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1. GIRIS

1.1 Aldo-Keto Oksidorediiktaz Siiper Aile Uyesi : Aldoz Rediiktaz Enziminin

Yapisi ve Siniflandirmasi

Aldo-keto rediiktaz siiper ailesi iiyeleri ortalama 315-330 amino asitten olusan

genellikle monomerik yapida proteinlerdir (Hara ve ark., 1983).

Aldo-keto rediiktaz siiper ailesi enzimleri, aldehit fosfolidiplerin rediiksiyonu yoluyla
pro-inflamasyon cevabin regiilasyonu (Srivastava ve ark., 2004), prostaglandin
sentezi (Hayashi ve ark., 1989; Matsuura ve ark., 1998) ve progesteron
sinyalizasyonu gibi (Ji ve ark., 2004) in vivo steroidlerin modiilasyon ve
modifikasyonlar1 dahil olmak tizere pek cok fonksiyondan sorumlu holoenzimlerdir

(Hung ve Penning, 1999; Steckelbroeck ve ark., 2004).

Aldo-keto rediiktaz siiper ailesinin bir iiyesi olan aldoz rediiktaz (Jez ve ark., 1997),
substrattaki aldehit grubunun rediiksiyonundan sorumlu, NADPH kofaktoriine
bagimli, poliol yolagmin ilk enzimi olup (Hers, 1956) substrattaki karbonil
gruplarimin rediiksiyonunu katalizlemektedir (Kador ve ark, 1987; Takahashi ve ark.,
1993; Del Corso ve ark., 2000). Aldoz rediiktaz (AR) enzimi, diyabetik

komplikasyonlarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Yabe-Nishimura 1998).

AR enzimi 316 amino asitten olusan (MW: 36 kDa) bir enzimdir ve primer yapisi ilk
kez sican lensinde tayin edilmistir (Carper ve ark., 1989). AR proteini, aminoasitlerin
B/a katlanmasi ile olusmus fi¢1 yapisindadir. (Costantino ve ark., 1999). (Sekil 1).
Enzimin aktif boliimii ficinin i¢ kismundaki hidrofobik boliimiinde yer alir ve
kofaktor NADPH bu bosluga mentese gibi baglanmaktadir (Rondeau ve ark.1992).
Niikleotit yapisindaki kofaktoriin nikotinamid halkasi fi¢inin i¢ kisminda, pirofosfat

kismi ise yapinin kenarinda yeralmaktadir.



o- Heliks yap1 B- Drilz zincir yap1

Sekil 1: Aldoz rediiktaz enziminin temel yapisi (Costantino ve ark., 1999).

Yapilan mutajenik caligmalar sonucunda, AR enziminin aktif kisminda, nikotinamit
halkasinin C4 atomundan uygun uzaklikta (5-6A) 3 adet potansiyel proton
dondriintin varlig1 gosterilmistir (Wilson ve ark. 1992; Tarle ve ark. 1993). Bu

donorler Tyr 48 (tirozin), His 110 (histidin) ve Cys 298 (sistein)’ dir. (Sekil 2).

Tyrds

9

His110 Trplll

Sekil 2 : Aldoz rediiktaz enziminin aktif bolgesi. Enzimin protein omurgasi pembe seritlerle,
aktif kisimlar yesil renkle gosterilmistir. (LiHong Hu ve ark., 2006). Aktif kisimda Tyr:
tirozin, Trp: triptofan, Cys: sistein ve Leu: 10sin kisa adlar1 ile gosterilmistir.



Mutajenik ¢aligmalarda Tyr 48, Phe (fenil alanin) ile degistirildigi zaman enzim
aktivitesinde 5000 kattan fazla diisiis gézlenmistir (Tarle ve ark., 1993). Tyr 48, Lys
77 (lizin) ve Asp 43 (aspartat)’ dan olusan, proton baglayan ii¢ iiyeli bir agin
parcasidir. (Sekil 3). Tyr 48’ in fenolik OH grubunun hidrojen baglamada etkili olup,
Lys 77 (lizin)’ nin amino yan zincirinin proton transferini kolaylastirdigi

diistiniilmektedir (Wilson ve ark., 1992, Tarle ve ark. 1993).

Sekil 3: Aldoz rediiktaz enziminin aktif bolgesindeki proton dondrleri (Gabbay KH., 2004).

Asp: aspartat, Lys: lizin, Tyr: tirozin kisa adlar1 ile gosterilmistir.

Bir diger proton donérii olan His 110, Asn (asparajin) ile degistirilerek yapilan diger
bir mutajenik calismada, enzim aktivitesinde 14 kat diisiis gdzlenmistir (Tarle ve

ark., 1993).

Aktif kistmdaki bir diger potansiyel proton dondrii olarak kabul edilen Cys 298 in
Ala (alanin) ve Ser (serin) mutantlarinda rediiktaz aktivitesinde biiylik degisiklik
gozlenmemistir (Petrash ve ark., 1992). Cys 298’ in proton transferindeki yeri tam

olarak bilinmemektedir.



AR, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ile baglandiginda
konformasyonel degisime ugrar. Enzime substratin baglanmasi ile nikotinamidin C4
atomundaki pro-R hidrojeni, substratin karbonil grubuna transfer olur. Bu proton
transferi ile substratin ilgili alkol iiriinii meydana gelir (Feldman ve ark, 1977;
Flynn, 1982). Alkol iiriin yapidan ayrildiktan sonra ikinci konformasyonel degisimle,
proton kaybederek okside olan kofaktér (NADP) serbest kalir (Grimshaw ve ark.,
1990).

Okside koenzimin yapidan ayrilma hizi, enzimin katalitik aktivite hizimi artirici
yonde etkilemektedir (Grimshaw ve ark. 1995). Bu reaksiyonlarin, enzimin "aktif
olan" forma doniisiimii ile sonug¢landigi goriilmiistiir (Del Corso ve ark., 1989;

Vander Jagt ve ark., 1990).

AR’m substratla baglanmasi, hidrojen baglarindan ziyade hidrofobik etkilesimler

sonucunda gerceklesmektedir (Rondeau ve ark., 1992; Wilson ve ark., 1992).

Karbonil bilesiklerinin rediiksiyonundan sorumlu olan AR enzimi, substrat olarak
serbest aldehitlerden ¢ok, unsature aldehitlerin glutatyon konjugatlarinda daha
etkilidir. Yapilan ¢caligmalarda, rediikte glutatyonun N-terminal ucundaki glutamatin
ve C-terminal ucundaki glisinin, AR' m aktif kismi ile stabilize oldugu ileri
stiriilmiistiir (Dixit ve ark., 2000). Lipid tiirevi aldehitlerden en ¢ok bulunan ve toksik
olan hekzanitroetan (HNE) ve bunun rediikte glutatyon (GSH) ile bilesimi, AR i¢in

miikemmel substratlardir (Srivastava ve ark., 1998).

Bazi in vitro caligmalar, lipit tiirevi aldehitlerin AR tarafindan rediiksiyonunun
katalizlemesindeki yiiksek verimliligin, uzun alkil zincilerle etkilesen enzimin aktif
kisminin hidrofobik ©zelligi ile ilgili oldugunu gostermektedir (Srivastava ve

ark.,1999).



Schwann hiicrelerinde eksprese olan AR enziminin, farkli doku ve tiirlerde kinetik ve
yapisal dzelliklerinin ayn1 oldugu tesbit edilmistir (Nishimura ve ark., 1990). insanda
plasenta, kas ve lens dokularindan AR izole edilmistir (Bohren ve ark, 1989). Pekcok
dokuda bulunan AR, lens, beyin, karaciger ve iskelet kasinda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmustur (Flynn ve ark., 1975; Wermuth ve ark., 1977).
(Tablo 1).

Tablo 1: Insan dokularinda bulunan aldoz rediiktaz miktarlar1 (Tsuyoshi Tanimoto ve ark.,
1998).

Doku AR Miktar1 (ug/mg protein)
Bobrek (medulla) 29.3
Siyatik sinirler 5.1
Lens 2.8
Testis 1.9
Kalp 1.7
Kornea 1.4
Karaciger 0.8
Bobrek (korteks) 0.7
Mide 0.7
Dalak 0.7
Akciger 0.5
Ince bagirsak 0.4
Kolon 0.4

Biyokimyasal ¢aligmalarda kullanilan E.coli bakteriyel sistem rekombinant AR’1 ile
dokulardan veya hiicre kiiltiirlerinden elde edilen AR’in aym kinetik ve yapisal
ozellikleri gosterdigi, yapilan caligmalarda tesbit edilmistir (Nishimura ve ark. 1990;
Old ve ark., 1990; Bohren ve ark., 1991; Petrash ve ark., 1992).

Sican ve insan AR’1, amino asit dizilisleri bakimindan yiiksek benzerlik
gostermektedir (Carper ve ark., 1987; Nishimura ve ark., 1990; Pailhoux ve ark.,
1990; Fabre ve ark., 1994). Biyokimyasal ve immiinohistokimyasal incelemeler,
insan ve sican bobreginde AR dagiliminin benzer oldugunu gostermistir
(Terubayashi ve ark. 1989). AR enziminin mRNA’ siin sigcan bobrek medullasinda,
kortekse kiyasla daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir (Nishimura ve ark. 1988).



Aldo-keto oksidorediiktaz siiper ailesi iiyesi AR’in (Aldito:NADP)* 1-
oksidorediiktaz) (Flynn, 1982) kisa adi ALR2’ dir. Enzim komisyonu numaras1 E.C
1.1.1.21 dir (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB), 2006). EC numarasindaki ilk rakam (1), hidrojen,
oksijen veya elektronlarin bir substrattan digerine transferini katalize eden enzimlere
verilen numaradir. Ikinci rakam (1) ise proton hareketinin donoriin CH-OH grubunda
oldugunu, {iciincii rakam (1) ise reaksiyonun NAD(P)H bagimli oldugunu
gostermektedir IUBMB, 2006).

Aldo-keto oksidorediiktaz siiper ailesinin bir bagka iliyesi olan aldehit rediiktaz
(ALRI1 yada AKR1B10), AR ile yiiksek derecede yapisal benzerlik gostermektedir
(Cao ve ark., 1998). Bu protein, 316 amino asitten olusur, AR ile benzer biiyiikliikte

ve aminoasit dizilisi %71 oraninda benzerlik gostermektedir. (Sekil 4).

Aldehit rediiktaz, AR gibi beyin, bobrek, karaciger, lens ve iskelet kasindan izole
edilmis ve saflastirilmistir (Tabakoff ve Erwin, 1970; Flynn ve ark., 1975.). Ancak,
lens dokusunda AR’in konsantrasyonu yiiksek, ALR1’ in konsantrasyonu diisiiktiir.
Sican lensinde, rediiktaz ailesi enzimlerinden agirlikli olarak AR bulunurken, ALRI,
total rediiktaz proteinlerinin % 0,6’ sindan azdir (Herrmann ve ark., 1983; Shiono ve

ark., 1987).

ALRI substrat olarak alifatik aldehitlerden ¢cok aromatik aldehitleri tercih etmektedir
(Wermuth ve ark., 1977; El-Kabbani ve ark. 2005). ALR1 heksozlar iizerine daha az

etki etmektedir.

ALRI1, birincil olarak ince barsaklarda ve kolonda eksprese edilir, diisiik mRNA
seviyeleri ile karaciger, timus, prostat ve testislerde bulunur. ALR1 agirlikli olarak
ince barsak ve kolonda bulunur ve hazmedilen besinlerdeki toksik aldehitlerin

organlara gonderilmeden Once inaktive edilmesinden sorumludur (Cao ve ark.,

1998).



Aldoz rediiktaz-benzer-1 protein olarak da adlandirilan ALR1’ in kanserle iligkisi
gosterilmistir (Cao D ve ark., 1998). Bir diger calismada ise, tiimor olusturan memeli
epitel hiicrelerindeki ALR1’ in, hiicre membraninin dnemli bir bileseni olan yag asiti

sentezi regiilasyonunu sagladigi rapor edilmistir (Ma ve ark., 2008).

Sican lensi AR’1nin substratit olan DL-gliseraldehit’ in Km degeri 0,08 mM iken,
sican lensi ALR1’ in DL-gliseraldehit icin Km degeri 6,2 mM’ dir (Sato ve Kador,
1989). (Tablo 2).

Iki enzimin yapisi, C-terminalinin ug kisimlar1 diginda birbirine ¢ok benzemektedir.
AR enziminden farkli olarak, ALR1 enziminin aktif kismindaki C-terminali sonunda

Leu 300 bulunmaktadir (El-Kabbania ve Podjarny, 2007). (Sekil 4).

L-lermina

Sekil 4: ALR1 (siyah seritler) ve AR’ 1n (beyaz seritler) gosterimi (El-Kabbania ve
Podjarny, 2007).



1.2. Poliol Yolag

AR, poliol yolaginda bulunan, NADPH varliginda glukozu sorbitole doniistiiren ilk
enzimdir. Poliol yolagindaki diger bir enzim ise sorbitol dehidrogenaz (SD)
enzimidir. SD seker alkoliin (sorbitol) fruktoza doniisiimiinii NAD" bagimli olarak

katalizler (Hers, 1956). (Sekil 5).

