en önemli mekanizmadır. Kan glukoz seviyesinin yükselmesiyle poliol 

yolu aktifleşmekte ve hücrede birtakım birikimler meydana gelmektedir (De la Fuente et al. 

2003). Poliol yolunun ilk enzimi olan AR diyabetik komplikasyonların patofizyolojisinde rol 

oynamakta ve poliol yolunun hız belirleyici enzimidir. AR enzimi bu sebeple diyabetik 

komplikasyonları engelleyebilmek ve tedavi edebilmek amacı ile önemli bir terapötik ajan 

potansiyeli taşımaktadır (Lucia et al. 2021). SDH enizimi ise poliol yolunun ikinci enzimi olup 

koenzim olarak NAD+’i kullanan ve sorbitol ile fruktoz arasındaki dönüşümlü oksidasyon-

redüksiyon reaksiyonunu katalizleyen bir metalo enzimdir (Linstand et al. 1994). SDH enzimi 

de diyabet ilişkili komplikasyonların oluşumunda önemli bir rol oynamaktadır. α-Glukozidazlar 

diyabet hastalarının tedavisi ve önlenmesi için polisakarideomolekülleri hidrolize eden ve 

bunları monosakkarite dönüştürebilen enzimlerin inhibisyon çalışmaları dikkat çekmektedir 

(Taslimi et al. 2017). 
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Açil tiyoüre türevleri, günümüzde giderek önemli hale gelmektedir. Türevlerin bazıları 

mantar öldürücü, antiviral, antimikrobiyal (Saeed et al. 2009) parazit öldürücü (Müller et al. 

2009), antitümöral (Faidallah et al. 2012), haşere öldürücü (Wang et al. 2005; Duan et al. 2010) 

ajan olarak kullanılmaktadır. Bazıları ise HIV inhibisyon aktvitesi göstermektedir (You et al. 

2011). 

Literatür Özeti 

AR, glikozu poliol yolunda sorbitole dönüştürür. Diyabetik komplikasyonları önlemek 

için önemli bir enzimdir. Demir ve arkadaşları yaptıkları çalışmada, bromofenol türevlerinin 

AR, α-glukozidaz ve α-amilaz enzimleri üzerindeki inhibitör etkilerini incelemişlerdir. 

Bromofenol serilerinde, bileşik 1f’nin, ± 0,01 μM Ki değeri ile AR'ye karşı maksimum 

inhibisyon etkisi gösterirken, bileşik 1d’nin, 1,13 ± 0,99 μM Ki değeri ile AR'ye karşı en düşük 

inhibisyon etkisini gösterdiğini bulmuşlardır. Ek olarak, enzim olarak domuz pankreasından 

elde edilen α-amilaz ve Saccharomyces cerevisiae'den elde edilen α-glukosidaz enzimi 

kullanmışlardır. Bu çalışmada, tüm bileşikler α-glukosidaz enziminin inhibisyonu için test 

edilmiş ve bu bileşiklerin α- glukosidaza karşı 43,62 ±5,28 ila 144,37 ±-16,37 nM aralığında Ki 

değerleri ile etkili inhibisyon profilleri gösterdiğini belirlemişlerdir. Ayrıca bu bileşikler, 9,63-

91,47 nM aralığında IC50 değerleri ile etkili bir inhibisyon profili belirleyen a-amilaz enzimine 

karşı test edilmiştir. Bu bileşiklerin, antidiyabetik ajanlar olarak AR, -glukosidaz ve a-amilaz 

enzimlerinin seçici inhibitörleri olabileceği belirtilmiştir (Demir et al. 2018). 

Çağlayan ve arkadaşları, sıçanlarda sodyum arsenit kaynaklı farklı organ toksisitesi 

üzerine hesperidin'in antidiyabetik ve antikolinerjik potansiyeller olarak metabolik enzimler 

üzerindeki etkilerini araştırmıştırlar. α-Gly, bütirilkolin esteraz (BChE), asetilkolin esteraz 

(AChE) sıçanların beyin, kalp, karaciğer, testis ve böbrek dokularındaki enzim aktiviteleri 

kontrole kıyasla HSP, SA, SA+HSP-100 ve SA+HSP-200 verilen sıçanların testis, karaciğer ve 

kalp dokularında CA aktiviteleri önemli ölçüde azaldığı gösterilmiştir (p<0,05). Karaciğer 

dokusunda tüm gruplarda verilen AChE ve BChE enzim aktiviteleri önemli ölçüde azaldığı 

ortaya konmuştur. Tüm dokularda, tüm gruplarda verilen α-Gly aktivitesi azaldığı belirtilmiştir. 

Mevcut çalışmada, AR enzim aktivitesi, standart ile karşılaştırıldığında tüm grupların testis, 

beyin ve kalp dokularında önemli ölçüde azaldığı bildirilmiştir (p<0,05). Sıçanların HSP 

gruplarının böbrek ve karaciğer dokularında PON1 enzim aktivitesinin kontrole göre anlamlı 

olarak arttığı ve SA gruplarının azaldığı tespit edilmiştir (Çağlayan et al. 2019). 
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Türkeş ve arkadaşları AR inhibisyonunun diyabetik komplikasyonların önüne 

geçebilmek amacı ile yaptıkları çalışmada, AR enzimi koyun böbreğinden basit yöntemlerle 

saflaştırmış ve bazı kalsiyum kanal blokerleri ile enzim arasındaki etkileşimleri belirlemiştirler. 

Kalsiyum kanalı blokerlerinin (sinnarizin, nilvadipine, amlodipin besilat, nifedipin, isradipin, 

ve nitrendipin), AR enzimi üzerine IC50 değeri 5,87-8,77 μM aralığında; Ki değerleri 2,07 ± 

0,72–5,62 ± 1,53 μM aralığında bulunmuştur. Kalsiyum kanal blokerleri farklı inhibisyon 

mekanizmaları göstermiştir. İsradipin ve nitrendipin dışındaki tüm çalışılan bileşiklerin 

yarışmalı inhibisyon etkisi gösterdiği belirlenmiştir. Bu ilaçlar arasında, sinnarizin en güçlü AR 

inhibitörü olduğu (Ki: 2,07 ± 0,72 μM) ve diyabetik komplikasyonların tedavisinde ve/veya 

önlenmesinde faydalı olabileceği gösterilmiştir (Türkeş et al. 2019). 

Demir ve arkadaşları AR’nin basit kromatografik yöntemlerini kullanarak koyun 

karaciğerinden saflaştırılması ve Pirazolil-tiyazollerin ((3a R ,4 S ,7 R ,7a S )-2-(4-{1-[4-(4-

bromofenil)tiazol-2-il]-5-(aril) inhibitör etkileri -4,5-dihidro-1 H -pirazol-3-il}fenil)-3a,4,7,7a-

tetrahidro- 1H -4,7-metanoizoindol-1,3( 2H )-dion türevleri; (3a -i) AR ve α-glikosidaz 

enzimleri üzerine etkileri araştırılmıştır. Tüm bileşiklerin, AR ve a-glikosidaza karşı iyi bir 

inhibitör etkisi gösterdiği ve bu bileşikler arasından, bileşik 3d’nin, AR enzimine karşı en iyi 

inhibisyon profili ortaya koyduğu tespit edilmiştir. (Ki: 7,09 ± 0,19 μM) 3e’nin, düşük 

inhibisyon etkisi gösterdiği tespit edilmiştir (Ki: 21,89 ± 1,87 μM). Ayrıca, bütün bileşiklerin 

α-glikosidaza karşıda etkili inhibisyon profili gösterdikleri ve Ki değerlerinin 0,43 ± 0,06-2,30 

± 0,48 μM aralığında olduğu belirlenmiştir. Son olarak çalışmada, bileşiklerin AR ve -

glikosidaza karşı bağlanma afinitelerini tahmin etmek için moleküler modelleme yaklaşımları 

uygulanmıştır ve moleküllerin ADME analizleri yapılmıştır (Demir et al. 2020). 

Aslan, AR ve SDH enzimlerini koyun karaciğerinden saflaştırmıştır. AR enzimi; 

homojenat hazırlanması, DE-52 Selüloz iyon değişim, amonyum sülfat çöktürmesi, Sephadex 

G-100 jel filtrasyon ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yöntemleri kullanılarak 

%2,11 verimle ortalama 161,9 kat saflaştırmıştır. SDH enzimi ise; koyun karaciğerinden 

homojenat hazırlanması, DE-52 Selüloz iyon değişim, amonyum sülfat çöktürmesi, CM-

Selüloz C-52 iyon değişim ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yöntemleri 

vasıtasıyla %0,53 verimle ortalama 9,07 kat saflaştırmıştır. Enzim saflık kontrolü ve alt 

birimlerin molekül kütlelerini belirtmek amacıyla SDS-PAGE yapmış ve AR 38,82 kDa ve 

SDH 37,74 kDa olarak tespit etmiştir. Enzimlerin KM ve Vmax değerlerini hesaplayarak yine bu 

enzimler üzerine bazı fenolik asitlerin etkileri saptamıştır. Linewear-Burk grafikleri ve Ki 

sabitleri ve inhibisyon tiplerini belirlemiştir. Çalışılan bileşikler içerisinde kafeik asit 
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bileşiğinin Ki; 0,002 değeri ile kuvvetli bir AR inhibitörü olduğu elagik asitin Ki; 0,045 değeri 

ile güçlü bir SDH inhibitörü olduğu sonucuna ulaşmıştır (Aslan 2015).  