AR SD

— .
GLUKOZ o @ SORBITOL 00— —_—— = FRUKTOZ

& >

NADPH NADP* NAD" NADH
Sekil 5: Poliol yolag: (El-Kabbani, 1998).

1956 yilinda Hers, sperm hiicrelerinin enerji kaynagi olarak, poliol yolag: ile
glukozun fruktoza doniisiimiinii seminal kesede gostermistir (Hers, 1956; Kador ve
ark., 1986; Bhatnagar ve Srivastava, 1992). Fare testisinde yiiksek miktarda AR
mRNA’ s1 tesbit edilmis olup, fazla miktarda AR enziminin testis metabolizmasinda
onemli rolii oldugu diisiiniilmektedir (Gui ve ark., 1995). Poliol yolagmin varhig:

daha sonra diyabetik sican lensinde de gosterilmistir (Van Heyningen, 1959).

Normal sartlarda poliol yolagina giren glukoz, toplam glukozun % 0,1’ inden azdir
(Vander Jagt ve ark., 1988; Petrash ve ark., 1992). Glukozun biiyiikk boliimii
hekzokinazlarla fosforillenerek glukoz-6-fosfata doniisiir ve glikoliz reaksiyonu ile

metabolize olur (Beyer ve Hutson, 1986; Cardenas ve ark., 1998). (Sekil 6).



hekzokinaz
Glukoz »  Glukoz -6-P —— > CO2
NADP* NADPH
NADPH NADP* NAD* NADH
\ / »  Sorbitol - / » Fruktoz
aldoz rediiktaz sorbitol dehidrogenaz

Sekil 6: Glikoliz ve poliol yolagina giren glukozun akibeti (Gonza‘lez ve ark., 1984).

Normal glukoz diizeylerinde AR enziminin rolii tam olarak bilinmemekle beraber,
testis metabolizmasinda enerji kaynagi olarak 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir

(Gui ve ark., 1995).

Hiperglisemi durumunda ise glukoz poliol yolagma yonelerek bu yolagin aktivitesini
arttirir. Hiperglisemide total glukozun 1/3” ii poliol yolag: ile metabolize olmaktadir
(Gonzales ve ark. 1984). Sinir ve lens gibi bazi dokularda total glukozun %33’

poliol yolagi ile metabolize oldugu gosterilmistir (Cheng ve Gonzalez, 1986).

Poliol yolaginin ilk enzimi olan AR substrat olarak aromatik ve alifatik aldehitleri
kullanir. AR enziminin hiicre i¢i temel substrat1 glukoz ve galaktozdur (Vander Jagt
ve ark.,, 1995). Substrat olarak glukoz kullanildiginda sorbitol, galaktoz
kullanildiginda ise galaktitol meydana gelir. (Sekil 7). Ancak, meydana gelen
galaktitol, sorbitol dehidrogenaz (SD) enzimi i¢in iyi bir substrat degildir (Kinoshita
ve ark. 1963). Bu nedenle, diyabette galaktitol, sorbitolden daha hizl1 birikir
(Jedziniak ve ark. 1973).
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AR SD
GALAKTOZ "°—————— = GALAKTITOL "®~————— = FRUKTOZ

NADPH NADP"* NAD" NADH

Sekil 7. Poliol yolaginda substrat olarak galaktoz (Kinoshita ve ark. 1963; Gabbay ve ark.,
1966).

Hiperglisemide, AR enzimine substrat olan heksozlar ile trioz sekerler
kiyaslandiginda, heksoz sekerlerin Km degerinin trioz sekerlere gore daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Bu nedenle, aldoheksozlardan olusan triozlar, diisik Km

degerleri ile AR icin mitkemmel substratlardir (Vander Jagt ve ark., 1995). (Tablo 2).

Tablo 2: Cesitli substratlar icin sigan lensi AR ve ALR1 Km degerleri (Sato ve Kador, 1989).

Sigan lens ALR1 Sigan lens AR
Substrat K (mM) Km (mM)
DL-Gliseraldehit 6.2 0.08
D -Glukuronat 6.1 19.2
L -Gulonat 100
D -Ksiloz 749 13.5
D -Glukoz >2000 204

D -Galoktoz > 2000 83



11

Glukoz, AR i¢in zayif bir substrat olmasina ragmen, renal dokularda bulunan enzim,
diiirez sirasinda ozmotik dengenin ayarlanabilmesi i¢in sorbitol olusturur (Burg ve

ark., 1997).

Ayrica son ¢aligmalarda, AR enziminin, lipid peroksidasyonu tiirevi aldehitlerin ve
onlarin  glutatyon konjugatlarmin rediiksiyonunu katalizledigi  gosterilmistir

(Srivastava ve ark., 1995; Ramana ve ark., 2000).

Kalp, kan damarlari, iskelet kasi ya da beyin gibi dokularda AR’ 1 asir1
ekspresyonunun, glukoz metabolizmas1 ve ozmotik regiilasyondan bagka; asir1 demir
yiikklemesi (Barisani ve ark., 2000), alkolik karaciger hastaliklar1 (O’Connor ve ark.,
1999), kalp yetmezligi (Yang ve ark., 2000), miyokardial iskemi (Shinmura ve ark.,
2000), vaskiiler inflamasyon (Rittner ve ark., 1999), restenoz (damar genisletilmesi)
(Ruef ve ark., 2000) gibi proseslerle de iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Ramana
ve ark., 2002).

Diyabetin kronik komplikasyonlar1 ve AR’ 1n asir1 ekspresyonu arasindaki baglanti
ile ilgili ¢ok sayida arastrma ve yaym bulunmaktadir (Yabe-Nishimura, 1998;
Costantino ve ark., 1999; Kaul ve Ramarao, 2001). Diyabetik komplikasyonlarin
major hedef dokulari; lens (Kinoshita, 1965), retina (Nishimura ve ark., 1988b),
arterial duvarlar (Bhatnagar ve ark., 2001) ve siyatik sinirlerdir (Gabbay ve ark.,

1966).



12

1.3. Hiperglisemi ve Aldoz Rediiktaz Aktivasyonu

1.3.1. Diabetes Mellitus

Diyabet, insiilin sekresyonu ve/veya aktivitesinin yoklugu ya da her ikisinin mutlak
veya goreceli azlig1 durumunda meydana gelen, yiiksek glukoz diizeyi (hiperglisemi)
ile karakterize metabolik bir sendromdur (Report of the Expert Commitee on the
Diagnosis and Classification of the Diabetes Mellitus, 2001; American Diabetes
Association, 2004). Diyabetin temel nedeni, dolasimdaki insiilinin eksikligi ve/veya

periferal dokularin insiiline yanit verme yeteneginin azalmasidir (insiilin rezistansi).

Diyabetin baslica kronik belirtileri; asir1 idrara ¢ikma (poliliri), asir1 susama
(polidipsi), asir1 yeme (polifaji), glukoziiri, ketoniiri ve a¢iklanamayan kilo kaybidir.
Amerikan Diyabet Birligi (American Diabetes Association- ADA) bu klinik
semptomlarla beraber ventz plazmada 200 mg/dl ve iizerinde glukoz bulunmasi
veya 10-12 saatlik aghik glukozun 126 mg/dl ve iizerinde olmasi durumunu diyabet
olarak tanimlamistir (ADA, The Expert Committe on the Diagnosis and Clasification

of Diabetes Mellitus, 1997).

ADA, aclhk kan glukoz diizeyi 110 — 126 mg/dl arasinda olan bireyler icin
‘Bozulmus Aclik Glukozu’ (Impaired Fasting Glucose IFG) tanimini yapmistir
(American Diabetes Association (ADA), 1997).

Oral glukoz testinde, 2. saat plazma glukoz diizeyinin 140-200 mg/dl arasindaki
degerleri icin ‘bozulmus glukoz toleranst’ (IGT) adi verilmistir (The Expert
Commitee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997; ADA,
2004).

Tip 1 diyabetin artisindaki nedenler tam olarak bilinmemekle beraber, tip 2 diyabetin
hizli ve dramatik artisina genetik nedenlerden cok, yaslanma, obezite, hareketsiz
yasam gibi diger faktorlerin katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Davis ve ark,
2001).
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Diyabetin smiflandirilmas: (WHO, 1985; ADA, 2004b):

A. Diyabet
e Tip 1 diyabet

1. Immiinolojik
2. lIdiyopatik
e Tip 2 diyabet
1. Non-obez
2. Obez
3. Genglerde Eriskin Baslangicli Diyabet
* Malnutrisyonla ilgili diyabet
* Bazi hastaliklar sonucu olusan ve diger durumlarla ilgili diyabet tiirleri
1. Pankreas hastaliklar1
2. Hormonal bozukluklarla ilgili hastaliklar
3. Ilaglara ve diger kimyasal maddelere maruziyet
4. Insiilin veya reseptoriiniin yapisindaki bozukluklar
5. Baz1 genetik sendromlar
6. Diger nedenler:
a. Beta hiicre fonksiyonlarinda genetik bozukluk sonucu olusan
diyabet
b. Insiilin fonksiyonlarinda genetik bozukluk sonucu olusan
diyabet
Endokrinopatiler sonucu olusan diyabet

d. Enfeksiyonlar sonucu olusan diyabet

B. Bozulmus Glukoz Tolerans1 (Impaired Glucose Tolerance (IGT))
* Non-obez kisilerde goriilen
* Obez kisilerde goriilen
* Bazi durumlar ve sendromlarla ilgili diyabet

C. Gestasyonel Diyabet (Gestational Diabetes Mellitus (GDM))



14

1.3.1.1 Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabette, insiilin salgilayan pankreasin adacik beta hiicrelerinin, genetik
faktorler, insan lokosit antijeni ve cevresel nedenlerle, T-lenfosit ve makrofajlarin
otoimmiin saldiris1 sonucu harabiyeti meydana gelmektedir (ADA, 1997).
Pankreastaki bu harabiyet sonucu, tip 1 diyabetli bireylerde insulin sekresyonu
yetersiz ya da tamamen yoktur. Buna bagli olarak serum glukoz diizeyleri normalden

yiiksektir.

Tip 1 diyabetin etiyolojisinde genetik, cevresel ve otoimmiin faktorler rol oynar.
Genetik yatkilik, viriisler, fiziksel uyaricilar ve stres gibi dig etkenler hastaligi
tetikleyerek insiilin salgilayan pankreasin beta adacik hiicrelerine otoimmiin saldir:
baslatmaktadir. Bu harabiyetin patalojik goriiniimiine ‘insiilitis’ denir. Tip 1 diyabet,

5-10 yillik bir siirecin sonucunda ortaya ¢ikar (Haller ve ark., 2005).

Tip 1 diyabetli bireyler yasamlarini siirdiirebilmek i¢in insiiline bagiml
olduklarindan ‘Insiiline Bagimli Diyabet’ (Insulin Dependent Diabetes Mellitus
(IDDM)) olarak da bilinmektedir.

Tip 1 diyabet insidansi, cocuklar ve geng eriskinlerde daha fazla oldugu i¢in ‘Genglik
Diyabeti’ (Juvenil Onset Diabetes Mellitus) olarak da adlandirilir. Tip 1 diyabet, her
yas grubunda goriilmekle beraber en sik 7-15 yaslar1 arasinda goriiliir (Alemzadeh ve
Wyatt, 2004). Tip 1 diyabet, % 75 oraninda 30 yas 6ncesinde baslamasina karsin yas

faktorii siniflandirmada kriter degildir.

ADA’ nmm 2003 yilinda yaptig1 etiyolojik simmiflandirmaya gore, tip 1 diyabet

immiinolojik ve idiyopatik olarak 2 gruba ayrilir.



15

Immiinolojik diyabette, insiilin salgilayan pankreasmn beta adacik hiicrelerinin
otoimmiin saldir1 sonucu % 80-90° mnin harabiyeti s6z konusudur. Immiinolojik tip 1
diyabet; asir1 susama hissi (polidipsi), asir1 miktarda idrara ¢ikma (poliiiri), insiilin
yetersizligine bagl olarak kanda ve idrarda keton cisimciklerinin artigina bagl
gelisen koma benzeri asidoz tablosu (ketoasidoz), insiilin eksikligi sonucu glukoz
kullaniminin bozulmasma baglh olarak yag dokusunda lipoliz, karaciger ve iskelet

kasinda protein yikiminin artmasi sonucu kilo kayb1 ile kendini gosterir.

Idiyopatik diyabete (Tipl1B), daha cok etnik wklarda goriilmektedir (Pin™ ero-
Pilon™a, ve ark., 2001). Immiin aracili tip 1 diyabete kiyasla daha az goriilmektedir.
Bu bireylerde, adacik hiicre antikoru (ICA) negatif olmasina karsin insiilin
yetersizligi s6z konusudur, etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Idiyopatik tip1
diyabet hastalarinin yasamlarim siirdiirebilmeleri i¢in insiilin tedavisi gerekmektedir
(The Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus,

1997).

1.3.1.2. Tip 2 Diyabet

Insiilin yetersizligi ve/veya insiiline bagimli olan kas ve yag dokusu gibi periferik
dokularda, insiiline yanit verme yeteneginin azalmasi (insiilin direnci) tip 2 diyabet
gelisimine neden olur (Patricia ve ark., 2003). Insiilin direnci, tip 2 diyabette

meydana gelen komplikasyonlarin en 6nemli nedenidir (Gilligan ve Spector, 1984).

Normal sartlarda insiilin, plazmadaki glukozun, okside olarak enerji iiretiminde
kullanmak veya glikojen seklinde depolanmak iizere kas ve yag dokusu gibi periferik
dokulara tasmmmasmni saglar. Ayni1 zamanda, insiilin karacigerdeki glikojenoliz
(glikojen yikimi) ve glukoneogenezi (glukoz yapimi) baskilayarak hepatik glukoz

tiretimini engeller (Donkin ve ark., 1997).
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Insiilin direncinin gelismesi durumunda, periferik dokularda direnc olusarak kas ve
yag dokusundaki insiilin aracili glukoz kullanimi azalmakta, karacigerdeki glukoz
supresyonu bozulmaktadir. Insiilin direncine karsi, plazma glukoz diizeyinin
yiilkselmemesi i¢in pankreas beta hiicreleri normalden 1,5-2 kat daha fazla insiilin
iiretilmektedir. Insiilin direncinde, pankreasm daha fazla calisarak normal glukoz
diizeyini saglanmasi, zamanla beta hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden olmakta ve
buna bagh olarak insiilin sentezi azalarak tip 2 diyabet ortaya c¢ikmaktadir
(Ferrannini ve ark., 1987; Hollenbeck ve Reaven, 1987).

Tip 2 diyabette, pankreasta amiloid plaklarin olugmasi ile 8 hiicre sayisinin azalmasi

sonucunda insiilin sekresyonunda yetersizlik meydana gelir (Rhodes, 2005).(Sekil 8).

P Iicreler
(insiilin)

o hiicreleri

Sekil 8: Tip 2 diyabette pankreasin adacik hiicrelerinde azalis (Rhodes, 2005).

Diyabetik hastalarmn % 90’ 1 tip 2 diyabetlidir. Tip 2 diyabet genellikle orta yas ve
tizeri bireylerde goriildiigii i¢in erigkin baslangichh diyabet de denmektedir. Tip 2
diyabetin gelisiminde, obezite, genetik faktorler, yaslanma, stres ve hareketsiz yasam

sekli onemli risk faktorleridir (Sacks, 2005).
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Tip 2 diyabetin gelisiminde ©6nemli rolii oldugu diisiiniilen genetik yatkinlik
monozigot ikizlerde (%90) ve Amerikan Pima yerlilerinde gosterilmistir (Watkins ve
ark, 1996). Birinci derece akrabalarinda tip 2 diyabetin olmasi, bireylerin diyabet
riskini % 45- 80 oraninda artirmaktadir (ADA, 2000).

Tip 2 diyabetin gelisiminde bir diger risk faktorii de obezitedir. Beden kitle endeksi
(BKE) arttikca diyabet gelisim riskinin arttig1 saptanmustir. BKE’ den bagka
viicuttaki yag kitlesi miktarmin diyabet gelisiminde etkili oldugu, diizenli egzersizin
diyabet gelisimini Onemli oranda azaltti31 ortaya konmustur (Zimmet ve ark, 1990;

WHO, 1999).

Tip 2 diyabetli bireylerde obezite siklikla goriiliir. Besin diyeti ve kilo kontrolii ile
hiperglisemi kontrol altina almabilmektedir. Ancak, bazi tip 2 diyabetli bireylerde

diyetin yanisira, oral hipoglisemik ajanlara veya insiiline de gerek duyulabilmektedir.

Tip 2 diyabette plazma glukoz diizeyinin yiikselmesi, hepatik glukoz supresyonunun
bozulmasindan kaynaklanir. Karacigerde glikojenoliz ve glukoneogenez ile glukoz
tretimi artar. Glukoneogenezdeki artigin hepatik insiilin direnci ve laktat gibi
prekiirsorlerin artisi ile ilgili oldugu ileri siiriilmiistiir (Mithieux ve ark., 1996). Buna
bagli olarak gelisen hiperglisemi endotelyal fonksiyon kayiplarindan sorumlu
tutulmaktadir (Hsueh ve Law, 1998; Jiang ve ark., 1999).

1.3.2. Diyabetik Komplikasyonlar

Diyabet diinyada 180 milyondan fazla insam etkileyen, Tiirkiye’ de ve diinyada 6liim
nedenleri arasinda iiclincii sirayr alan onemli bir saglik sorunudur. 2025 yilinda
diyabet goriilme sikliginin hizla artarak ikiye katlanacagi tahmin edilmektedir (Sicree

ve ark., 2003).
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Diyabette  vaskiiler —komplikasyonlarin  gelisiminde  major risk  faktori
hiperglisemidir. Hiperglisemi bazi1 yolaklarin aktivitesini arttirarak ve bu yolaklarin
birbiriyle olan etkilesimlerini degistirerek vaskiiler fonksiyon kaybmna neden
olmaktadir (UKPDS Research Group, 1998; Temelkova-Kurktschiev ve ark., 2000).
(Sekil 9).

Hiperglisemi
,f%‘ o Serbest Oksijen
ﬂliﬂ‘l ?ﬂlﬂﬁl o mem— » Monenzimatik ... - Rﬂ.dlkﬂ“ﬂriJT
M Glikasyon *
DAGT = l

l \ GSH | . e Oksidatif

& Strest
Y

NO Sentezi |
Denatiire 500D ve

[ Yapisal Proteinler

Vaskiiler Fonksiyon Bozukluklar i
]
\ Diyabetik Komplikasyonlar

Sekil 9 : Hipergliseminin etkiledigi yolaklar (Yabe-Nishimura, 1998).

Bu yolaklar; poliol yolagr (Zimmet ve Alberti, 2001; Oates, 2008), glukoz
oksidasyonu (Lipinski, 2001; Ostenson, 2001; Jakus ve Rietbrock, 2004), PKC
aktivasyonu (Brownlee, 2001), nonenzimatik glikasyon ve ileri glikasyon {iriinleri

(AGE) olusumudur (Chappey ve ark., 1997; Yamagishi ve Takeuchi, 2004).

Bu yolaklarin aktivasyonu sonucu olusan oksidatif stres endotel fonksiyon
bozukluklarina yol agmakta ve bunun sonucunda pek ¢ok vaskiiler komplikasyon
olusmaktadir (UKPDS Research Group, 1998; Temelkova-Kurktschiev ve ark.,
2000). (Sekil 10).
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Polyol Yolu Glukoz PII: C AGE
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Sekil 10: Hiperglisemi ve endotelyal fonksiyon bozuklugu (UKPDS Research Group, 1998;
Temelkova-Kurktschiev ve ark., 2000).

Intraselliiler hiperglisemi, NO gibi vazodilator aktivitenin azalmasina, anjiyotensin II
ve endotelin-I (ET-1) gibi vazokonstriktorlerin ve vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) gibi permeabilite faktorlerinin artmasina neden olur. Bunun
sonucunda, vaskiiler permeabilitede artis ve kan akis hizinda degisiklikler meydana
gelerek kardiyovaskiiler hastaliklar (Jay ve ark., 2006) basta olmak iizere pek ¢ok
diyabetik komplikasyonlar meydana gelir.

Diyabetin zararl etkileri makrovaskiiler ve mikrovaskiiler olmak iizere ikiye ayrilir.
Makrovaskiiler komplikasyonlar: ateroskleroz, koroner, serebrovaskiiler ve periferal
damar hastaliklar1 ve diyabetik ayaktir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar ise:
retinopati (Robison ve ark., 1983; Engermann ve Kern, 1984), katarakt (Nishimura
ve ark., 1988b), noropati (Yue ve ark., 1982; Nishimura ve ark., 1987; Malik, 2003)
ve nefropatidir (The Diabetes and Complication Trial Reserch Group, 1993; Pickup
ve Williams, 1997).
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1.3.2.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Makrovaskiiler komplikasyonlar, hiperglisemi sonucu vaskiiler fonksiyon kaybina
baglh olarak gelisen damar hastaliklaridir. Diyabetik komplikasyonlar arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar birinci sirada gelmektedir (National Diabetes Group,
1995). Tip 2 diyabetli bireylerin %70’ inin Olim nedeni kardiyovaskiiler
hastaliklardir (Laasko, 1999). Diyabete bagli kardiyovaskiiler hastaliklarin

tedavisinde glisemik kontroliin yararli oldugu goriilmiistiir (Carroza ve ark., 1993).

Ateroskleroz, arterlerde ‘aterom’ ya da plak denilen lezyonlarin olusumu ile gelisen,
damar sertlesmesi olarak adlandirilan bir damar hastaligidir. Diyabette, endotel
hiicrelerdeki fonksiyon kaybi sonucu NO gibi vazodilatdr ajanlarin, antikoagiilan
faktorlerin, inflamatuvar sitokinlerin eksikligi, ateroskleroz gelisimine neden olur

(Davignon ve Ganz, 2004; Ajjan ve Grant, 2006).

Hiperglisemi ile artan oksidatif stres okside LDL olusumunu artirarak, ateroskleroz

riskini artirmaktadir (Davignon ve Ganz, 2004; Madamanchi ve ark., 2005).

Diyabet ve kontrolsiiz hiperglisemiye ek olarak; hiperlipidemi, hipertansiyon, sigara
kullanimi ve iler1 yas, periferik dokularda periferik damar hastaliklarinin gelisiminde

onemli risk faktorleridir (Cooper ve ark, 1997; Armstrong ve ark., 1998).

Diyabette kontrolsiiz hiperglisemiye bagl olarak gelisen kan akismdaki bozulma
sonucu, serebrovaskiiler fonksiyon bozukluklar ve serebral damar hasarlar1 meydana

gelmektedir (Mankovsky ve ark, 1996; Cippolla ve ark, 1997).
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Diyabette karsilasilan en 6nemli komplikasyonlardan biri de, diyabetik ayak veya
diyabetik ayak iilseridir. Diyabetik ayak; diyabetik noropati, enfeksiyon ve vaskiiler
fonksiyon bozukluklarmin bir sonucu olarak ortaya cikar. Ayakta agri hissi,
vibrasyon ve pozisyon belirleyememe gibi semptomlar goriiliir. Vaskiiler
fonksiyonlarin azalmasiyla kan akisindaki azalma, ayakta agilan yaralarin iyilesme
sirecini uzatwr. Vaskiiler yetersizlik dokuda oksijen yetersizligine neden olur.
Iskemiyle beraber diyabetik ayak iilseri veya gangren gelisir (Linger ve Foster,

1988).

1.3.2.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

Diyabetin ~ mikrovaskiiler =~ komplikasyonlar;,  kontrolsiiz ~ hipergliseminin
goriilmesinden 15-20 yil sonra ortaya ¢ikar. Uzun vadede kontrolsiiz hiperglisemiye
bagl olarak; bazal membran kalinlagsmasi, kan akis1 ve viskozitesinde artig, kapiller
permeabilite ve trombosit fonksiyonlarinda bozukluk sonucu mikroalbuminiiri,
mikrotrombus (kiiciik damarlara fibrinin c¢cokmesi) ve iskemik hasar meydana
gelmektedir. Sonugta, diyabete bagli periferal noropati (Oates, 2002), retinopati
(Reddy ve ark., 2008), katarakt gelisimi (Lee ve ark., 1995) ve nefropati (Sato, 1992)
gelismektedir.

1.3.2.2.1. Diyabetik Retinopati ve Katarakt Gelisimi

Poliol yolag: aktivasyonuna bagl olarak asir1 sorbitol birikimi, retinopati, katarakt,
noropati ve nefropatinin patogenezinden sorumlu tutulmaktadir. (Reeves ve

Cammarata, 1996, Srivastava ve ark., 2005).

Diyabetik retinopati ilk olarak Eduard Jaeger tarafindan 1855 yilinda tanimlanmistir
(Fischer, 1957; Wolfensberger ve Hamilton, 2001). Deneysel model olarak lensteki
AR’a bagl katarakt gelisimi ilk defa sicanlarda gosterilmistir (Kinoshita ve
Nishimura, 1988).
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Diyabetik retinopati, gozyas1 yapiminda ve kornea hassasiyetinde azalma, kornea
endotelinde degisiklikler, yara iyilesmelerinde gecikme ve katarakt gibi
komplikasyonlarla kendini gostermektedir (Davidson, 1991).

Van Heyningen, hipergliseminin indiikledigi poliol yolagi ile yiiksek miktarda
sorbitol ve galaktitol olusumunun katarakt gelisimini stiimiile ettigini gostermistir.
Glukozun rediiksiyonu ile biriken sorbitol ozmotik artiga, membran
permeabilitesinde degisikliklere ve ardindan katarakt olusumuna neden olmaktadir

(Van Heyningen, 1959).

Diyabetik bireylerde korliigiin primer sebebi retinopatidir. Diyabetik retinopatide de
major risk faktorii hiperglisemidir (DDCT Research Group, 1993 ve 1995; UKPDS
Research Group, 1998). Lensde sorbitol birikimine bagli gelisen ozmotik stres
nedeniyle lentikiiler opasite olusur ve katarakt gelisir (Wyngaarden ve Smith, 1988).