Prostat kanseri kemoterapiye dirençli olduğundan Aldo-keto redüktaz 1C'nin (AKR1C) 

ekspresyonu, çeşitli kanserlerde ilaç direnci ve hastalık ilerlemesi ile ilişkilendirilmiştir. Huang 

ve arkadaşları, prostat kanserinde AKR1C ekspresyonu ile hastalık progresyonu arasındaki 

ilişkiyi araştırdıkları çalışmada. 1996’dan 2005'e kadar prostat kanseri olan Çin kökenli 86 

hastadan; Amerika kökenli 31 hastadan örnek toplamıştırlar. İmmünohistokimyasal yöntemler 

ile, dokulardaki AKR1C2'nin ekspresyonu değerlendirmiştirler. AKR1C2'nin aşırı 

ekspresyonunun, prostat kanserinde hastalığın ilerlemesi ile ilişkili olduğunu; 86 Çinlinin 

77'sinde (%89,5) ve 31 Amerikan örneğinin 28'inde (%90,3) aşırı eksprese edildiğini ve 

AKR1C2'nin aşırı ekspresyonunun, prostat kanserinde hastalığın ilerlemesi ile ilişkili 

bulunduğu bildirilmiştir (Huang et al. 2010). 

Santos ve arkadaşları, α-glukozidaz inhibitörleri olarak ksantonların, etki 

mekanizmalarının, deneysel prosedürlerinin ve yapı-aktivite ilişkilerinin çalışıldığı literatürün 

kapsamlı bir incelemesi olan bu çalışmada 280'den fazla doğal ve sentetik türevi kapsayan 

ksantonun analoglarını kullanmışlardır. Bu çalışma diyabet için ana terapötik hedeflerden biri 

olan α-glukozidaz enzimine karşı potansiyel inhibitör etkisi araştırılmıştır. Çalışmada analiz 

edilen yapılar ve bunların engelleyici profilleri arasındaki korelasyona derin bir anlayış 

sağlamak için bir dizi QSAR modeli uygulanmış ve tartışılmıştır. Çalışmanın sonucunda, 

ksantonlar -glukozidaz inhibitörleri olarak ayrıcalıklı bir motife sahip heterosiklik bileşiklerin 

bir sınıfı olduğu ve yeni geliştirilmiş anti-diyabetik ajanların arayışında gelecekteki araştırmalar 

için özel ilgiyi hak ettiği bildirilmiştir (Santos et al. 2018). 

Bir dizi aminoresorsinol bileşiklerinin türevleri ile ilgili yapılan başka bir çalışmada, 

sıçan bağırsak α-glukozidaz inhibisyonu üzerine etkisi araştırılmıştır. Çalışmanın sonucunda 2-

aminoresorsinol güçlü bir -glukosidaz inhibitör etkisi olduğu bildirilmiştir (Gao and 

Kawabata 2008). 

Literatürde tiyoüre bileşiklerinin özellikleri hakkında çeşitli çalışmalarda mevcuttur. 

Örneğin, yapılan bir çalışmada yeni 5,5-difenilpirolidin N- aroiltiyoüre türevlerinin ve 

işlevselleştirilmiş bir heksahidro-1 H- pirolo[1,2- c ] imidazolün sentezi ve antimikrobakteriyal 

aktivitesi çalışılmış ve bu çalışmada, beş yeni 5,5-difenilpirolidinden benzer şekilde 

hazırlanmış, N-aroylthiourea türevlerinin stereoselektif yapıları sentezlenmiştir. Cis- 

heterosiklik tioüre türevleri sterokimya, tekli kristal X-ışını kırınım çalışmaları ile karakterize 

edilmiştir. Bileşiklerin, Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve 

Staphylococcus aureus’ a karşı antibakteriyel aktivitesi bildirilmiştir. Acinetobacter baumannii 
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ve E. Coli suşlarına karşı 62,5-1000 μg/mL aralığında minimum inhibitör konsantrasyon 

değerleri tespit edilmiştir. Bileşiklerin antimikobakteriyel aktivitesi M. tuberculosis H37Rv 

suşuna karşı tespit edilmiştir ve tüm bileşikler, 80 μg/mL minimum inhibitör konsantrasyon 

değeri ile antimikobakteriyel aktivite sergilediği bildirilmiştir (Erşen et al. 2017). 

Diğer bir çalışmada, yeni 4-metilbenzoil içeren 5,5-difenilpirrolidin N-aroiltioüreler, 2-

klorobenzoil, 2,4-diklorobenzoil ve 2-naftoil bileşikleri sentezlenlenmiş ve yapısal analizleri 

1H Nükleer Manyetik Rezonans (NMR), 13C NMR, Kızılötesi spektroskopi (FT-IR) yöntemi, 

kütle spektrometrisi (MS) yöntemi ve HRMS teknikleri kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 5,5-

difenilpirrolidin Naroyltiyoüre türevi bileşiklerinin asit ayrışma sabitleri Hyperquad bilgisayar 

programı kullanılarak belirlenmiştir. Bu bağlamda 3b ve 3d bileşikleri için iki asit ayrışma 

sabiti elde edilmiş ve N-H ve enol ile ilişkili olduğu öne sürülmüştür. N-H, entiol ve enol 

grupları ile ilgili ve 3c bileşiği için elde edilen dört asit ayrışma sabiti N-H, enthiol, enol ve 

karboksil gruplarıyla ilişkili oldukları tespit edilmiştir (Nural 2017). 

Antypenko ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada dokuz yeni asil tiyoüre sentezlemişler 

ve sentezledikleri bileşiklerin saflıklarını LC-MS spektrumları ile doğrulamış ve her yapı 

element analizi, IR, 1H ve 13C NMR spektrumları ile aydınlatmıştırlar. Antifungal 

potansiyellerinin bir in vitro taramasını yaparak, üç madde (3, 5 ve 6) fitopatojenik öneme sahip 

11 mantar ve 3 Phytophthora suşuna karşı yüksek aktivite gösterdiği bildirilmiştir. İlaç 

benzerliği, lipofilisite değerlendirmesi olarak Salmonella ters mutajenite testi ile gen 

toksisitesinin analizi ve sınır moleküler orbitallerinin hesaplamalarını yapmıştırlar. Moleküler 

kenetleme ve yapı-aktivite ilişkisini ortaya koymuşturlar (Antypenko et al. 2019).
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MATERYAL VE METOD 

Materyal  

Tez çalışmasında kullanılan enzimlerden, AR ve SDH koyun böbreğinden saflaştırılarak 

elde edilmiş ve ç -glukozidaz ise ticari olarak temin edilmiştir. 

Çalışmalarda Kullanılan Cihazlar 

Tablo 1. Kullanılan Cihazlar 

Buzdolabı Siemens 

Spektrofotometre Beckman Coulter DU 730 

pH metre Thermo Orion Star A211 

Hassas terazi Denver 

Elektroforez tankı Biorad 

Soğutmalı santrifüj Hermle Z323 K 

Peristaltik pompa Ismatec 

Otomatik pipet Eppendorf 

Magnetic karıştırıcı Ika C- Mag HS7 

Çalkalayıcı Ika 

Saf su cihazı Merck 

Güç kaynağı Bio Rad Power Pac 3000 

Önceden sentezlenmiş olan açil tiyoüre türevi bileşikler  

 (2a): Dimetil 1-((4-metilbenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat 

(Nural 2017) 

(2b): Dimetil 1-((4-tert-butilbenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-

dikarboksilat (Erşen et al. 2017)  

(2c): Dimetil 1-((4-metoksibenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-

dikarboksilat (Erşen et al. 2017)  

(2d): Dimetil 1-((2-naftoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat (Nural 

2017)  

(2e): Dimetil 1-((2-klorobenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat 

(2e) (Nural 2017)  
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(2f): Dimetil 1-((4-klorobenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat 

(Erşen et al. 2017)  

(2g): Dimetil 1-((2,4-diklorobenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4 

dikarboksilat (Nural 2017) 

 

Şekil 16. Açil tiyoüre türevi bileşiklerin açık yapıları (Nural 2017; Erşen et al. 2017) 

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler 

Tablo 2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kimyasal Maddeler Üretici 

Firma 

Trihidroksimetilaminometan (Tris), Sodyumtiyosülfat, Glutaraldehit, 

N,N,N,N’tetrametiletilendiamin(TEMED), Guaiakol, Hidrojen peroksit, 

Formaldehit, Sodyum klorür, N,N'-metilen bisakrilamid, Standart serum 

albumin, Coomassie brillantblue G-250, Etanol, Coomassiebrillantblue R-250, 

Sodyum dodesilsülfat (SDS), Akrilamid, Sodyum karbonat, Sodyum bikarbonat, 

Brom timol mavisi, Gliserol, Metanol, Diklorometan, Etil asetat, Diyaliz torbası, 

sodyum fosfat, potasyum fosfat, NADP+, NADPH, sorbitol, DL-gliseraldehit, β-

merkaptoetanol, glisin, kolon materyalleri 

Sigma          

Chemical 

Company 

Hidroklorik asit, Fosforik asit, Gümüş nitrat, Sodyum sülfat, Sülfirik asit, 

İzoproponal 
E. Merk AG 

Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit (TCA) Riedel de 
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Metod 

Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

Aldoz Redüktaz enziminin aktivite ölçümü için gerekli olan çözeltiler: 

 pH=5, 5 olacak şekilde 100 mM Na-fosfat tampon çözeltisi için : 6 g NaH2PO4 tartılıp 

40 ml saf su ile çözülmüştür, pH=5,5'e ayarlanmış ve saf su ile toplam hacim 50 ml olacak 

şekilde tamamlanmıştır. 

 0,11 mM NADPH çözeltisi için: 0,009 g NADPH tartılıp 10 ml saf su ile çözülmüştür. 

 4,7 mM DL-gliseraldehit çözeltisi için: 0,0105 g DL-gliseraldehit tartılıp 5 ml saf su ile 

çözülmüştür. 

Sorbitol Dehidrogenaz enziminin aktivite ölçümünde gerekli olan çözeltiler: 

 pH=9,9 olacak şekilde 71,5 mM Glisin/NaOH tampon çözeltisi için: 1,08 g Glisin 180 

ml saf su ile çözülmüştür. 1 M NaOH ile pH=9,9 ayarlanmasının ardından saf su ile toplam 

hacim 200 ml ye tamamlanmıştır. 

 4,7 mM β-NAD+ çözeltisi için: 0,031 g β-NAD+ alınmış 10 ml 71,5 mM Glisin/NaOH 

tampon çözeltisi için (pH=9,9) içerisinde çözülmüştür. 

 100 mM sorbitol çözeltisi için: 0,091 g sorbitol alınıp 5 ml 71,5 mM Glisin/NaOH 

tampon çözeltisi için (pH=9,9) içerisinde çözülmüştür. 

α-glukozidaz Enziminin Aktivite Ölçümlerinde Gerekli Olan Çözeltilerin 

Hazırlanması  

 Sodyum Fosfat Tamponu (Aktivite ölçmesi için, 0,1 M): 5,99 g sodyum fosfat 

tartılmıştır ve 450 mL distile su içerisinde çözünmüştür. pH'sı 6,9'a ayarlanıp daha sonra distile 

su ile var olan son hacim 500 mL'ye tamamlanarak hazırlanmıştır. 

5 mMʼlık 4-Nitrophenyl β-D-glucopyranoside substrat çözeltisinin hazırlanması için: 

37,6 mg ilgili olan substrattan tartım yapılıp 0,1 M'lık 25 mL fosfat tamponundan çözülerek 

hazırlanmıştır. 

AR enziminin saflaştırılması için gerekli olan çözeltiler: 

Homejanat tamponu: pH=7,4 olacak şekilde 10 mM Na-fosfat tampon çözeltisi için: 

1,2 g NaH2PO4 tartılıp 900 ml saf su çözülmüştür. pH=7,4'e ayarlanıp saf su ile toplam hacim 

1000 ml’ye tamamlanmıştır. 
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Diyalizinde tamponu: pH=7,4 olacak şekilde 5 mM β-Merkaptoetanol ihtiva eden 10 

mM Na-fosfat tampon çözeltisi için:1,2 g NaH2PO4 tartılıp ortalama 900 ml saf su içerisinde 

çözülmüştür ve 72 μl β-Merkaptoetanol eklenmiştir. pH= 7,4'e  ayarlanıp daha sonra saf su ile 

toplam hacim 1000 ml olacak şekilde tamamlanmıştır. 

DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve 

afinite kromatografisi yönteminde gerekli olan tampon: pH=7,4 olacak şekilde 10 mM Na-

fosfat tampon çözeltisi için: (DEAE-Sephadex iyon değişim kolonunun dengelenmesi ve 

yıkanması gayesiyle hazırlanan tampon çözeltisi): 1,2 g NaH2PO4 tartılıp ortalama 900 ml saf 

su ile çözülmüştür. pH= 7,4'e ayarlanıp daha sonra ise saf su ile toplam hacim 1000 ml’ye 

tamamlamıştır. 

SDH enziminin saflaştırılması için gerekli olan çözeltiler: 

Homojenat tamponu: 5 mM KH2PO4, pH= 7,0: 0,068 gr KH2PO4 alınmıştır. 90 ml 

saf su ile çözülmüş, pH=7,0'a ayarlanıp daha sonra saf su aracılığıyla toplam hacim 100 ml’ye 

tamamlanmıştır.  

Diyaliz tamponu: pH=7,9 olacak şekilde 5 mM KH2PO4 tampon çözeltisi için: (1 mM 

β-merkaptoetanol içeren), 0,34 g KH2PO4 yaklaşık 450 ml saf su ile çözüldü. 1M NaOH ile 

pH=7,9'a getirildikden sonra içerisine 36 μl β-merkaptoetanol katılarak, son hacim saf su ile 

500 ml'ye tamamlandı. 

DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisinde kullanılan tampon: pH=7,9 

olacak şekilde 5 mM KH2PO4 tampon çözeltisi için: 0,68 g KH2PO4 ortalama 900 ml saf su ile 

çözülmüştür. 1M NaOH aracılığıyla pH=7,9'a ayarlanıp daha sonra saf su ile en son hacim 1000 

ml’ye tamamlanmıştır. 

CM-Selüloz C-50 iyon değişim kromatografisinde gerekli olan tampon: pH=6,2 

olacak şekilde 5 mM KH2PO4 tampon çözeltisi için: 0,68 g KH2PO4 ortalama 900 ml saf su ile 

çözülmüştür. 1M NaOH aracılığıyla pH=6,2'ye ayarlandıktan daha sonra saf su ile son hacim 

1000 ml'ye tamamlanmıştır. 

Jel filtrasyon kromatografisinde kullanılan tampon: pH=7,0 olacak şekilde 50 mM 

KH2PO4 tampon çözeltisi (Kolonun dengelenmesi için ve elüsyon işleminde kullanılması için 

gerekli olan çözelti); 6,8 g KH2PO4 yaklaşık 900 ml saf su ile çözüldü. 1 M NaOH ile pH=7,0'ye 

getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml'ye tamamlanacak şekilde tamamlandı. 
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Proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan çözeltiler: 

50 mg Bradford yöntemi için gerekli olan coomassie brillant blue G-250, 25 ml %95’lik 

etanol içinde çözülmüştür. Bu çözelti içerisine %95’lik 50 ml fosforik asit eklenmiştir. Çözelti 

saf su ile var olan hacmi 500 mL tamamlanmıştır. 

 Standart serum albumin çözeltisi için (1 mg/ml; protein tayini için gerekli olan çözelti): 

1 mg standart serum albuminin 1 ml saf su ile çözülmesiyle hazırlanmıştır. 

Elektroforez için kullanılan çözeltiler: 

pH=8,8 olacak şekilde 1M Tris-HCl : 12,11 g Tris (0,1 mol) tartılıp 80 ml saf su ile 

çözülmüştür, 1M HCl ilavesiyle pH=8,8'e getirilip daha sonra saf su ile toplam hacim 100 ml 

olacak şekilde tamamlanmıştır. 

pH=6,8 olacak şekilde 1 M Tris-HCl : 12,11 g Tris (0,1 mol) tartılıp 80 ml saf su ile 

çözülmüştür, 1M HCl ilavesiyle pH=6,8'e getirilip daha sonra saf su ile son hacim 100 ml'ye 

tamamlanmıştır. 

 %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid çözeltisi için: 0,4 g bisakrilamid ve 15 g akrilamid 

ve 34,6 g saf su karıştırılıp çözülmüştür. 

%10’luk amonyum persülfat çözeltisi için: 1 g amonyum persülfat maddesi tartılıp saf 

su aracılığıyla 10 ml'ye tamamlanmıştır 

%10’luk SDS için: 1 g SDS, 9 g saf su içerisinde çözülmüştür. 