Kronik hiperglisemi, diyabetik retinopatide vaskiiler hasara neden olmaktadir.
Diyabetik retinopati, retinal mikrovaskiiler hiicrelerinin (perisit) kaybi sonucu
olusmaktadir. Perisitlerdeki kayip endotelyal hiicrelerin asir1  cogalmasma
(proliferizasyon) ve bazal membran kalinlagsmasina neden olur (Chappey ve ark.,
1997; Yamagishi ve Takeuchi, 2004). Lens proteinlerinin glikasyonu sonucunda
proteinlerin ¢oziiniirliikklerinde degisiklik meydana gelmektedir. Coziiniirliigii azalan
proteinler yiiksek molekiil agirlikli partikiillerin olusumuna neden olarak lens
opaklasir ve katarakt gelisir (Perry ve ark., 1987). Lens proteinlerinin oksidasyonu da
katarakt olusumunda Onemlidir ve antioksidan vitaminlerin katarakt olusumunu

azalttig1 gosterilmistir (Jacques ve Chylack, 1991).

Normal lensteki sistein ve sistin miktari, katarakth bireylerde degisiklik
gostermektedir. Kataraktlhi lenslerde sistein azalirken, sistin miktarinda artig

godzlenmistir (Takemoto ve Azari,1976).
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1.3.2.2.2. Diyabetik Noropati

Diyabetik noropati, diyabetin periferik ve otonom sinir sistemi iizerindeki
komplikasyonudur (Apfel, 1999). Noropati prevalansi diyabetin siire ve siddetine
bagli olarak degismektedir. Diyabetik noropatinin patogenezinde, hiperglisemiye
bagli olarak AR aktivitesinde artig, oksidatif stres ve protein glikasyonu
goriilmektedir (Yasuda ve ark., 2003). Ayrica, endonodral mikrovaskiiler
komplikasyonlar, kapiller bazal membran kalinlagsmasi ve tromboz da meydana
gelmektedir. Insiilin yetersizligine bagli hiperglisemi, norovaskiiler kan akisinda
azalmaya neden olarak sinir hiicrelerinde iskemi olusturmaktadir. Iskemi sinir
liflerinde dejenerasyona neden olmaktadir (Sheetz ve King, 2002; Van Dam, 2002).
Glisemik kontrol diyabetik noropatinin gelismesini Onlemede etkilidir (DCCT
Research Group, 1993).

Endonoral mikrovaskiiler dokularda ve noral liflerde asir1 glikasyon ve (ileri
glikasyon iiriinleri) AGE’nin olusmasi periferal noropatinin gelismesine katkida

bulunur (Sugimoto ve ark., 1997; Wautier ve Schmidt, 2004).

Diyabetik sicanlarda, AGE inhibisyonu ile norovaskiiler fonksiyon kaybinin
onlendigi gosterilmistir (Cameron ve Cotter, 1996; Soulis ve ark., 1999; Coppey ve
ark., 2002). Ayrica, antioksidanlar ve AR inhibitorlerinin de diyabetik ndropatinin

Onlenmesi ve/ veya tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Obrosova ve ark., 2002).

Sinir hiicrelerinde, artan AR aktivasyonu ile redoks dengesinin bozulmasi sonucu
Na'/K*ATPaz enzim aktivitesinde azalma gdzlenmistir. Buna bagli olarak biriken
intra-aksonal Na®, sinir iletim hizinda azalmaya (Simmons ve ark, 1982) ve sinir
hiicrelerinde yapisal bozukluga neden olmaktadir (Tornlinson, 1989; Greene ve ark.,
1992). Sinir iletim hizininin azalmasma hiicredeki miyoinositol eksikligi neden
olmaktadir. Miyoinositoliin hiicreye girisi Na* bagimli ve glukoz ile yarismahdir.
Glukoz, miyoinositoliin bobreklerden geri emilimini yarigmali olarak inhibe ederek
(Clements ve Diethelm, 1979; Hammerman ve ark., 1980) hiicredeki miyoinositol

miktarmin azalmasia neden olur (Tornlinson, 1989; Greene ve ark., 1992).
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1.3.2.2.3. Diyabetik Nefropati

Diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindan biri de diyabete bagli nefropati nedeniyle
gelisen bobrek yetmezligidir (Kimmelstiel ve Wilson, 1936). Diyabetin neden oldugu
Olimlerin %10’ u bobrek yetmezliginden kaynaklanmaktadir (Humphrey ve ark.,
1989; Forsblom ve ark., 1998).

Diyabetik nefropatinin en Onemli bulgularindan biri mikroalbuminiiridir.
Mikroalbuminiiri, idrarla atilan albiimin miktarimin fazla olmasidir ve renal

hastaliklarin gelisiminde 6nemli risk faktoriidiir (Mayne, 2001).

Diyabetik nefropatide, glomerular filtrasyon hizinda artiy ve mikroalbuminiiri
nedeniyle glomerular hasar meydana gelmektedir. Renal kan akisindaki artis arteriel
rezistans1 degistirerek filtrasyonda artisa neden olur (Ditzel ve Schwartz, 1967;
Hostetter ve ark., 1981). Kollagen, proteoglikanlar gibi bazal membran bilesenlerinin
sentez ve katabolizmasindaki degisiklikler, bazal membran kalinlagsmasina neden

olmaktadir (Nishi ve ark., 2000).

Miyoinositol, bobrek dist dokularda reversibl olarak membran fosfolipidleri ve
fosfoinozitidlerinin yapismna girer (Hawthorne, 1960). Inositol fosfolipidler ve
inositol fosfatlar hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alirlar (Serunian, ve ark., 1989;
Berridge ve Irvine, 1989; Rhee ve Choi, 1992;). Diyabetik bireylerde bol miktarda

miyoinositoliin idrarla atildig1 bilinmektedir (Clemens, 1979) .
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1.4. Aldoz Rediiktaz Enziminin Diyabetik Komplikasyon Olusumuna Etkileri

Pek c¢ok diyabetik komplikasyon, AR enzim aktivitesinin artis1 ile iliskilidir. (Sekil
11). Diyabette artan poliol yolagi aktivitesi ile bazi dokularda Oonemli miktarda
sorbitol ve fruktoz birikmektedir (Lou ve Kinosita, 1967; Soulis- Liparota ve ark.,

1995).
Katarakt gelisimi

T

Hidrasyon ve membran
hasar1

f

Elektrolit dengesizligi

!

Ozmotik stres

aldoz rediiktaz T sorbitol dehidrogenaz
Glukoz "OC—— = Sorbitol’“C_——  —  Fruktoz

NADPH NADP* NAD" NADH
Redoks dengesizligi
l v
Oksidatif stres Inorganik fosfat fazlalig1
l ATP seviyelirinde diisme
ROS Biyosentetik yolaklarda
l inhibisyon

Hiicre proliferasyonu, apoptosiz,
dokularda fonksiyfn kaybi1 ve hasar

Nefropati, ndropati, retinopati,
vaskiiler komplikasyonlar, katarakt

Sekil 11. Poliol yolaginin diyabetik komplikasyonlarla iligkisi (Srivastava ve ark., 2005).
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Sorbitol birikimine bagl olarak gelisen anomaliler, ozmotik stres, oksidatif stres,
glikasyon, Na'/K*ATPaz ve protein kinaz gibi enzim aktivitelerinde olusan

farkliliklar, miyoinositol miktarinda azalma, nitrik oksit (NO) sentezinde azalma gibi

baz1 degisiklikler sonucu gerceklesir. (Sekil 12).

O

Arjinin + 090 Sitrulin + NOl
AGET «—3.DG
NADPH NADP AN
\ F3p
AN
AR SD L
———— — . ——— —
Glukoz °“ SorbltolT ne Fruktoz
0
M DHAP
=
NADPH NADP* NAD" QNAD
Q
Nox v
G-3-P
GSSG oo 2GSH l NAD*
GR .Z.'?. -
<>$
TGA'3'P AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA > MGOT «
E GAPDH | & prc <—wm DAG
v

Sekil 12: Poliol yolaginin diger yolaklarla iligkisi (Chung SSM. ve Chung SK., 2003).
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1.4.1. Ozmotik Stres

Poliol yolaginin iiriinii olan sorbitol ozmotik agidan aktif bir bilesiktir. Sorbitol hiicre
membranidan difiize olamadigr i¢in hiicrelerde birikerek (Lewis ve ark., 2001)
ozmotik strese neden olur. Ozmotik stres 0zellikle retina, lens ve periferik sinirlerde

ozmotik hasara neden olmaktadir (Gabbay, 1975).

Ozmotik stres, sorbitol birikimi ile hiicrenin su igeriginin artmasi sonucu meydana
gelir. Redoks dengesindeki bozulma, proteinlerin c¢oziiniirliiklerini degistirerek

membran direncine zarar verir (Tornlinson, 1989).

Lensde sorbitol birkimine bagli ozmotik stres sonucu membran yapis1 bozulmaktadir
(Kinoshtta, 1974; Brownlec ve ark., 1984). Katarakt gelisiminin en dnemli nedeni de
budur (Kinoshita, 1965; Varma ve ark., 1977; Lee ve Chung, 1999).

1.4.2. Oksidatif Stres

Diyabette artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) nedeniyle antioksidan savunma sistemi
zayiflamistir (Rosen ve ark., 2001). Poliol yolagi aktivasyonu ile oksidatif stres
meydana gelir. Glutatyon rediiktaz enzimi (GR), NADPH bagimli olarak, okside
glutatyonun (GSSG) rediikte glutatyona (GSH) rediiksiyonunu saglayan enzimdir.
AR’ nin NADPH icin Km degeri, glutatyon rediiktaz enziminin NADPH i¢cin Km
degerinden 10 kat daha diisiiktiir. Poliol yolaginda artan AR aktivitesiyle NADPH’ 1n
fazlaca tiiketilmesi, GSH nun iiretiminin azalmasina neden olur (Yeh LA ve Ashton
1990). (Sekil 13). Hiicre i¢i major antioksidan olan GSH’ nun azalmas1 oksidatif
strese neden olur (Lee ve Chung, 1999).
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Normal Glukoz Diizeyi
NADPH
Glukoz GSSG
AR \gg
Sorbitol GSH
NADP”*
Hiperglisemi
NADPH
Glukoz GSSG
AR g GR
Sorbitol GSH
NADP"*

Sekil 13: Aldoz rediiktaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin NADPH kullanim yaris1
(Tomlinson ve ark., 1994).

AR’ 1 asir1 derecede eksprese edilmis transgenik farelerde, rediikte glutatyonun
azaldig1 gosterilmistir. Poliol yolaginin antioksidan savunma sistemine zararh etkileri
bu mekanizma ile agiklanmaktadir (Giugliano ve ark., 1996; Nishimura C., 1998;
Nishikawa ve ark. 2000). Sorbitol dehidrogenaz enziminin (SD) aktiflesmesi sonucu
olusan NADH, NADH-oksidaz (Nox) enziminin etkisi ile serbest oksijen radikalleri
(ROS) olusumuna neden olur (Tesfamariam, 1994; Morre ve ark., 2000). ROS,
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzim (GAPDH) inhibisyonuna neden olarak
daha fazla glukozun poliol yolagina yonelmesine ve AR aktivitesinin artmasina

neden olmaktadir (Stevens ve ark. 2000).
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Sekil 14: Aldoz rediiktazin detoksifikasyon reaksiyonlarindaki énemi (Dunlop M., 2000).
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Diyabette, glutatayon seviyelerinin yamisira C vitamini, E vitamini ve antioksidan
enzimlerinin diizeyleri de diisiiktiir (Whoaibeb ve Godin, 1987; Van Dam ve ark.,
1998; Karasu ve ark., 1995). Diyabet hastaligi, organizmadaki dogal antioksidan
savunma sistemi ile adeta anlagsma yapmuis gibidir. Reaktif karboniller AR ile daha az
reaktif metabolitlerine doniismektedir. Glukozun alkollere indirgenmesi, oksidasyon
ve glutatyon ile katalizlenen yolaklar, reaktif karbonil olusumuna neden olan
yolaklardir. Diyabete bagl redoks potansiyelindeki degisiklikler (NADH/NAD*
oranmin artis) bu yolaklarin reaktif bilesikleri detoksifiye etme yetenegi ile bir

denge igerisindedir. (Williamson JR ve ark., 1993). (Sekil 14).

Hiperglisemik durumda poliol yolaginin artisi, glutatyon ve NADPH’ 1n azalmasina
neden olmaktadir (Tomlinson ve ark., 1994). Glutatyon depolarini bosaltacak
diizeyde AR aktivitesine sahip hiicrelerde, hiperglisemiye bagli oksidatif stres,

NADPH’ a ihtiya¢ gosteren yolaklarin olusumunu engellemektedir.