Yürütme tampon çözeltisi için: (12,5 mmol) 1,51 g Tris ve (0,1 mol) 7,51 g glisin tartılıp 

450 ml saf su ile çözülmüştür; Hazırlanan %10'luk SDS'den 5 ml eklenip pH=8,3'e 

ayarlanmıştır ve saf su aracılığıyla toplam hacim 500 ml'ye tamamlanmıştır. 

pH=8,0 olacak şekilde Numune tampon çözeltisi için: 1 M Tris-HCl çözeltisinden 0,5 

ml, %10'luk SDS’den ise 1 ml, %100'lük gliserinden 1 ml ve %0,1'lik bromtimol mavisinden 1 

ml alınıp saf su ile 10 ml’ye tamamlanmıştır. Bu numune tampon çözeltisi kullanılmadan hemen 

önce 950 μl numune tampon çözeltisinden 50 μl β-Merkaptoetanol ilave edilmiştir. 
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Tablo 3. Gümüş Boyama Yönteminde Kullanılan Çözeltiler 

Tespit çözeltisi 120 mL su, %96´lık 60 mL etanol ve 20 mL asetik asitten hazırlandı. 

Redüksiyon çözeltisi 45 mL etanol ve 80 mL su karıştırıldı. İçerisinde 4,8 g sodyum asetat çözüldü. 

Asetik asitle pH 6 olacak şekilde titre edildi. 3 mL glutaraldehit ve 150 mg 

sodyum tiyosülfat eklendikten sonra saf su aracılığıyla 150 mL'ye 

tamamlandı. 

Boyama çözeltisi 100 mL saf suda 100 mg gümüş nitrat çözüldü ve üzerine 30 μl formaldehit 

eklendi. 

Yıkama Çözeltisi 1 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf suda çözülecek ve üzerine 120 μl 

formaldehit eklendi. 

Yıkama çözeltisi 2 2 mL gliserin ve %5'lik asetik asitin 500 mL'si karıştırılarak hazırlandı. 

AR ve SDH enziminin aktivite ölçümü 

AR enziminin aktivite ölçümü Cerelli ve arkadaşlarının (1986) kullandığı prosedürün 

modifiye edilmesiyle gerçekleştirilmiştir. 340 nm de enzim aktivitesindeki değişim takip 

edilmiş ve SDH enziminin aktivite ölçümü 340 nm’de 3 dakika süreyle NAD+’nin indirgenmesi 

sonucu oluşan absorbans artışına bağlı olarak ölçülmüştür (Lindstad et al. 1994). 

Her iki enzim içinde enzim ünitesi hesaplanırken aşağıdaki formül kullanılmıştır. 

𝐸Ü 𝑚𝑙 =  
∆𝑂𝐷

6,22
 ×  

𝑉𝑇

𝑉𝐸
 ×  𝑆𝐹 ⁄  

Bu formülde bulunan simgeler aşağıdaki gibidir; 

6,22  : β-NADH 'ın 340 nm'deki milimolar ekstinksiyon katsayısı 

EÜ/ml  : 1 ml’deki enzim ünitesi 

ΔOD  : Bir dakikadaki absorbans değişimi 

VT  : Ölçümün yapıldığı toplam küvet hacmi 

VE  : Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 

𝑆𝐹  : Seyreltme Faktörü 

 α-Glukozidaz enzim aktivitesinin ölçümü 

Ticari olarak satın alınan α-Glukozidaz enzim aktivitesi, Tao ve arkadaşlarının (2013) 

daha önce yapmış oldukları prosedüre göre para-nitrofenol β-D-glikopiranosid (p-NPG) 

substrat olarak kullanılmasıyla belirlenmiştir. 

𝐸Ü 𝑚𝑙 =  
∆𝑂𝐷

1,81
 ×  

𝑉𝑇

𝑉𝐸
 ×  𝑆𝐹 ⁄  

Bu formülde bulunan simgeler aşağıdaki gibidir; 
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1,81 : p-NPG 'nin 405 nm'deki molar ekstinksiyon katsayısı 

EÜ/ml : 1 ml’deki enzim ünitesi 

ΔOD : Bir dakikadaki absorbans değişimi 

VT : Ölçümün yapıldığı toplam küvet hacmi 

VE : Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 

𝑆𝐹  : Seyreltme Faktörü 

Koyun böbrek dokusundan AR enziminin saflaştırılması 

Homojenatın hazırlanması 

Koyun böbrek dokuları sıvı azot kullanılarak homojenize edilmiştir. Sonrasında 

homojenat eldesi, +4°C'de 13500 rpm’de santrifüj edilmiştir.  

 Amonyum sülfat çöktürmesi 

Koyun böbreğinden elde edilen homojenat sırasıyla %20'den başlayıp %90'a kadar 10'ar 

birim aralıklarda katı amonyum sülfat aracılığıyla çöktürülmüştür. Çöktürme işlemi bittikten 

sonra homojenat +4°C, 13500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonunda 

oluşan pelletler, oluşturulan homojenat tamponu içerisinde çözülüp aktivite ölçümü yapılmış 

ve çöktürme aralığı belirlenmiştir.  

Diyaliz 

Amonyum sülfat çöktürmesi işlemi sonucu elde ettiğimiz numune diyaliz torbasına 

konarak bir gece boyunca diyaliz tamponuna karşı diyaliz edilmiştir.  

DE-52 selüloz anyon değişim kromatografisi 

AR enziminin saflaştırılması için DE-52 selüloz kolonu (3,0 x 50 cm) dengeleme 

tamponu ile dengelendikten sonra akış hızı 12 ml/saat olacak şekilde ayarlanmıştır. Enzim 

homojenatı kolondan geçirilip tüplere 2'şer ml toplanmıştır. Her bir tüpteki numunenin 340 

nm’de aktivitesine bakılmış ve enzim aktivitesi görülen fraksiyonlar daha sonraki işlemlerde 

kullanılmıştır. 

CM-selüloz katyon değişim kromatografisi 

SDH enziminin saflaştırılması için CM-selüloz katyon değişim kromatografisi 

yapılmıştır. Enzim homojenatı kolondan geçirilip tüplere 2'şer ml tüplerde toplanmıştır. Her bir 

tüpteki numunenin 340 nm'de aktivitesine bakılmıştır. Enzim aktivitesi görülen fraksiyonlar 

daha sonraki işlemlerde kullanılmıştır. 
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Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi 

SDH ve AR enzimlerinin saflaştırılması için Sephadex G-100 kolon materyali 

kullanılarak kolon hazırlanmıştır. Enzim numunesi kolona tatbik edildikten sonra 280 nm'de 

absorbans değerlerine ve enzim aktivitesine bakılmıştır. 

Afinite kolonunun hazırlanması ve koyun böbrek AR enziminin saflaştırılması  

2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli firmanın önerdiği prosedür uygulanmıştır. Elde edilen 

protein çözeltisi tampon ile dengelenmiş olan kolana uygulanmıştır ve sonrasında kolon aynı 

tamponla yıkanmıştır. Daha sonra ise 0,2-2,5 mM NaCl gradientli Na-fosfat tampon çözeltisi 

sayesinde elüsyon işlemi gerçekleştirilmiş ve sonucunda AR enzimi elde edilmiştir. 

Protein tayini  

Kalitatif protein tayini  

Saflaştırılan proteinler 280 nm’de kuvartz küvetlere konularak, absorbansları 

spekrofotometrede köre karşı okunmuştur. 

Kantitatif protein tayini  

Protein tayininde kullanılan Coomassie blue G-250 negatif (-) bir yüke sahipken protein 

üzerindeki pozitif (+) yüke bağlanmaktadır. Bağlanma gerçekleşirken kırmızı form mavi forma 

dönüşmektedir. Reaksiyon birçok kez tekrarlanabilmektedir.  Renk stabilitesi 2 saat kadar 

devam etmektedir. Reaktif bir kere hazırlandıktan sonra uzun süre kullanılabilmektedir. 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) VE Triton X-100 deterjanları reaksiyonu bozmaktadırlar. 

Protokol şu şekildedir:  

10-200 µg protein içeren 0,1 mL’lik çözelti, 5,0 mL Coomassie blue boya reaktifine 

(100 mg Coomassie brilliant blue G-250, 50 mL %95 etil alkol içinde çözülmektedir; 100 mL 

%85’ fosforik asit eklenmekte ve toplam hacim su ile 1 litreye tamamlanmaktadır.) ilave 

edilerek  5 dakika beklendikten sonra, asorbans 595 nm’de ölçülmüştür. Standart eğri ise genel 

olarak sığır serum albümin kullanılarak hazırlanmıştır. Bradford metoduna uygun yapılmıştır 

(Bradford 1976).  

Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile AR ve SDH 

enzimlerinin saflığının kontrolü  

%3-8 kesikli SDS-PAGE yöntemi enzimler saflaştırıldıktan sonra Laemmli metoduna 

uygun enzimin saflık derecesi kontrol edilmiştir (Laemmli 1970).  
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IC50 ve Ki değerlerinin belirlenmesine yönelik çalışmalar  

Sentezlenmiş açil tiyoüre türevlerinin inhibisyon etkisi yüksek olanların %Aktivite-[I] 

grafikleri çizilip, eğrinin denkleminden IC50 değerleri hesaplanmıştır. Koyun böbreği AR, SDH 

enzimleri ile ticari olarak satın alınan α-glukozidaz enzimlerini inhibe eden üç farklı 

konsantrasyonda ve beş farklı subsrat değerinde çalışılarak elde edilen değerlerle Lineweaver-

Burk grafikleri çizilmiştir. 