Sekil 14’ de AR enziminin oksidatif stresdeki 6nemi vurgulanmaktadir. Glukozun,
sorbitole ve sonra da fruktoza hizli doniisimii GSH diizeylerinin diismesine ve
oksijen radikalleri (O,”) olusumunun artmasina ve (Kashiwagi ve ark., 1994) lipit
aldehit ve reaktif karbonil olusumuna neden olmaktadir. Diger taraftan da AR, reaktif
karbonilleri ve lipit aldehitlerini detoksifiye ederek oksidatif stresi azaltmaktadir

(Dunlop M., 2000).

1.4.3. ileri Glikasyon Uriinlerinin Olusumu

Poliol yolag1 aktivitesinin artmasi sonucu glukoz fruktoza doniisiir. Sorbitoliin, SD
enzimi ile NAD bagiml oksidasyonu sonucunda meydana gelen fruktoz, fruktoz-3-
fosfat (F3P) ve 3-deoksiglukoza (3DG) metabolize olur (Grandhee ve Monnier 1991;
Lal S. ve ark., 1995; Hamada ve ark., 2000). F3P ve 3DG’ un her ikisi de glukozdan
daha potent, non-enzimatik glikasyon prekiirsorleridir (Szwergold ve ark. 1990;

Brownlee, 1992; Hamada ve ark. 1996).
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Hiperglisemide, eritrosit, beyin, bobrek, sinir ve lens gibi insiiline bagimli olmayan
dokularda (Mueckler M., 1994) glukoz, proteinlere non-enzimatik reaksiyonla
baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikasyon reaksiyonu
sonucu olusan amadori iiriinlerinin glikooksidasyonu ile imidazol ve pirol yapisinda
ileri glikasyon tiriinleri (AGE) meydana gelir. AGE, proteinlerin amino gruplari ile
geri doniislimsiiz capraz bag yaparak, proteinlerin yapt ve fonksiyonlarinda
degisiklige neden olmaktadir. AGE bilesikleri, diyabetin kronik komplikasyonlarinin
ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar (Jakus ve Rietbrock, 2004). Yaslanmaya bagl
olarak glukoz toleransindaki azalmada da geri doniisiimsiiz ileri glikasyon siireci

hizlanmaktadir (Hudson ve ark., 2002).

AGE’ nin molekiiller arasinda kovalent bag olusturdugu ilk olarak kollajen
dokusunda gosterilmistir. Diyabette, kollajen dokunun hiperglisemiye baglh oksidatif

stres ile hizla yaslandig1 gosterilmistir (Miyata ve ark, 2000).

Sorbitoliin fruktoza oksidasyonu ile sitozolik NADH/NAD orani yiikselmektedir.
Artan NADH miktari, gliseraldehit-3-fosfat-dehidrogenaz enzimini (GAPDH) inhibe
ederek trioz-fosfat konsantrasyonunun artmasma neden olur (Baynes ve Thorpe.,
1999; Dunlop M., 2000; Garcia ve ark. 2001). Hiicre i¢i konsantrasyonu artan
gliseraldehit-3-fosfat, trioz-fosfat izomeraz enzimi ile dihidroksiaseton-fosfata

(DHAP) doniisiir. DHAP’ 1n gliserol-3-fosfata rediiksiyonu NADH bagimlidir.

NADH/NAD oraminin yiiksek olmasi, DHAP’mn rediiksiyonu yoluyla diagil
gliseroliin (DAG) de novo sentezini stimiile eder. Artan DAG sentezi PKC yolaginin
aktive olmasina neden olur (Williamson ve ark. 1993; Garcia ve ark. 2001). Trioz
fosfatlar, ileri glikasyon iiriinleri (AGE) prekiirsorii olan metilenglioksallara (MGO)

doniisiir.
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1.4.4. Na'/K* ATPaz ve Aldoz Rediiktaz iliskisi

Artan AR aktivitesine bagli olarak, NADPH depolarmin bosalmasi ve GSH
diizeyinin azalmasi ile oksidasyon-rediiksiyon dengesi bozulur. Redoks dengesindeki
bozulma, membran Na*/K* ATPaze enzim aktivitesinde, fosfatidilinositol sentezinde

ve miyoinositol miktarinda azalmaya neden olmaktadir (Kinoshita, 1974; Chung ve

ark., 2003). (Sekil 15).

Na®/K" ATPaz aktivitesinde azalma, fosfatidilinozitol sentezinin azalmasinin bir
sonucudur (Bhadada ve ark., 2001, Chung ve ark. 2003). Fosfotidil inozitol sentezi
icin gerekli olan miyoinositol (MI) miktarindaki azalma, diyabetik
komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Greene ve ark., 1975;
Winegrad, 1987). Glukoz konsantrasyonunun artmasi ile intraselliiler sorbitol
birikimine bagli olarak hiicrelerdeki miyoinositol miktarimmnin azalmasi, inositol
fosfolipid metabolizmasmin degismesine ve Na'/K'ATPaz enzim aktivitesinin
azalmasima neden olmaktadir (Bell ME, ve ark., 1982; Greene ve ark., 1987; Yorek
ve ark., 1988). Hiicre membranindaki Na'/K*ATPaz enzim aktivitesinin azalmasi
vaskiiler fonksiyon kayiplarina ve intraaksonal Na® birikimine neden olarak sinir
iletim hizinin yavaslamasina ve sinir hiicrelerinde yapisal bozukluklara neden

olmaktadir. (Greene ve ark. 1992). (Sekil 15).
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Sinir ileti hizinda yavaslama

Sekil 15: Aldoz Rediiktaz enziminin miyoinositol ve Na'/K'ATPaz enzimine etkisi
(Bhadada ve ark., 2001).
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1.4.5. Nitrikoksit ve Aldoz Rediiktaz liskisi

Nitrik oksit sentaz enzimi (NOS), arjininden nitrik oksit olusumunu
katalizlemektedir. (Sekil 16). Bu reaksiyonda AR aktivitesindeki artig, onemli bir
vazodilator olan nitrik oksit (NO) sentezini etkilemektedir. Artan AR aktivitesiyle
NADPH rezervlerinin tiikenmesine bagli olarak endotelyal NO sentezi azalir
(Testamariam, 1994). Artan oksidatif strese baglh olarak, NO’ in azalmasi sonucu

ateroskleroz gelisimi artmaktadir (Kurowska., 2002).

NOS
Arjinin + Oy g — Sitrulin + NO

4

NADPH NADP

Sekil 16: Nitrik oksit sentezi (Palmer ve ark., 1988).

1.4.6. Protein Kinaz C ve Aldoz Rediiktaz iliskisi

Diacilgliserol (DAG), protein kinaz C (PKC) aktivatoriidiir. Hiperglisemi durumunda
glikoliz ara  irlinlerinden olan  gliseraldehit-3-fosfat,  gliserol-3-fosfat’a
indirgenmektedir. Gliserol-3-fosfatin agillenmesi ile olusan DAG konsantrasyonunun
artmasi, PKC enzim aktivitesinin artmasina neden olur. Hiperglisemide DAG-PKC
aktivasyonu, diyabetik komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasinda ©Onemli rol

oynamaktadir (Xia ve ark., 1994).

Artan AR enzim aktivitesi sonucu sorbitoliin fruktoza oksidasyonu ve sitozolik
NADH/NAD oraninin yiikselmesi ile gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzimi
inhibe olmakta ve trioz-fosfat konsantrasyonu artmaktadir. Trioz-fosfatlar, protein
kinaz C’ nin aktivatorii olan DAG olusumuna ve bunun sonucunda PKC yolaginin

aktivitesinin artmasina neden olmaktadir (Garcia ve ark., 2001).
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PKC yolag: aktivasyonu, kan akiginda degisiklige, bazal membran kalinlagmasina,
ekstraselliiler matriks (ECM) genislemesine, vazoaktif hormonlarda ve vaskiiler
permeabilitede artisa, kilcal damar olusumuna (anjiyogenez), hiicre biiylimesine,
Na'/K*ATPaz, sitozolik fosfolipaz A2 (cPLA,), mitojen aktive edici protein (MAP)-
kinaz gibi bazi enzim aktivitelerinde degisiklige neden olur (Ishii ve ark. 1996;
Koya ve King, 1998; Bursel ve King , 1999; Nishikawa T. ve ark.; 2000; Jacobs ve
ark., 2003).

Diyabette kan akisindaki degisikliklere bagh olarak PKC yolagmin aktivasyonu,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), endotelin-1 (ET-1) ve NO gibi
vazotropik faktorlerle ilgilidir. PKC aktivasyonu eNOS’ m mRNA’ smin
ekspresyonunu inhibe ederek NO regiilasyonunda diizensizlige neden olur (Kuboki

ve ark. 2000).

PKC aktivasyonu, ET-1 aktivitesini artirarak kan akisinda degisiklik meydana gelir.
PKC aktivasyonu vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), doniistiiriicii biiylime
faktorii (TGF), plazminojen aktivator-inhibitdr-1 (PAI-1), niikleer faktdr kapa B
(NFk-B) ve NADPH-oksidaz aktivitelerindeki artisla kardiyovaskiiler hastaliklara
neden olmaktadir (Jay ve ark., 2006). Bobrek, retina ve sinir dokularinda PKC
yolaginin aktivasyonu, permeabilitede artig, l16kosit adhezyonunda yiikselmeye neden

olarak vaskiiler hasara neden olur.

Kisacasi, diyabette artan AR aktivitesi indirekt olarak PKC aktivitesinde artisa neden

olarak diyabetik vaskiiler hasar olusumuna katkida bulunmaktadir.
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1.5. Aldoz Rediiktazin Diger Patolojik Proseslerle iliskisi

1.5.1. Kardiyovaskiiler Hastahklar ve Aldoz Rediiktaz

Iskemi bilindigi gibi, organa yeterli miktarda kan temin edilememesidir. Bu da
oksijen yetmezligine neden olmaktadwr. Yapilan caligmalarda, miyokardiyumda
olusan iskemi sirasinda, poliol yolaginin miyokardiyal glukoz metabolizmasina
etkileri incelenmis ve kardiyak AR aktivitesinin iskemi sirasinda arttig1 gosterilmistir
(Ramasamy ve ark., 1999; Hwang ve ark.,, 2002). Buna bagli olarak
miyokardiyumdaki NADH/NAD" oram artmakta, glikoliz ve ATP iiretimi de
azalmaktadir. Bu tablo iskemik hasara neden olmaktadir (Williamson ve ark. 1993).
AR’ m inhibisyonu kalbi korumaktadir. AR miyokardiyal iskemik hasarda anahtar

rol oynamaktadir.

Aldoz rediiktaz inhibitorleri (ARI), iskemi sirasinda intraselliiler sodyum ve
kalsiyumun artisin1 6nlemektedirler. Intraselliiler sodyum diizeyindeki degisiklikler
glukoz metabolizmasinin ve NA/K*ATPaz aktivitesindeki artiga baghidir. Bu
durumda, ARI’ lerini miyokard enfarktiislii hastalarin tedavisinde terapotik ajan

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (Alexiou ve ark., 2009).

Ayrica, vaskiiler yumusak kas hiicrelerinin (VSMC) birikimi aterogenez ve
hipertansiyon olusumunda onemli bir etkendir (Ross, 1993). Mitojenler tarafindan
VSMC’ leri stimiile olmakta ve buna bagli pek ¢ok yolak da aktive olmaktadir. Bu
yolaklarin aktivasyonu sirasinda AR aktivitesi de artmaktadir. Yapilan ¢aligmalar,
ART’lerinin vaskiiler yumusak kas hiicrelerinin biiyiimesini onledigini géstermistir

(Ruef ve ark., 2000; Ramana ve ark., 2002).
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1.5.2. inflamasyon ve Aldoz Rediiktaz

Proinflamasyon endotoksini ve gram negatif bakteri duvar1 bileseni olan
lipopolisakkaritler, enfeksiyon sirasinda dolagima salinmaktadir (Miller ve ark.,
2005). Bu lipopolisakkaritler, vaskiiler, endotel ve yumusak kas hiicrelerinde
enflamasyonun artisina ve immun cevabin olusumuna neden olurlar. Bu sirada
niikleer faktor kapa B (NF-kB), tiimor nekroz faktor-o (TNF-a)) ve interlokinl (IL-1),
protoglandinler ve NO, sitokinlerin stimiilasyonu sonucu aktive olur. (Yang ve ark.,

1998).

Yapilan bir arastirmada, NF-kB’ ye bagli lipopolisakkarit transkripsiyonunun
makrofaj hiicrelerinde ARI ile 6nlenebildigi gosterilmistir (Ramana ve ark., 2006).
Buna bagh olarak IL-1 ve TNF- a olusumu da azalmistir. Inflamasyona cevabin
dejenerasyonu, sepsis, travma, iskemi, antijen-spesifik immiin cevap, akut
inflamasyon, akut hepatit ve pankreatit gibi ¢esitli klinik tablolarin olusumuna neden

olmaktadir (Landry ve ark., 2001).

Sonug olarak, AR inhibisyonu inflamasyona cevabi kontrol etmektedir ve sekonder
doku enfeksiyonlarim1 ©nlemektedir. Ayrica, gozde olusan okiiler infeksiyonun
tedavisinde de ARI’ lerinin rolii biiyiiktiir, infeksiyona baglh korligii onlemektedir

(Yadav ve ark., 2007).