Önceden sentezlenmiş olan açil tiyoüre türevi bileşiklerin sentez yöntemi 

AR, SDH, -glukozidaz enzimleri üzerine etkileri incelenen ve yapıları daha önce Nural 

ve ark. tarafından rapor edilen açil tiyoüre türevi bileşikler (2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f ,2g) literatürde 

belirtildiği şekilde dimetil 5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat bileşiğinin çeşitli izotiyosiyat 

bileşikleri ile tepkimeleri sonucunda sentezlenmiş ve yapıları 1H NMR, 13C NMR ve HRMS 

teknikleri ile aydınlatılmıştır (Nural 2017; Erşen et al. 2017). 

 

Şekil 17. Açil tiyoüre türevi bileşiklerin sentezi (Nural 2017; Erşen et al. 2017) 
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ARAŞTIRMA BULGULARI  

Kullanılan Standart Grafik  

Koyun böbreğinden elde edilen AR ve SDH enzim çözeltilerinin kantitatif protein tayini 

Bradford metodu ile belirlenerek standart grafik hazırlanmıştır. Standart çözeltilerin absorbans 

değerleri Şekil 25'te gösterilmiştir. 

 

Şekil 18. Bradford metodu kullanılarak proteinlerin kantitatif tayinininde kullanılan standart 

grafik 

Koyun Böbreği Ar Enziminin Saflaştırılması Sonuçları 

Koyun böbreğinden homojenat hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi (0-%70), DE-

52 selüloz iyon değişim kolon kromatografisi, Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon 

kromatografisi ve 2’5’ ADP Sepharoz 4B Afinite kromatografisi kullanılarak AR enziminin 

saflaştırılması sonucu elde edilen verilen Tablo 4'te gösterilmiştir. 
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Tablo 4. AR Enzimi Saflaştırma Basamakları 

Saflaştırma 

Basamakları 

Aktivite 

(EU/ml) 

Toplam 

hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

protein 

(mg) 

Toplam 

aktivite 

(EU) 

Spesifik 

aktivite 

(EU/mg) 

Verim 

(%) 

Saflaştır

ma 

Katsayısı 

Homojenat 0,61 45 34,56 1555,20 27,45 0,018 100 1 

Amonyum sülfat 

çöktürmesi ve diyaliz 
0,64 35 22,56 789.60 22,4 0,028 81,60 1.56 

DE-52 selüloz iyon 

değişim kolon 

kromatografisi 

0,37 12 9,45 113,40 4,44 0,039 16,17 2.17 

Sephadex G-100 jel 

filtrasyon kolon 

kromatografisi 

0,21 8 2,13 17,04 1,68 0,099 6,12 5,50 

2’5’ ADP Sepharoz 4B 

Afinite kromatografisi 
0,11 5 0,27 1,35 0,55 0,41 2,00 22,78 

Koyun Böbreği SDH Enziminin Saflaştırılması Sonuçları 

Koyun böbreğinden homojenat eldesi, (NH₄)₂SO₄ çöktürmesi (0-%70), DE-52 selüloz 

iyon değişim kolon kromatografisi, CM selüloz iyon değişim kolon kromatografisi ve Sephadex 

G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi kullanılarak SDH enziminin saflaştırılması sonucu 

elde edilen verilen Tablo 5'de gösterilmiştir. 

Tablo 5. SDH Enzimi Saflaştırma Basamakları 

Saflaştırma 

Basamakları  

Aktivite 

(EU/ml) 

Toplam 

hacim 

(ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

protein 

(mg) 

Toplam 

aktivite 

(EU) 

Spesifik 

aktivite 

(EU/mg) 

Verim 

(%) 

Saflaştırma 

Katsayısı 

Homojenat 0,56 45 34,56 1555,20 25,2 0,016 100 1 

Amonyum sülfat 

çöktürmesi ve diyaliz 
0,51 30 20,13 603,90 15,30 0,025 60,71 1.56 

DE-52 selüloz iyon 

değişim kolon 

kromatografisi 

0,31 21 8,11 170.31 6,51 0,038 25,83 2.38 

CM selüloz iyon 

değişim kolon 

kromatografisi 

0,15 14 1,93 27,02 2,10 0,078 8,33 4.88 

Sephadex G-100 jel 

filtrasyon kolon 

kromatografisi 

0,08 5 0,21 1.05 0,40 0,38 1,59 23,75 

Koyun Böbreği AR ve SDH Enziminin SDS-PAGE ile Saflık Kontrolü 

Koyun karaciğerinden elde edilen saf enzim SDS-PAGE’de yürütüldükten sonra 

fotoğrafı çekilmiştir (Şekil 26). Koyun böbreğinden saflaştırılan AR ve SDH enzimlerinin 
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molekül kütlesi log MK-Rf grafiği çizilerek bu grafik ile hesaplamalar gerçekleştirilmiştir (Şekil 

27). Grafikten faydalanılarak koyun böbreği AR enziminin molekül kütlesi ise yaklaşık 38,95 

kDa; SDH enziminin molekül kütlesi ise yaklaşık 37,46 kDa değerinde hesaplanmıştır. 

 

Şekil 19. Koyun böbreğinden saflaştırılan AR ve SDH enzimlerinin SDS-PAGE yöntemi ile 

saflık kontrolü 

 

Şekil 20. SDS-PAGE sonucu çizilen Rf - log MK grafiği 

Koyun Böbreği AR, SDH Enzimleri ile Ticari Olarak Temin Edilen  -Gly Üzerine Bazı 

Açiltiyoüre Bileşiklerinin Etkilerinin Belirlenmesine Ait Çalışma Sonuçları 

Elde ettiğimiz tüm enzimler için ayrı ayrı olmak üzere, aktiviteleri üzerine çalışılan 

bileşikler için minimum 5 farklı inhibitör konsantrasyonundaki aktiviteler hesaplanarak tespit 

sağlanmış ve bu bağlamda %Aktivite-[I] grafikleri çizildi (Şekil 28-48) ve bu grafiklerden IC50 

değerleri hesaplanarak Tablo 6,7 ve 8’de verilmiştir.  
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Şekil 21. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2a bileşiği %Aktivite-[2a] grafiği 

 

Şekil 22. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2b bileşiği %Aktivite-[2b] grafiği 

 

Şekil 23. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2c bileşiği %Aktivite-[2c] grafiği 
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Şekil 24. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2d bileşiği %Aktivite-[2d] grafiği 

 
Şekil 25. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2e bileşiği %Aktivite-[2e] grafiği  

 

Şekil 26. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2f bileşiği %Aktivite-[2f] grafiği 
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Şekil 27. AR enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2g bileşiği %Aktivite-[2g] grafiği 

 

Şekil 28. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2a bileşiği %Aktivite-[2a] grafiği 

 

Şekil 29. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2b bileşiği %Aktivite-[2b] grafiği 

y = 100e-1,642x

R² = 0,9954

0

20

40

60

80

100

120

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

%
 A

kt
iv

it
e

[2g] (µM)

y = 100e-0,34x

R² = 0,9819

0

20

40

60

80

100

120

0 0,5 1 1,5 2 2,5

%
 A

kt
iv

it
e

[2a] (µM)

y = 100e-0,401x

R² = 0,9927

0

20

40

60

80

100

120

0 0,5 1 1,5 2 2,5

%
 A

kt
iv

it
e

[2b] (µM)



 

42 

 

Şekil 30. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2c bileşiği %Aktivite-[2c] grafiği 

 

Şekil 31. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2d bileşiği %Aktivite-[2d] grafiği 

 

Şekil 32. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2e bileşiği %Aktivite-[2e] grafiği 
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Şekil 33. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2f bileşiği %Aktivite-[2f] grafiği 

 

Şekil 34. SDH enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2g bileşiği %Aktivite-[2g] grafiği 

 

Şekil 35. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2a bileşiği %Aktivite-[2a] grafiği 
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Şekil 36. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2b bileşiği %Aktivite-[2b] grafiği 

 

Şekil 37. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2c bileşiği %Aktivite-[2c] grafiği 

 

Şekil 38. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2d bileşiği %Aktivite-[2d] grafiği 
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Şekil 39. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2e bileşiği %Aktivite-[2e] grafiği 

 

Şekil 40. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2f bileşiği %Aktivite-[2f] grafiği 

 

Şekil 41. -gly enzimi için 5 farklı konsantrasyonda 2g bileşiği %Aktivite-[2g] grafiği  
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AR, SDH ve -glukozidaz Enzimleri Üzerine Çalışılan İnhibitör Etkisi Gösteren Bazı Açil 

Tiyoüre Bileşikleri İçin Ki Değerlerinin Tespit Edilmesine Ait Yapılan Çalışmaların 

Sonuçları 

Koyun böbreğinden elde edilen AR, SDH enzimi ile ticari olarak temin edilen -

glukozidaz enzimlerinin  aktivitesi üzerine güçlü inhibisyon etkisi gösteren önceden 

sentezlenmiş açil tiyoüre bileşiklerinin Ki değerlerini tespit etmek gayesiyle sabit 3 uygun açil 

tiyoüre bileşiklerinin konsantrasyonları ve 5 substrat konsantrasyonu tespit edilip aktivite 

değerleri ölçülerek elde edilen bu değerler ışığında Lineweaver-Burk grafikleri çizilmiştir, y 

ekseni üzerinde kesişen doğruların oluşturduğu grafiği veren inhibitör yarışmalı kabul 

edilirken, x ekseni üzerinde kesişen doğruların oluşturduğu grafiği veren inhibitör ise 

yarışmasız sayılmıştır. Elde edilen grafiklerdeki her bir doğrunun denkleminden Ki değerleri 

hesaplanmıştır. (Sekil 49-69) ve bu grafiklerden Kİ değerleri hesaplanarak Tablo 6,7 ve 8'de 

verilmiştir.  