1.5.3. Depresyon ve Aldoz Rediiktaz

Periferal noropati, diyabette olusan depresyonun nedenlerinden biridir (Viinamak ve
ark., 1995). Yapilan caligmalar, moral bozuklugu ve poliol yolaginin aktivasyonu
arasinda iliski oldugunu vurgulamaktadir. Depresyon sirasinda serebrospinal sivida
sorbitol diizeylerinin yiiksek oldugu tesbit edilmistir (Regenold ve ark., 2000;
Renegold ve ark., 2004). Artan sorbitoliin, beyin dokusunda poliol yolagmin asiri
caligmast veya sorbitoliin periferden serebrospinal dokuya gecisi ile

gerceklesmektedir (Alexiou ve ark., 2009).
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1.5.4. Renal Yetmezlik ve Aldoz Rediiktaz

Glomeruloskleroz, mesangial hiicrelerin proliferasyonu, ECM proteinlerinin
depozisyonu sonucu renal fonksiyonlarin kaybi1 ile karakterize bir bobrek
hastaligidir. Doniistiiriicti  biiylime faktorii-Bl  (TGF-B1), ECM proteinlerinin
transkripsiyonunu ve sentezini arttirarak glomerulosklerozda ©nemli rol oynar
(Cohen, 2003). Bu proteinler, fibronektin ve IV kollagendir. AR’ 1n normoglisemi
durumunda, TGF-B1 tarafindan indiiklenen fibronektin ve IV kollagen sentezi
tizerine etkisi bulunmaktadir (Jiang ve ark., 2006). ART’ lerinin de TGF-B1 iizerine
etki ederek buna bagli yolaklarin aktivitesini azalttigi gozlenmisti. ECM
komponentlerinin normal glukoz konsantrasyonunda AR tarafindan olusturulmasi,
non-diyabetik glomeruloskleroziste AR’ 1 O6nemli oldugunu gostermektedir

(Alexiou ve ark., 2009).

1.5.5. Over Anomalileri ve Aldoz Rediiktaz

Galaktoz ve galaktoz metabolitlerinin birikimi memeli overlerinde hasar
olusturmaktadir (Liu ve ark., 2000). Poliol yolag1 galaktitol olusumu nedeni ile bu
hasarin olusumuna katilir. Galaktikol (dulsitol), overlerde ozmotik dengesizlik ve
GSH depolarinin bosalmasma neden olur. ARI’ lerinin galaktoz bagimli toksisiteyi

onledigi gosterilmistir (Meyer ve ark., 1992; Bery, 1995).

1.5.6. Kanser ve Aldoz Rediiktaz

Karaciger, akciger, over ve rektal kanser dokularinda yapilan ¢aligmalarda, AR’ 1n
aktivitesinin ve ekspresyonunun yiiksek oldugu tesbit edilmistir (Lee ve ark., 2001;
Saraswat ve ark., 2006). ARI’ leri, kemoterapétik ilaclarm yararlanimini arttirmakta
ve bu ilaclarin diisiik dozlarda kullanimimi saglamaktadir. Ornek: doxorubicin, cis-

platin (Lee ve ark., 2002).
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AR’ nin reaktif aldehit bilesiklerini detoksifiye ettigi daha once aciklanmisti. Bu
aldehit bilesikleri hizli biiyliyen karsinoma hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir.
AR’ nin agir1 ekspresyonu kemoterapotik ajanlarin artmig rezistanst ve malin timor

sonucu gerceklesmektedir (Alexiou ve ark, 2009).

AR’ m, Caco-2 hiicrelerinde biiyiime faktorii araciligi ile siklooksigenaz
ekspresyonunu ve prostoglandin E2 yapimini indiikledigi gosterilmistir (Tammali ve
ark., 2006). AR inhibisyonu, prostaglandin {iiretimini % 90’ dan fazla

engellemektedir.

AR, biiylime faktorii aracilig1 ile kolon kanser hiicrelerinin proliferasyonuna neden
olurken, AR inhibisyonu ile hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan sentez fazi engellenir

(Tammali ve ark., 2007).

Adrenal korteksindeki benign ya da malign tiimorlerde AR gen ekspresyonunun
farklilik  gosterdigi  bulunmustur. Adrenal korteks karsinomalarinda AR

ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir (Lefrancois-Martinez ve ark., 2004).

1.6. Aldoz Rediiktaz inhibitorleri (ARI)

Diyabetik komplikasyonlara neden olan sorbitol birikiminin dnlenmesindeki hedef,
poliol yolagmnin ilk enzimi olan AR inhibisyonudur. On yildan fazla bir siiredir
gelecek vadeden AR inhibitorlerinin bir cogu in vitro ve hayvan modellerinde etkili
sonuclar vermis olmasina karsin sadece biri (Epalrestat) marketlerde yerini almistir.

(Sekil 17).
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Sekil 17: AR inhibitorlerinin kimyasal yapilar1 (Harrison ve ark., 1994; El-Kabbani ve ark.,

2004; Steuber ve ark., 2007).
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AR’m hiicre i¢i rolii sadece poliol yolag: ile iligkili degildir. Daha Once de
belirttigimiz gibi aldehitlerin detoksifikasyonunda da gorev almaktadir (Srivastava
ve ark., 2005; Kumar ve Reddy, 2007). Bu nedenle ARI’lerinin tasarlanmasindaki en
biiylik problem, glukoz rediiksiyonunun inhibe edilmesinin yani siwra AR’ 1n

detoksifikasyon roliiniin korunmasidir.

Pek c¢ok ARI, enzimin Tyr 48, His 110 ve Trp 111 parcalarint ve NADP"* nin
nikotinamit kismini iceren aktif bolgesi ile hidrojen bag1 yapabilen asidik bir grup
bulundurur. ARI’ lerinin bir diger 6zelligi ise enzimdeki lipofilik kisim ile hidrofobik

baglanan bir ya da daha fazla aromatik grubun bulunmasidir (Malamas ve ark., 1991;

Bruno ve ark., 2002).

Geleneksel olarak, ARI’ leri asetik asit parcasi (Da Settimo ve ark., 2001) ya da

siklik imid grubu icermesine bagl olarak iki major smifa ayrilir.

Giintimiizde ise AR inhibitorleri ii¢ sinifa ayrilmaktadir:

- Karboksilik asit AR inhibitorleri
- Hidantoin AR inhibitorleri
- Yapisal olarak farkli AR inhibitorleri

Karboksilik asit iceren inhibitorlerden (arlestatin, tolrestat, epalrestat ve zopolrestat)
epalrestat Japonya’ da ila¢ olarak kullanilmaktadir. Bu inhibitorler 7.4° den diisiik
pKa degerleri ile fizyolojik pH’ da iyonlasmalar1 nedeniyle dokuya girisleri zayif
oldugu i¢in in vivo deneylerde diisiik aktivite gostermektedirler (Bruno ve ark., 2002;

Mpylari, ve ark., 2005).

Uzun siiredir diyabetik noropati tedavisinde kullanilan epalrestat, karboksilik asit

tiirevi olan tek AR inhibitoriidiir (Kamon ve ark., 1991).
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Yeni AR inhibitorlerinin tasarlanmasinda docking ve quantum mekanigi gibi
metodlar kullanilmaktadir. Buna gore, imidazolidin tiirevi 2 inhibitér maddenin AR
enziminin aktif kismindaki konumlanisi, yapilan bir docking c¢alismasinda
gosterilmistir (LiHong Hu ve ark., 2006). Inhibitér madde, enzimin aktif kismindaki
Trp 20 (triptofan), Tyr 48 (tirozin), Leu 300-301 (l16sin) ve His110 (histidin) amino
asitleri ile hidrojen bag1 yapmaktadir. (Sekil 18).

Trp20

- .
Hisl 10 His110

Sekil 18: Imidazolidin tiirevi 2 inhibitér maddenin aldoz rediiktaz enzimine baglanisi. Aldoz
rediiktaz enziminin protein omurgast pembe seritlerle, aktif kistm parcalar1 yesil renkle
gosterilmistir. Inhibitor bilesigin enzimin aktif kisminda: oksijen atomlar1; kirmizi, nitrojen;
mavi renkte ve hidrojen baglar1 siyah renkte gosterilmistir (LiHong Hu L ve ark., 2006).

Hidantoin tiirevi AR inhibitorleri ise (sorbinil ve fidelrestat) yiiksek pKa degerleri ile
karboksilik asit ARI’ lerine gore daha iyi farmokinetik sonuglar vermistir. Ancak bu
tiir inhibitorler karaciger toksisitesi, ciltte hassasiyet gibi kabul edilemeyen yan

etkileri nedeniyle ila¢ olarak kabul edilmemistir (Pau ve ark., 2004).

Baska bir yaklasimla gelistirilen karboksilik asit ve hidantoin tiirevi olmayan yeni
AR inhibitorleri (minelrestat ve ranirestat) iizerinde caligmalar yapilmaktadir.
Bunlar, dion ve tiyazolidindion (Bruno ve ark., 2002; Evcimen ve ark., 2008) ve

sulfonanilid (Inoue ve ark., 2000), piridazin (Mylari ve ark., 2005), hidroksifenil
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(Nicolaou ve ark., 2004; Alexiou ve ark., 2008) ve piridoindole (Stefek ve ark., 2008)

tirevleridir.

Deneysel modellerde, AR' 1 farmakolojik inhibisyonu, bir¢ok pleiotropik
komplikasyonu azaltmakta, Onlemekte ve/veya ertelemektedir (Bhatnagar ve

Srivastava, 1992, Nishimura, 1998).

ARI’ leri ilizerine yapilan caligmalarda, AR aktivitesini azaltan ve buna bagh
diyabetik komplikasyonlarin gelisimini Onledigi ya da Onemli Olciide erteledigi
gosterilmistir (Stribling ve ark., 1990; Sorbinil Retinophaty Trial Research Group,
1994; Biiyiikbingol E. ve ark., 1994; Siikriioglu M. ve ark., 2007; Siizen S. ve ark.,
2007; Bozdag O. ve ark., 2007; Evcimen N. D. ve ark., 2008; Bozdag O. ve ark.,
2008a; Bozdag O. ve ark., 2008b).

Kopeklerle yapilan bir calismada AR’ 1n sorbinil ile inhibisyonunun diyabetik
noropatiyi engelledigi ancak retinopati, nefropati ve kasta bazal membran

kalinlagmasini dnlemede etkili olmadig1 gosterilmistir (Engerman ve ark., 1994).

Daha sonraki yillarda yapilan calismalarda, ponalrestat ve tolrestat gibi AR
inhibisyonu yapan ajanlarin retinopatiyi onleyemedigi gosterilmistir (Chung S.S.S.

ve Chung S.K., 2005).

Diyabetik retinopatide, basarili bir AR inhibitorii olan benfotiamin, tiamin tiirevi bir
vitamindir. Benfotiamin pentoz fosfat yolagini aktive ederek, ROS’ nin olusumunu
engellemektedir. Ayn1 zamanda mitokondrial ROS diizeyinin azalmasi sonucu PKC

yolag1 aktivasyonunu da dnlemektedir (Hammes ve ark. , 2003).

Onemli bir ARI olan sorbinilin, hiperglisemiye bagh bazal membran kalinlagmasini
engelledigi gosterilmistir (Bakillah ve ark., 1996). Sorbinil, diyabetik noropatide
sorbitol birikimini ve miyoinositol azalismi engelleyerek olumlu sonuglar vermistir

(Bertimattera ve ark., 1996).
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Sorbinil’ in diger ARI’ lerinden farkl olarak, noropatiden baska retinopati, katarakt
(Nagaraj ve ark., 1994) ve nefropati (Cohen, 1986) gelisimini de Onledigi
gosterilmistir. Sorbinil” in diyabet komplikasyonlarina kars1 engelleyici etkilerinin
yanmda Stevens-Jhonson sendromu, hipersensitivite reaksiyonlari, toksik epidermal

nekrolizis gibi yan etkileri mevcuttur ( Pitts ve ark, 1986).

Sorbinil tiirevi bir diger ARI” ii olan fidarestatin néropatiyi onledigi (Hotta ve ark.,

2001) ve onemli bir yan etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Asano ve ark, 2002) .

Ayn1 gruptan bagka bir inhibitor olan zenalrestat ile yapilmis caligmalarda sinir iletim

hizinda belirgin diizelmeler saptanmistir (Greene ve ark., 1999).