 

Şekil 42. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2a bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 43. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2b bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 
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Şekil 44. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2c bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 45. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2d bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 46. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2e bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 
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Şekil 47. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2f bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 48. AR enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2g bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 49. SDH enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2a bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 
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Şekil 50. SDH enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2b bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 51. SDH enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2c bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 
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Burk grafiği 
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Şekil 53. SDH enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2e bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 54. SDH enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2f bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 55. SDH enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2g bileşiğinin Lineweaver-
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Şekil 56. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2a bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 57. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2b bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 58. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2c bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 
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Şekil 59. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2d bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 60. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2e bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

 

Şekil 61. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2f bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 
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Şekil 62. -gly enzimi aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi araştırılan 2g bileşiğinin Lineweaver-

Burk grafiği 

Tablo 6. AR enzim Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[I] IC50 Değerleri, Ki Sabitleri ve 

İnhibisyon Türleri 

İnhibitör IC50 (M) Ki (M) İnh Türleri 

2a 0,851 2,194 ± 0,405 Yarışmasız 

2b 0,546 0,927±0,181 Yarışmasız 

2c 0,394 0,200±0,024 Yarışmalı 

2d 0,746 1,407±0,240 Yarışmasız 

2e 0,649 1,270± 0,300 Yarışmasız 

2f 0,536 0,898 ± 0,141 Yarışmasız 

2g 0,422 0,844 ± 0,048 Yarışmasız 

 

Tablo 7. SDH Enzim Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[I] IC50 Değerleri, Ki Sabitleri ve 

İnhibisyon Türleri  

İnhibitör IC50 (M) Ki (M) İnh Türleri 

2a 1,986 5,033±0,979 Yarışmasız 

2b 1,728 4,860±0,086 Yarışmasız 

2c 1,265 0,247±0,014 Yarışmalı 

2d 2,172 7,040±0,625 Yarışmasız 

2e 1,604 4,850±1,230 Yarışmasız 

2f 1,540 0,530±0,034 Yarışmalı 

2g 1,053 0,114±0,010 Yarışmalı 
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Tablo 8. -gly Enzim Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[I] IC50 Değerleri, Ki Sabitleri ve 

İnhibisyon Türleri  

İnhibitör IC50 (M) Ki (M) İnh Türleri 

2a 0,597 0,327±0,025 Yarışmalı 

2b 0,870 1,050±0,171 Yarışmalı 

2c 0,302 0,129±0,024 Yarışmalı 

2d 0,802 0,438±0,053 Yarışmalı 

2e 0,490 0,093±0,012 Yarışmalı 

2f 0,384 0,335±0,038 Yarışmalı 

2g 0,265 0,055±0,010 Yarışmalı 
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TARTIŞMA ve SONUÇ 

Diabetes mellitus, dünyada en çok ölüm sebebi olarak bilinen ve tedavisi için oldukça 

fazla çalışma bulunan bir hastalık türüdür. Günümüzdeki araştırmalar ve mevcut tedavi 

şekillerine dayanarak, bu alanda bazı yeni ve gelecek vadeden yaklaşımlar kapsamlı bir şekilde 

tartışılmaktadır. Bu çalışma her geçen gün yapılan çalışmaların ışığında dizayn edilmiştir. 

Çalışmamızda kullandığımız önceden sentezlenmiş ama enzim inhibisyonu üzerine etkisi 

çalışılmamış bileşiklerin birçok türevi bulunmakla beraber, diyabet ile ilişkisi bilinmediğinden 

çalışmamızın odak noktası haline gelmiştir. 

AR diyabetik komplikasyonlara dahil olduğu kavramının gelişimi, Dr Van Heyningen'in 

1959'da şeker kataraktlarında poliolleri keşfettiği ilk zamandan beri bilinmektedir (Kinoshita 

1990). Poliol yolundaki ilk enzim olan AR, glikozu sorbitole indirger ve daha sonra SDH ile 

fruktoza dönüştürür (Chung et al. 2003). Sonuç olarak diyabetik komplikasyonların önlenmesi 

için yapılan bu diyabetik enzimlerin inhibisyon çalışmalarında AR ve SDH ile çalışmak 

kaçınılmazdır. Aldoz redüktaz (ALR2) hem poliol yolunun anahtar enzimidir hem de 

aktivasyonu hiperglisemik koşullar altında, kronik diyabetik komplikasyonların gelişmesine 

yol açar ve çok önemli normoglisemik bir durum altında bile inflamatuar ve sitotoksik 

koşulların destekleyicisidir. Buna göre, mükemmel bir ilaç hedefini temsil eder ve yeni 

bileşiklerin ifşa edilmesi için büyük bir çaba sarf edilmektedir (Quattrini and Motta 2019). 

-glukozidaz ise büyük karbonhidratları parçalayıp glukozu açığa çıkaran önemli bir 

enzimdir. Bu bağlamda diyabet hastalarının tedavisi amacıyla polisakkarit moleküllerini 

hidrolize eden ve bunları monosakkarite dönüştürebilen enzimlerin inhibisyonu çalışmaları 

önem arz etmektedir (Avcı et al. 2019).  

Yapılan bu çalışmada AR ve SDH enzimleri koyun böbreğinden saflaştırılmış -

glukozidaz ise ticari olarak elde edilmiştir. AR enzimi çeşitli kromatografik teknikler 

kullanılarak 2,00 spesifik aktiviteyle 22,78 kat saflaştırılmıştır. SDH enzimi ise 1,59 spesifik 

aktiviteyle 23,75 kat saflaştırılmıştır.  Saflaştırılan bu enzimlerin saflık kontrolü SDS-PAGE 

ile kontrol edilmiştir. AR ve SDH enzimlerinin molekül kütlesi log MK-Rf grafiği çizilerek 

hesaplanmıştır. Grafikten faydalanılarak koyun böbreği AR enziminin molekül kütlesi yaklaşık 

38,95 kDa; SDH enziminin molekül kütlesi ise yaklaşık 37,46 kDa olarak hesaplanmıştır. 
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Önceden sentezlenen açil tiyoüre türevlerinin inhibisyon etkisi %Aktivite-[I] grafikleri 

çizilip, eğrinin denkleminden IC50 değerleri bulunarak hesaplanmıştır. 

 AR enzimi için açil tiyoüre bileşiklerinin IC50 değerlerinin etkisi sıralandığında 2c 

(IC50: 0,394 M) > 2g (IC50: 0,422 M) > 2f (IC50: 0,536 M) > 2b (IC50: 0,546 M) > 2e 

(IC50: 0,649 M) > 2d (IC50: 0,746 M) > 2a (IC50: 0,851 M) olarak belirlenmiştir. Ki 

değerlerinin etkisi sıralandığında 2c (Ki: 0,200±0,024M) > 2g (Ki: 0,844 ± 0,048 M) > 2f 

(Ki: 0,898 ± 0,141 M) > 2b (Ki: 0,927 ± 0,181 M) > 2e (Ki: 1,270± 0,300 M) > 2d (Ki: 

1,407±0,240 M) > 2a (Ki: 2,194 ± 0,405 M) olarak belirlenmiştir 2a ve 2c bileşikleri 

yarışmalı inhibisyon sergilerken diğer bileşikler AR enzimi üzerine yarışmasız inhibisyon etkisi 

göstermiştir. Sonuçlara bakıldığında AR enzimi üzerine en iyi inhibitör olma özelliğini 2c 

maddesi göstermiştir. 

SDH enzimi için açil tiyoüre bileşiklerinin IC50 değerlerinin etkisi sıralandığında 2g 

(IC50: 1,053 M) > 2c (IC50: 1,265 M) > 2f (IC50: 1,54 M) > 2e (IC50: 1,604 M) > 2b (IC50: 

1,728 M) > 2a (IC50: 1,986 M) > 2d(IC50: 2,172 M) olarak belirlenmiştir. Ki değerlerinin 

etkisi sıralandığında 2g (Ki: 0,114±0,01M) > 2c(Ki: 0,247 ± 0,014 M) > 2f (Ki: 0,53± 0,034 

M) > 2e (Ki: 4,85± 1,23vM) > 2b (Ki: 4,86 ± 0,086 M) >  2a (Ki: 5,033 ± 0,979M) >2d 

(Ki: 7,04± 0,625M) olarak belirlenmiştir. 2c, 2f ve 2g bileşikleri yarışmalı inhibisyon 

sergilerken diğer bileşikler AR enzimi üzerine yarışmasız inhibisyon etkisi göstermiştir. 

Sonuçlara bakıldığında SDH enzimi üzerine en iyi inhibitör olma özelliğini 2g maddesi 

göstermiştir. 

AR inhibitörlerinin diyabetik komplikasyonları engelleyici veya tedavi edici potansiyeli 

olduğundan fakat pek çok yan etkisi ve/veya farmasötik profillerinin yetersizliği hastaların 

kararsız olmasına sebep olmuştur. Literatürde bu enzimlerin aktiviteleri üzerine çeşitli sentez 

moleküllerin etkileri incelenmiştir. Örneğin, Taslimi ve arkadaşları yaptıkları çalışmada 

bromofenol türevi bileşiklerin AR, -amilaz ve -glikosidaz, enzimleri üzerine etkilerini 

incelemiştirler. -amilaz enzimi için IC50 değerleri 3,84-29,61nM bulunmuştur. -glikosidaz 

için, Ki değerleri 14,44±0,88–43,53±9,06 aralığında; AR için, Ki değerleri 1,09±0,29-

0,092±0,015 μM aralığında bulunmuştur. 

Diğer bir çalışmada Demir ve ark. genistein, pelargonidin, delfinidin klorür, tangeretin 

ve formononetin AR, -amilaz ve -glikosidaz enzimleri üzerine etkilerini incelemiş -amilaz 

enzimi için IC50 değerleri 601,56-2067,78 nM bulunmuştur. -glikosidaz için, Ki değerleri 

169,25 ± 27,22-572,88 ± 106,76 nM aralığında; AR için, Ki değerleri 8,48 ± 0,56–43,26 ± 7,63 

µM aralığında belirlemiştirler (Demir et al. 2019).   
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Lin ve arkadaşları yaptıkları çalışmada diyabetik fareler üzerinde çalışarak 

protokatekuik asidin AR ve SDH enzimlerinin mRNA ifadeleri ve aktiviteleri üzerine etkilerini 

incelemişlerdir. Protokatekuik asidin AR ve SDH enzimlerinin ekpresyonunu ve aktivitesini 

azalttığını belirlemişlerdir ve bu sebep ile protokatekuik asidin diyabetik komplikasyonların 

azaltılması ve/veya önlenmesinde faydalı olabileceği sonucuna varmıştırlar (Lin et al. 2011). 

Evcimen N-asetil dehidroalanin türevlerinin, sıçan karaciğer AR enzimi üzerine etkisini 

incelemiştir. Yapılan deneyler sonucunda N-asetil dehidroalanin türevlerinden en yüksek 

inhibisyonun h ve b numaralı türevler olduğu ve %19, 56 ve %13, 13 oranında inhibisyon 

gösterdiğini ortaya koymuştur (Evcimen 2008). 

Imran ve ark. AR inhibitörü olarak kumarin bazlı bir dizi tiyosemikarbazon türevi 

maddeleri sentezlemiştirler. N-(2-florofenil)-2-(1-(2-okso-2H-kromen-3-il)etiliden) 

hidrazinkarbiyotioamid (3n), 2,07 µM IC50 değeri ile AR'nin en etkili inhibitörü olduğunu 

bildirmiştirler (Imran et al. 2021).  

Xie ve arkadaşları Swertia cinsinden tipik bileşenlerin aldoz redüktazına karşı inhibitör 

etkisi incelenmiştirler ve bunun in vivo böbrek koruyucu kabiliyetini ve altında yatan 

mekanizmayı araştırmak için db/db fare modelinde çalışmalarını yürütmüştürler. 

Demetilbellidifolinin (DMB), AR'nin aktif bölgesini stabilize ederek 1,9 ± 0,16 μM IC50 ile 

AR'ye karşı en güçlü inhibitör aktiviteyi gösterdiğini bildirmiştirler. In vivo deneyde ise 

DMB'nin kan şekeri ve albüminüri seviyesini önemli ölçüde azaltabileceğini ve oksidatif stres 

tepkisini hafifletebileceğini doğrulamıştırlar. Bu arada histopatolojik inceleme, db/db farelerde 

böbrek hasarının DMB ile tedaviden sonra önemli ölçüde iyileştiğini de göstermişlerdir. Daha 

fazla mekanizma çalışması, DMB'nin poliol yolu ürünlerinden biri olan sorbitol birikimini 

önleyebileceğini göstermiştirler. Ayrıca DMB, Nephrin ve Podocin ekspresyonunu yukarı 

doğru düzenleyerek podosit yapısının bütünlüğünü koruyabilir ve poliol yolunda AR, Collagen 

Ⅳ ve TGF-β1 ekspresyonunu inhibe ederek renal koruyucu etkilerini gösterdiğini 

bildirmiştirler (Xie et al. 2021). 

Shehzad ve arkadaşları yaptıkları çalışmada adamantil-tiyosemikarbazon türevlerini 

sentezleyerek aldehit redüktaz (ALR1) ve AR enzimleri üzerine etkilerini incelemişlerdir. Fenil 

(3a), 2-metilfenil (3g) ve 2,6-dimetilfenil (3m) içeren bileşikler, sorbinil ile karşılaştırıldığında 

sırasıyla 3,99±0,38, 3,55±0,26 ve 1,37±0,92 µM IC50 değerleri ile en güçlü AR inhibitörleri 

olarak tanımlanmıştır. Bileşikler 3a, 3g ve 3m’nin sırasıyla 7,75±0,28, 7,26±0,39 ve 7,04±2,23 

µM IC50 değeri ile ALR1'i inhibe ettiğini bildirmişlerdir (Shehzad et al. 2019). 

Wang ve arkadaşlarının yaptığı bu çalışmada, 24 Peru demlenmiş çay bitkisinin 

antioksidan ve aldoz redüktaz inhibitör aktiviteleri araştırılmıştır. Phoradendron sp. aldoz 
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redüktaz (IC50, 1,09 ± 0,06 μg/mL) ve önemli antioksidan (DPPH'nin IC50'si, 58,36 ± 1,65 

μg/mL; ABTS'nin IC50'si, 9,91 ± 0,43 μg/mL) en yüksek inhibisyonu göstermiştir. Klorojenik 

asit, 3,5-di-O-kafeoilkinik asit ve 1,3,5-tri-O-kafeoilkinik asit’i, antioksidanlar ve aldoz 

redüktaz inhibitörleri olarak tanımlamıştırlar; apigenin’i antioksidan olarak tanımlamışlardır. 

Son olarak, Phoradendron sp. ve onun aldoz redüktaz inhibitörleri ayrıca hücresel toksisite 

olmaksızın doza bağlı bir anti-inflamatuar etki gösterdiği bildirilmiştir. Bu sonuçlar 

Phoradendron sp. bir antioksidan, aldoz redüktaz inhibitörü ve anti-inflamatuar ajan olarak 

güçlü bir fonksiyonel gıda bileşeni olabilileceğini ortaya koymuşturlar (Wang et al. 2017). 

Yapraklı sebzelerin poliol yolu enzimleri olan aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz 

aktiviteleri üzerindeki inhibitör etkileri araştırılmıştır. Afrika patlıcanı (Solanum macrocarpon 

L), acı yaprak (Vernonia amygdalina Del.), oluklu balkabağı (Telfairia occidentalis Hook.) ve 

karanfil fesleğen yaprağının (Ocimum gratissimum L) sulu ekstraktları substratlar (glukoz ve 

sorbitol) ile inkübe edilmiş ve enzimlerin inhibisyon yüzdesi spektrofotometrik olarak 

belirlenmiştir. Düşük IC50 değeri nedeniyle, her iki enzimin kinetiğini değerlendirmek için acı 

yaprağın sulu özü kullanılmıştır. Çalışmada Afrika patlıcanı hariç, tüm bitkiler sorbitol 

dehidrogenazın aldoz redüktazdan daha güçlü inhibisyonu sergilemiştir. V. amygdalina, aldoz 

redüktaz (78,03 µg∙mL-1) ve sorbitol dehidrogenaz (22,17 µg∙mL-1) için en düşük IC50'yi 

sergilediğini bildirmiştirler. V. amigdalina aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenazı sırasıyla 

rekabetçi olmayan ve karışık rekabetçi olmayan bir şekilde inhibe ettiği bildirilmştir. V. 

amygdalina özünin, poliol yolu enzimleri üzerine güçlü inhibisyon sergilediği bildirilmiştir 

(Kazeem et al. 2021). 

-Gly inhibitörleri ince bağırsakta bu enzimin inhibisyonunu sağlayarak karbonhidrat 

emilimlerini geciktirmektedirler. Akarboz, miglitol ve vogliboz bu grupta yer alan ilaçlardır. 