Genelde AR inhibitorleri nonspesifik olup, yapisal olarak benzeyen enzimleri de
inhibe etmesi, bunlarin uzun donem klinik kullanima engel olmaktadir (Srivastava ve
ark., 1982; Bhatnagar ve ark., 1990). AR inhibitorlerinin pek ¢ok yan etki gdstermesi

nedeniyle bu caligmalar halen devam etmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Gerecler

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (SHIMADZU UV-1700)
Hassas Terazi (AND Electronic Balance FY-300)
Hassas Terazi (Sartorius — CP 22485)

pH-Metre (Inolab WTW Series pH 720)
Magnetik Karistirici (Torrey Pines Scientific)
Vorteks (Heidolph)

Otomatik Pipetler (Gilson)

Yiiksek Devirli Sogutmali Santrifiij (Sorvall RCM 120 EX)
Yiiksek Devirli Sogutmali Santrifiij (Sigma 3K30)
Sogutmal1 Santrifiij (Sigma)

Derin Dondurucu (-80 °C) (Bosch)

Buzdolabi (Arcelik)

vV V V V V V V V V V V VY

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum siilfat (Sigma), sodyum kloriir (Merck), NADPH (Sigma), DL-
gliseraldehit (Sigma), KH,PO, (Sigma), K;HPO, (Sigma), DMF (Merck) , Bio-Rad
Reagent (BIO-RAD), metanol (Reidel-de Haén), sigir serum albumini (BSA)
(Sigma) firmalarindan temin edilmistir. Aldoz rediiktaz enzimi iizerine olasi1 inhibitor
etkileri bakilan yeni bir seri 2,4-TZD tiirevi maddeler, Ankara Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali’nda sentezlenmistir.
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2.1.3. Denekler

Deney icin normal diyetle beslenmis 30 adet 600-800 kg agirhgindaki sigirlardan
elde edilen lensler kullanilmistir. Haymana mezbahanesinde kesilen sigirlardan
alman gozler bekletilmeden buz kutularma alindiktan sonra -80°C’ de saklanmustir.
Daha sonra, lensler donuk goz dokusundan ¢ikarilarak deneyler yapilmistir. Sigir
lens dokularindan AR enzimi izole edilmistir ve enzim aktivitesi tayin edilmis,
inhibisyon caligmalar1 gerceklestirilmistir. Tiim deneyler iiger defa tekrarlanmustir.
Hayvanlarin bakimlar ilgili ulusal ve uluslararasi kanun ve yonergelere uygun olarak

gergeklestirilmigtir.
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2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Aldoz Rediiktaz Enziminin izolasyonu

Deneylerde 30 adet sigirdan elde edilen lensler kullanilmistir. Lens dokularindan AR
enzimi izole edilmistir (Das ve Srivastava, 1985) ve enzim aktivite tayinleri

yapilmustir.

Lensler buz iizerinde parcalandiktan sonra iizerine 3 hacim distile su eklenir ve
homojenize edildikten sonra +4 °C, 10000g” de 20 dakika santrifiij edilir.
Supernatan iizerine, %40 doygunluk olusturabilmek icin doymus amonyum siilfat
¢oOzeltisi eklenir. Suspansiyon 15 dakika karistirildiktan sonra +4 °C, 10000g’ de 20
dakika santrifiij edilir. Supernatandaki inert proteinler ayrildiktan sonra % 50
saturasyon i¢in tekrar doymus amonyum siilfat ilave edilip 15 dakika karistirilir ve
+4 °C, 10000g’ de 20 dakika santrifiij edilir. %50 doygunluktaki supernatana toz
amonyum siilfat eklenerek % 75 doygunluk saglandiktan sonra hemen +4 °C,
10000g’ de 20 dakika santrifiij edilir. Elde edilen pellet, 5 ml 0,05 M NacCl icerisinde

¢oziliir.

2.2.2. Aldoz Rediiktaz Aktivite Tayini

Kullanilan ¢ozeltiler:

1. Doymus amonyum siilfat ¢cozeltisi

2. Inhibitér madde stok ¢ozeltisi (10™ M)

3. Inhibitér madde ¢oziiciisii: %50 dimetil formamid (DMF) - %50 metanol
4. 0,006 M stok NADPH c¢ozeltisi

5.0,15M stok gliseraldehit cozeltisi

6. 0,067 M. fosfat tamponu pH=6,2

7. 0,05 M NaCl ¢ozeltisi
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Sigirlardan elde ettigimiz AR enziminin aktivitesi, spektrofotometrik olarak 340 nm
de UV-1700 ile NADPH konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak 6l¢iilmiistiir
(Cerelli ve ark., 1986). 0,2 ml fosfat tamponu, 0,1 ml NADPH (2)(10'5 M final
konsantrasyon), 0,1 ml inhibitor madde cozeltisi ve 2,3 ml distile su iceren
inkiibasyon ortamina 6,148 mg protein eklenerek hacim 2,9 ml ye tamamlanmstir.
Reaksiyon, spektrofotometre kiivetine 0,1 ml DL-gliseraldehit (5x10* M final

konsantrasyon) ilavesi ile baslatilmistir.

NADPH konsantrasyonundaki azalma 340 nm de, 37 ° C de 6lgiilmiistiir. Absorbans

degerleri lineer olan araliklar tespit edildikten sonra, egim hesaplar1 yapilmustir.

Egim degerleri, asagidaki formiile uygulanarak enzimin U/L cinsinden aktivite

hesaplar1 yapilmistir. Bu degerlerden hareketle % inhibisyon oranlar1 hesaplanmistir.

U/L = AA X V(L) x 1000 (“ mol/min -I/L-l)
At v(L) exd

AA = Test tiipiindeki absorbans farki
At = Zaman (Dakika)

AA = Egim
At
¢ = Ekstinsiyon Katsayis1 (3.4x10* mmol” x mm™)
d = Isik Yolu (10 mm)

V(L) = Total Hacim

v(L) = Enzim Hacmi
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2.2.2. Protein Miktar Tayini

Kullanilan ¢ozeltiler:

1. S1gir serum albumin ¢ozeltisi (BSA): (2 mg/ml)

2. BIO-RAD Reagent

Calismamizda protein miktar tayini i¢in Bradford metodu (Bradford, 1976)
kullanilmistir. Protein miktar tayininde standart olarak sigir serum albumini (BSA)
kullanilmistir. Stok BSA ¢o6zeltisinden konsantrasyonu 0,4 , 0,6 , 0,8 ,1,0, 1,2, 1,4

mg/ml olan standartlar hazirlanmistir.

Organik boya olarak kullandigimiz BIO-RAD Reagent, 1/5 oraninda diliie edildikten
sonra Whatman no. 1 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Deney tiipline standart
cozeltilerden 0,1 ml alinarak iizerlerine hazirlanmis olan organik boyadan 5’ er ml

eklenmis ve spektrofotometrede 595 nm’ de dl¢timler yapilmigtir.

Protein miktar tayininde daha hassas sonu¢ elde etmek i¢in enzim, 1/40 oraninda
diliie edilmistir. Standartlarda oldugu gibi 0,1 ml enzime 5 ml organik boya
eklendikten sonra fotometrik 6lciimii yapilmis ve standart grafiginden protein miktari

mg/ml cinsinden hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

Sigir lenslerinden elde edilen enzimin protein miktar tayini Bradford metodu ile
yapilmistir (Bradford, 1976). Buna gore, stok BSA ¢ozeltisinden 0,4 , 0,6, 0,8 , 1,0,
1,2, 1,4 mg/ml olan standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve 595 nm’ de spektrofotometrik

Olctimleri yapilmistir. (Sekil 19).

0,1 ml, 1/40 oraninda diliie edilmis enzime 5 ml BIO-RAD c¢ozeltisi eklendikten
sonra spektrofotometrik olciimii yapilmistir. Standart grafige gore mg/ml cinsinden

protein miktar1 30,74 mg/ml olarak hesaplanmustir.

1,207

1,000

0400

Absorbans

0,000
0,000 0,500 1,000 1,420

Konzantragyon (mg/ml)
v o= 0,72487 = + 020903 -
r2 Correlation Coefficiert = 0 997583
r2 Multiple Correlation Coefficient = 0,99753

Sekil 19: Protein miktar tayini standart grafigi.
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Deneylerimiz, 600-800 kg agirhigindaki 30 adet sigirin lenslerinden elde edilen
enzim numunelerinde gerceklestirilmistir. Elde edilen enzimin, aktivite tayini

yapilmustir.

Enzim aktivitesi, Oncelikle inkiibasyon ortaminda inhibitor madde ve coziiciisii
bulunmadan tayin edilmistir. Bu 0Ol¢iim, kontrol aktivite olarak adlandirilmistir.
Kontrol aktivite tayini, inkiibasyon ortamma 6,148 mg  protein  eklenerek
gerceklestirilmistir. Bu protein konsantrasyonu ile aktivite 4.539x10”° U/L
bulunmustur. (Sekil 20).

0,45
04 b TOW
0,35
03
0,25 oy
02
015
0/
0,05

0 : , . . .
1 50 100 150 200 250 300
Zaman (sn) y=-0,001029% + 0,438540)

R°=0999375

Absorbans

Sekil 20: Aldoz rediiktaz enzimi kontrol aktivite grafigi.

Daha sonra, enzim aktivitesi inhibitor maddenin ¢oziiciisii olan %50 DMF + %50
metanol karigimiin inkiibasyon ortamina ilavesi ile tekrar tayin edilmistir. Bu 6l¢tim
ise bazal enzim aktivitesini olusturmaktadir. Bu sekilde ¢oziiciiniin, enzim aktivitesi
lizerine olasi etkisi incelenmistir. Inhibitér madde coziiciisii olan %50 DMF + %50
metanol karigimmin inkiibasyon ortamina ilavesi ile yapilan 6l¢iimle bazal enzim

aktivitesi 3,992x10” U/L olarak bulunmustur. (Sekil 21).
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Sekil 21: Aldoz rediiktaz enzimi bazal aktivite grafigi.
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y = -0,000904% + 0,6091
R? = 099965

Sonug olarak, inhibitdr madde ¢oziiciisiiniin AR enzim aktivitesini yaklasik % 12,03

oraninda azalttig1 tespit edilmistir. Inhibitor maddelerin AR enzim aktivitesinde

olusturdugu inhibisyonu hesaplayabilmek amaci ile bazal enzim aktivitesi %100

olarak kabul edilmis ve inhibitdér maddelerin enzim aktivitesi lizerine etkisi dogru

orant1 yolu ile hesaplanmuistir.

AR enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi test edilecek olan maddelerin

formiilleri Tablo 3’de gdsterilmistir.



Tablo 3: Tiyazolidindion tiirevi inhibitér maddelerin formiilleri.
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Tablo 3 Devam: Tiyazolidindion tiirevi inhibitdr maddelerin formiilleri.
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Kontrol ve bazal AR enzim aktiviteleri tayin edildikten sonra, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali, Prof.Dr. Oya Bozdag ve
arkadaslarinin sentezlemis oldugu 2,4-tiyazolidindion (TZD) tiirevi maddeler ile
calistlmigtir. 13 adet TZD tiirevi inhibitér maddelerin 10* M konsantrasyondaki stok
cozeltilerinden 0,1 ml kullanilarak enzim aktivite tayinleri gerceklestirilmistir.
Boylelikle, inkiibasyon ortamimda 3.3x10°M (final konsantrasyonu) inhibitor madde
kullanilmustr. inhibitér maddelerle yapilan enzim aktivite tayininde kontrol ve bazal
aktivitede oldugu gibi 6,148 mg protein kullanilmistir. Herbir inhibitor madde ile
enzim aktivite tayinleri gerceklestirilmistir. 13 adet TZD tiirevinin aktivite tayinleri
tamamlandiktan sonra, U/L cinsinden enzim aktivitelerinin hesab1 yapilmistir.

Inhibitor maddelerle enzim aktiviteleri tablo 4’ de verilmistir.

Bazal enzim aktivitesi (3,992)(10'3 U/L) %100 aktif kabul edilerek, % aktiviteler
hesaplanmigtir. (Sekil 22). Buna gore inhibitor maddelerin % inhibisyon oranlar1

tablo 4’de goriildiigli gibidir.

140

120

100 14 PRI = _

I I e B e R e e N

% Aktivite

mHHHHMHHMHHMHHHHMH M HH

oH =M

1 2 a4 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13
inhibitér Maddeler

Sekil 22: Inhibitér maddeler ile aldoz rediiktaz enziminin % aktivite degerleri. Inhibitor
maddelerle % enzim aktivitesi, bazal aktivite (3,992)(10'3 U/L) % 100 kabul edilerek
hesaplanmugtir. Inhibitor maddeler, tablo 3’ de goriildiigii gibi 1 ile 13 arasinda
numaralandirilmstir.
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Tablo 4: TZD tiirevleri ile aldoz rediiktaz enzim aktiviteleri ve olusturduklar1 % inhibisyon
oranlarl. Sonuclar 3 paralel calismanin ortalamasidir. % inhibisyon degerleri, ortalama
#stardart sapma olarak ifade edilmistir. Bazal aktivite: 3,992x10” U/L ve kontrol aktivite:

4.539x10° U/L’ dir.

Inhibitor

Madde Enzim Aktivitesi (U/L ) % Inhibisyon
1 3,999 x 107 + 0,356 x 107 Inhibitor etki gozlenmemistir.
2 3,484 x 107 £ 0,309 x 107 12,70 + 7,732
3 4264 x10° +0,313 x 107 Inhibitor etki gozlenmemistir.
4 4,176 x 10° £ 0,134 x 10° Inhibitor etki gozlenmemistir.
5 3,970 x 10° £0,217 x 10 0,56 + 4,81
6 3,411 x 10° £0,051 x 10 14,55 + 1,29
7 3,970 x 10° £0,158 x 10 0,55 + 3,97
8 3,970 x 107 £ 0,350 x 10 0,55 + 8,77
9 4,043 x 107 + 0,030 x 107 Inhibitor etki gdzlenmemistir.
10 3,793 x 107 + 0,044 x 107 496+ 1,12
11 3,926 x 10° + 0,044 x 107 1,65+ 1,10
12 3,690 x 107 + 0,025 x 103 7,55 + 0,65
13 0,529 x 10% + 0,088 x 107 86,74 + 2,21(ICsp: 0,0972 M)
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Olgiimler sonucunda 13 numarali TZD tiirevi, % 86,74 + 2,21 oraninda inhibisyon

gostermistir. (Tablo 4).