Türkiye’de sadece akarboz ilacı mevcuttur. Her ana yemeğin başında içilerek veya çiğnenerek 

kullanılır. Açlık plazma glukozunda 20-30 mg/dl, A1C’de %0,5-0,7 azalma yapmaktadırlar. 

Tokluk hiperglisemi tedavisinde etkilidir. Yüzde 20 oranında gaz, şişkinlik, abdominal ağrı ve 

diyare gibi gastrointestinal yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu inhibitör grubu ilaçların gaz 

ve diyare yan etkilerini azaltmak için tedaviye düşük dozda başlayıp yavaş yavaş verilen dozun 

arttırılması önerilmektedir (Ayvaz and Kan 2010). 

Yaptığımız bu tez çalışmasında, -Gly enzimi üzerine de açil tiyoüre bileşiklerinin 

etkileri incelenmiştir. -Gly enzimi için açil tiyoüre bileşiklerinin IC50 değerlerinin etkisi 

sıralandığında 2g (IC50: 0,265 M)> 2c (IC50: 0,302 M) > 2f (IC50: 0,384 M) > 2e (IC50: 

0,490 M) > 2a (IC50: 0,597 M) > 2d (IC50: 0,802 M) > 2b (IC50: 0,870 M) olarak 

bildirilniştir. Ki değerlerinin etkisi sıralandığında 2g (Ki 0,055±0,01M) > 2e (Ki: 0,093 ± 



 

59 

0,012M) > 2c (Ki: 0,129 ± 0,024 M) > 2a (Ki: 0,327 ± 0,025 M) > 2f (Ki: 0,335± 0,038 

M) > 2d (Ki: 0,438± 0,053 M) > 2b (Ki: 1,05 ± 0,171 M) olarak bildirilmiştir. Tüm 

bileşikler yarışmalı inhibisyon tipi göstermiştir. Sonuçlara bakıldığında -Gly enzimi üzerine 

en iyi inhibitör olma özelliğini 2g maddesi göstermiştir. 

Yapılan bir çalışmada bir dizi 2-fenil-1H-benzo[d]imidazol bazlı -gly inhibitörü 

sentezlenmiştir İn vitro ve in vivo olarak bileşiklerin anti-diyabetik potansiyelleri 

değerlendirilmiş ve türevlerin çoğu, 6a türevinden daha yüksek etki göstermiş ve en potansiyel 

inhibitörlerin, sırasıyla 2,09 ± 0,04 ve 0,71 ± 0,02 M IC50 değerleri ile 15o ve 22d bileşikleri 

olduğu bulunmuştur. Floresan söndürme deneyi, 15o ve 22d bileşiklerinin -gly ile doğrudan 

bağlanmasını doğrulamıştır. Kinetik çalışmalar, her iki bileşiğin de rekabetçi olmayan 

inhibitörler olduğunu bildirilmiştir. Hücre canlılığı değerlendirmesi, LO2 hücrelerine karşı 15o 

ve 22d'nin toksisitenin olmadığı bildirilmiştir. Ayrıca, in vivo farmakodinamik çalışmalarda, 

bileşik 15o 'nun, pozitif kontrol akarboza kıyasla önemli hipoglisemik aktivite ve gelişmiş oral 

sakaroz toleransı gösterdiğini ortaya koymuşturlar (Li et al. 2021). 

Yapılan başka bir çalışmada, Rhododendron luteum ve Rhododendron caucasicum 

bitkilerinin antidiyabetik ve antioksidan özellikleri araştırılmış ve DPPH radikal süpürücü 

aktivitesi ve antidiyabetik aktivitesinin belirlenmesi için -amilaz ve -gly enzimleri üzerine 

inhibisyon etkileri spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. R. luteum çiçek özütü, -amilaz 

enzimi üzerine IC50 değeri 792,52 ± 10,49 µg/mL olarak bulunmuştur. -gly enzimi üzerine R. 

caucasicum yaprağı ekstresinin IC50 değeri 235,59 ± 1,27 µg/ml olarak belirlenmiştir (Özdemir 

2021). 

Shamim ve arkadaşları İndazol Schiff bazlarını (1-24) sentezlenmiş ve yapısal olarak 

EI-MS, HREI-MS, 1H- ve 13C-NMR gibi farklı spektroskopik tekniklerle karakterize etmiştir. 

Bu bileşiklerin in vitro olarak -gly enzimi üzerine etkileri incelenmiştir. Standart olarak 

kullanılan akarboz ile karşılaştırıldığında 1 kodlu bileşiğin (IC50=9,43±0,1 M) etkili olduğu 

bulunmuştur. Yarışmalı inhibisyon gösteren bu bileşiğin in siliko çalışmalarla analoglar 

(ligandlar) ile enziminin aktif bölgesi arasındaki etkileşim ayrıntıları gösterilmiştir (Shamim et 

al. 2021). 

Xie ve arkadaşları tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)üre çekirdekli -glukozidaz 

inhibitörlerinin keşfi ve optimizasyonu araştırması yapılmıştır. Bu türevlerin çoğu, ana bileşik 

5a'ya (26,71 ± 1,80 M'lik IC50) ve pozitif kontrol akarboza (258,53 ±1,27 M'lik IC50'ye) göre  

-glukosidaza karşı artan inhibitör aktivite gösterdiği belirtilmiştir. Bunlar arasında, 8r (IC50 = 
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0,59 ± 0,02 μM) ve 8s (IC50= 0,65 ± 0,03 μM) bileşiklerin güçlü inhibitörler olduğu ve -

amilaza göre seçicilik gösterdiği belirtilmiştir. (Xie et al. 2021). 

Shareghi ve arkadaşları fenoksimetil-1,2,3-triazol türevlerine bağlı yeni bir 

hidrazineylidendolinon serisi tasarlayarak sentez yapıp etkili anti-diyabetik ajanlar geliştirmeye 

yönelik acil ihtiyaç nedeniyle anti- α-glukosidaz aktiviteleri açısından değerlendirmişlerdir. 

Test edilen 15 bileşiğin arasında, 8 türev (9a, 9b, 9c, 9d, 9e, 9f, 9h ve 9o), pozitif kontrol 

akarboz ile karşılaştırıldığında üstün güç gösterdiği bildirilmiştir. Özellikle bileşik 9d, inhibitör 

aktivitede yaklaşık 46 katlık bir gelişme ile en iyi anti-α-glukozidaz aktivitesine sahip olduğu 

bildirilmiştir ve 9d bileşiğinin, yapılan kinetik çalışmada rekabetçi tipte bir inhibisyon 

gösterdiği bildirilmiştir (Shareghi et al. 2021). 

Yu ve arkadaşları, omeprazolün -gly ve enzimatik olmayan glikasyon üzerindeki 

inhibitör etkisi ve mekanizmasını, multi-spektroskopik yöntemler ve moleküler yerleştirme 

yönteminin kullanarak in vitro olarak araştırmışlardır. Enzim kinetik sonuçlarına göre, 

omeprazolün -gly dönüşümlü ve yarışmasız bir şekilde inhibe ettiği bildirilmiştir. (IC50= 0, 

595 ± 0,003 mM). Çalışmanın sonucuda, -gly ve enzimatik olmayan glikasyonun diyabet 

komplikasyonlarının tedavisi için uygulanabilir bir aday olabileceği çıkarımı ortaya atılmıştır 

(Yu et al. 2021). 

Sonuç olarak; Yüksek lisans tez çalışması sonucunda aşağıda belirtilen bulgular elde 

edilmiştir.  

1- AR enzimi, koyun böbreğinden kromatografik teknikler kullanılarak 0,41 EÜ/mg 

protein spesifik aktivite, 2,00 verimle 22,78 kat saflaştırılmıştır. SDH enzimide 0,38 

EÜ/mg protein spesifik aktivite, 1,59 verimle 23,75 kat saflaştırılmıştır. 

2- Saflaştırma işlemi sonucunda elde edilen enzimlerin saflık derece kontrolü SDS-

PAGE yöntemi ile yapılmıştır. AR enziminin molekül kütlesi yaklaşık 38,95 kDa; 

SDH enziminin molekül kütlesi ise yaklaşık 37,46 kDa olarak hesaplanmıştır. 

3- AR, SDH ve -Gly enzimleri üzerine 7 farklı açil tiyoüre bileşiklerinin etkileri 

incelenmiştir. IC50, Ki sabitleri ve inhibisyon türleri belirlenmiştir. AR enzimi için 

en yüksek inhibisyonu 2c bileşiği; SDH enzimi için 2g bileşiği, -Gly için 2g 

bileşiği göstermiştir. 

Çalışmamızın sonuçlarına göre açil tiyoüre bileşikleri farmakolojik etkileri açısından 

oldukça önem arz etmekte ve ileri çalışmalar içinde iyi bir potansiyel etki göstermektedir. 

Ayrıca mevcut çalışmada inhibisyon çalışması, medikal amaçlar için yol gösterici olarak 

değerlendirilebilmektedir.   
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