1, 3 ve 4 numaral1 TZD tiirevi bilesiklerde inhibisyon goézlenmemistir. Buna karsin,
ayni grup TZD tiirevlerinden 2, 5 ve 6 numarali bilesiklerde siras1 ile %15,01, %0,56
ve %16,57 oraninda inhibisyon gozlenmistir. (Tablo 4).

Diger taraftan, 7-12 arasinda numaralandirilmis olan TZD tiirevi bilesikleri ile
yapilan c¢aliygmada 9 numarali bilesikte inhibisyon goriilmemis, 7, 8, 10 ve 11
numarali bilesiklerde ise ¢ok diisiik oranlarda inhibisyon gozlenmistir. Ayni gruptan

12 numaral bilesikte ise % 7,55 + 0,65 oraninda inhibisyon gozlenmistir. (Tablo 4).

Inhibisyon oram yiiksek olan inhibitor maddelerin olas1 farmasotik kullanimlarmin
belirlenebilmesi amac1 ile ICsy degerleri hesaplanmistir. ICso (half maximal
inhibitory concentration), enzimin % 50 inhibisyonu i¢in gereken inhibitor madde

konsantrasyonudur.

13 numarali TZD tiirevi bilesiginin 10* M, 10° M ve 10°® M konsantrasyonlarda stok
cozeltilerinden 0,1 ml inkiibasyon ortamina eklenerek, sirasiyla: 3,3x10° M,
0,33)(10'6 M ve 0,033)(10'6 M final konsantrasyonlari ile AR enzim aktivitesi lizerine
olas1 etkileri ¢aligilmustir. Olgiimler sonunda elde edilen enzim aktiviteleri sirasi ile;

0,529x10™ U/L, 0,808x10° U/L, 2,822x10° U/L’ dir. (Sekil 23).
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Sekil 23: 13. numarali TZD tiirevi bilesiginin, 3,3x10'6M, 0,33x10'6M ve 0,033x10’6M final
konsantrasyonlart ile aldoz rediiktaz enzim aktivitesi.

13 numarali TZD tiirevi bilesiginin 3,3x10°M, 0,33x10°M ve 0,033x10°M final
konsantrasyonlarina kars1 % inhibisyon oranlari sirasiile: % 86,74 + 2,21, % 79,74

+ 0,64, % 29,28 + 1,91 olarak hesaplanmustir.

Final konsantrasyonlarina kars1 % inhibisyon oranlar1 grafige gegcirilerek ICsy degeri
hesaplanmustir. (Sekil 24). Buna gore AR enziminin % 50 inhibisyonu i¢in gereken
13 numarali TZD tiirevi bilesigin final konsantrasyonu ICsy: 0,0972 uM olarak

bulunmustur.

% 50’ den az inhibisyon gosteren TZD tiirevlerinin farmasotik amag ile kullanimi
s0z konusu olmadig1 icin bu maddelerin ICsy degerlerinin hesaplanmasi gerekli

goriilmemistir.
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Sekil 24: 13 numarali TZD tiirevinin % inhibisyon grafigi. Grafikte, 13 numarali TZD tiirevi
bilesiginin 3,3x10'6M, 0,33x10'6M ve 0,033x10’6M final konsantrasyonlarinin enzim
aktivitesi lizerine % inhibisyonu 3 nokta halinde gosterilmistir.
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4. TARTISMA

Diyabet, bilindigi gibi ¢cok sik goriillen bir metabolik hastaliktir. Bu metabolik
hastalik noropati, nefropati, retinopati, katarakt ve hizlandirilmis ateroskleroza bagl
artan miyokardiyal enfarktiis ve inme riski gibi pek ¢ok dejeneratif komplikasyon ile
iligkilidir. Tip I ve tip II diyabetin her ikisinde de bu patolojilere rastlanmak
miimkiindiir. Bu komplikasyonlarin 6nlenmesi ve kontrolii diyabetik hastalarin
yasam Kkalitesi ve Olim oranlar1 agisindan halen ciddi ve Onemli bir terapotik

problemdir. (Hanefeld ve ark., 1996; Viberti, 2005).

Yiiksek kan glukoz diizeyine uzun siire maruz kalinmasi ikincil diyabetik
komplikasyonlarin  nedenidir.  Bilindigi gibi bu patolojilerin  molekiiler
mekanizmalar1 ¢ok cesitlidir. Bunlar; glikasyon son iiriinleri, PKC yolagmin asiri
aktivasyonu, poliol ve hekzosamin yolaklarinin aktivasyonu gibi. Kan glukoz
diizeyinin dikkatli kontrolii sonucu bu zararl etkiler geciktirilebilir (Eastman ve ark.,
1993; Hanefeld ve ark., 1996). Ancak, diyabetli kisilerde kan glukozu herzaman
normal diizeyde tutulamayacagindan, uzun vadeli komplikasyonlar kacimilmazdir.
Buna ek olarak; tip II diyabet teshisi konulmus hastalarda genellikle vaskiiler
komplikasyonlar teshis sirasinda bulunmaktadir (Viberti, 2005).

Hiperglisemi sirasinda glukozun poliol yolagina katilimi, insulin bagimsiz dokular
olan retina, lens, bobrek ve sinir dokularinda sekonder diyabetik komplikasyonlara
neden oldugu bilinmektedir. (Yabe-Nishimura C, 1998; Brownlee, 2001; Oyama T.
ve ark., 2000).
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Bilindigi gibi, AR enziminin poliol yolag:1 disinda pek cok metabolik yolakla iligkisi
bulunmaktadir. Bunlar; kardiyovaskiiler hastaliklar (Ramasamy ve ark., 1999;
Hwang ve ark., 2002), inflamasyon (Ramana ve ark., 2006), depresyon (Regenold ve
ark., 2000; Renegold ve ark., 2004), renal yetmezlik (Jiang ve ark., 2006; Alexiou ve
ark., 2009), over anomalileri (Meyer ve ark., 1992; Bery, 1995) ve kanserdir (Lee
ve ark., 2001; Saraswat ve ark., 2006). AR enziminin bu regiilator etkileri inhibisyon
caligmalarinin nemini arttirmaktadir. Ornegin, kolon kanseri tedavisi, romatoit
artirit gibi pek cok hastaligimm tedavisinde de AR inhibitorleri kullanilmaktadir.

(Srivastava ve ark., 2005; Ramana ve Srivastava, 2006; Tammali, 2007).

Son yillarda pek cok ARI calismalar1 gerceklestirilmis ancak pek c¢ogunda
farmokinetik problemler, diisiik etki veya yan etkiler gozlenmistir. (Costantino ve

ark., 1997; Costantino, 1999; El-Kabbani ve ark., 2004)

ARI’larin baz1 yapisal gereklilikleri oldugu yapilan pek c¢ok arastirmada
vurgulanmistir (Urzhumtsev A ve ark., 1997; Lee ve ark., 1998; Costantino ve ark.,
2000). Yapilarinda, asidik proton, hidrojen bagi yapan gruplar ve aromatik yapi
bulunmasi, bilesigin enzim ile olan iligkisini arttirmaktadir. (Costantino ve ark.,
1997; Urzhumtsev ve ark., 1997; Lee ve ark., 1998). Bu bilgiden hareketle, Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim Dali tarafindan yeni bir
seri 2,4-tiyazolidindion (TZD) tiirevi 13 adet bilesik sentezlenmistir. Bu ¢aligmada,
2,4-TZD tiirevi 13 adet bilesigin olas1 AR inhibitor etkileri incelenmistir.

Elde edilen aktivite sonuclarma gore, 13 numaral bilesikte en yiiksek inhibitor etki
gozlenirken, 1-12 arasinda numaralandirilmis bilesiklerde ise yeterli inhibisyon

gozlenmemistir.

Sonugta, 2,4-TZD sinif1 bilesiklerde, daha etkili molekiillere ulasabilmek icin, 2,4-
TZD halkasmin asidik karakterinin korunmasi ve/veya artirilmasi, enzim-inhibitor
etki  potansiyelinin  artirilmasimm1  saglayabilecek  bir  yaklasim  olarak

degerlendirilebilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiim diinyada ilgili laboratuarlarda ARTI’leri ile yapilan caligmalar, diyabette AR
enzim aktivitesine bagli komplikasyonlarin geciktirilmesi veya Onlenebilmesi
acisindan halen devam etmektedir. Bu calisma, bazi TZD tiirevleri ile smirhdir.
Ancak, 13 numarali TZD tiirevi bilesiginin yapisi, daha sonra ¢alisilacak olan yeni
ARI maddelerinin tasarlanmasma 151k tutacaktir. Pek ¢ok farkli ARI’ ii olabilecek

bilesiklerle calismalara, ila¢ sentez calismasi yiiriitiilen alanlarda devam edilecektir.
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OZET

Baz1 Yeni Tiyazolidindion Tiirevlerinin Aldoz Rediiktaz Enzim Aktivitesine
Etkileri

Calismamizin amaci, bazi1 2,4-TZD tiirevlerinin aldoz rediiktaz enzimi iizerine olan

olas1 inhibitor etkilerinin incelenmesidir.

Diyabet, poliol yolagina akis1 artirarak diyabetik katarakt, retinopati, néropati ve
nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde Onemli rol oynar. AR,
(ALR2: E.C: 1.1.1.21), glukozun sorbitole doniisiimiinii, poliol yolagmn birinci
basamagmda, NADPH bagiml olarak katalize eder. Poliol yolagi, SD’nin, NAD
bagimli olarak sorbitoliin fruktoza oksidasyonu ile tamamlanir. AR aktivitesi ile
sorbitoliin hiicre icinde sentezi ve birikimi, diyabetik komplikasyonlarm temel
nedenidir. Buna ek olarak, poliol yolag1 oksidatif stres olusumuna katkida bulunur.
AR ve SD enziminlerinin neden oldugu NADPH/NADP" ve NADH/NAD*
oranlarinimn degismesi sonucunda antioksidan enzimler i¢in gereken kofaktorler
azalir. Hayvan modellerinde ARI’ leri ile tedavinin sorbitol birikimini ve doku
hasarmi Onledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada, 2,4-TZD tiirevlerinin yeni bir serisi
sentezlenmistir. Bu maddelerin sigir lensi AR’1im1 inhibe etme yetenegi, in vitro
spektrofotometrik caligma ile test edilmistir. Inhibisyon caligmalari, herbir bilesigin
10 M konsantrasyondaki stok ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilmistir. AR enzimi
izerine, 1-6 arasinda numaralandirdmigs TZD tiirevi bilesikleri en fazla % 14,55
oraninda ve 7-12 arasinda numaralandirilmis TZD tiirevi bilesikleri en fazla % 7,55
oraninda inhibitor aktivite gosterirken, 13 numarali TZD tiirevi bilesik % 86,74 ile en

yiiksek oranda inhibitor aktivite gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Aldoz rediiktaz, tiyazolidindion, inhibisiyon.
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SUMMARY

Effects of Some New Thiazolidinedione Derivates on Aldose Reductase Enzyme

Activity

The aim of our study is, to determine the probable inhibitory effect of some 2.4-TZD

derivatives.

Diabetes causes increased flux through the polyol pathway, which is thought to play
critical role in the pathogenesis of various diabetic complications, such as diabetic
cataract, retinopaty, neuropaty and nephropaty. AR (ALR2: E.C: 1.1.1.21) catalyzes
the NADPH-dependent conversion of glucose to sorbitol, the first step in the polyol
pathway of glucose metabolism. The pathway is completed by SD, which catalyzes
the NAD-linked oxidation of sorbitol to fructose. Synthesis and accumulation of
sorbitol in cells due to AR activity is the main cause of diabetic complications. In
addition , the polyol pathway is the major contributor to oxidative stress. AR and
SDH-mediated alteration of NADPH/NADP® and NADH/NAD" ratio result in
depletion of cofactors required for antioxidant enzymes. Treatment with AR
inhibitors has been shown to prevent sorbitol accumulation and tissue injury in
animal models. In this study, a new series of 2,4-TZD derivatives synthesized. The
synthesized compounds were tested for their ability to inhibit bovine lens AR by an
in vitro spectrophotometric assay. The inhibition study was performed merely by
using 10* M concentrations stock solution of each compound. TZD derivative
compound 13 showed the highest inhibitory activity on AR (86,74 %), while TZD
derivative compounds 1-6 showed maximum 14,55 % and TZD derivative
compounds 7-12 showed maximum 7,55 % inhibitory activity on aldose reductase

enzyme.

Key Words: Aldose reductase, thiazolidinedione, inhibition.
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