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OZET

Yiiksek lisans tezi

BAZI YENI INDOL TUREVLERININ ALDOZ REDUKTAZ ENZIM AKTIVITESI
UZERINE ETKILERI

Orgun Erdem KURSUN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman : Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM

Calismamizda bazi yeni indol tiirevlerinin aldoz rediiktaz enzimi iizerine etkileri
arastirilmistir. Aldoz rediiktaz enziminin aktivitesi hiperglisemi ile karakterize edilen
diabetes mellitus da bobrek medullasi, siyatik sinirler ve lensde artmaktadir. Bu durum
dokularda diyabetik nefropati, diyabetik ndropati, diyabetik retinopati ve katarakt
olusumuna yol ac¢maktadir. Bu komplikasyonlarm olusumunu engellemek veya
geciktirmek amaciyla ¢ok sayida farkli aldoz rediiktaz inhibitorleri kullanilmaktadir.
Ancak, bu inhibitorlerden epalrestat disindakiler aldoz rediiktaz enzimini tam olarak
inhibe edemedigi veya aldoz rediiktaz enzimi ile ayni siiperaileden olan aldehit
rediiktazlar1 da inhibe ettigi icin yan etkilere neden olmaktadirlar. Bu nedenle,
glinlimiizde halen yan etkilere neden olmayan ve sadece aldoz rediiktaz enzimini tam
olarak inhibe edebilen aldoz rediiktaz inhibitorlerinin tasarimina devam edilmektedir.
Calismamizda, aldoz rediiktaz enzimi sigir lenslerinden saflastirilmistir. Daha sonra 16
adet yeni indol tiirevi kullanilarak enzim aktivitesi lizerine etkileri incelenmistir. Buna
gdre en fazla inhibisyon %43 oraninda 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit

izonikotinoil hidrazon isimli inhibitér maddede goriilmiistiir.

Mart 2010, 102 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aldoz rediiktaz, yeni indol tiirevleri, diyabetik komplikasyonlar



ABSTRACT

Master of Thesis

EFFECTS OF SOME NEW INDOL DERIVATIVES ON ALDOSE REDUCTASE
ENZYME ACTIVITY

Orgun Erdem KURSUN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem YILDIRIM

In our study, the effects of new indol derivatives on aldose reductase enzyme activity
were investigated. In diabetes mellitus, aldose reductase activities were increased in
lens, kidney and nerve tissues. Hyperglycemia causes diabetic retinopathy, nephropathy,
neuropahty and cataract formation in these tissues. For prevention or delay the
formation of these pathological events a great of number aldose reductase inhibitors can
be used. However, except epalrestat all other aldose reductase inhibitors can not only be
completely inhibits the enzyme or inhibits aldehyde reductase which to be present in the
same superfamily. For these reason, nowadays the design of the aldose reductase
inhibitors which do not cause side effects and which can exactly inhibit only the
enzyme of the aldose reductase is still carried on. In our study, aldose reductase enzyme
was purified from bovine lens tissues. Then, the effects of 16 different indol derivatives
on aldose reductase activity were investigated. At the end of the study, we determined
that, 5-bromo-1H-indol-3- carboxyaldeyde izonicotinoil hydrozon (43%) has the most

inhibitor activity.

March 2010, 102 pages

Key Words: Aldose reductase, new indol derivatives, diabetic complications
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Bu ¢alismada diabetes mellitusa bagh olarak gelisen ikincil hastaliklardan basta katarakt
olmak tizere diger hastaliklarinda olusumunu engellemek veya geciktirmek amaciyla
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Kimya Anabilim dali tarafindan
sentez edilen bazi yeni indol tiirevleri olan aldoz rediiktaz inhibitorlerinin sigir
lensinden izole edilen aldoz rediiktaz enzimi Tlzerine etkileri in vitro ortamda

arastirilmistir.
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3-Deoksiglukoz

Amerikan Diyabet Birligi (American Diabetes Association)
Ileri Glikasyon Soniiriinleri (Advanced Glycation Endproducts )
Aldo-Keto Rediiktaz 1B

Glutamikasit Dekarboksilaz- Antikoru

Aldoz Rediiktaz
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Aldoz Rediiktaz Inhibitdrii
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1.GiRiS

Hiperglisemi ile karakterize edilen diabetes mellitus hastaliginda glukozun, insulinden
bagimsiz olan dokulara (bdbrek, sinir, lens, endotelyal hiicre) girisinin artmasi, poliyol
yolagmin ilk enzimi olan aldoz rediiktaz enziminin aktivitesinin artisina neden
olmaktadir. Normal kosullar altinda bu yolak, hiicrelerin osmolitik dengesini
saglamakta, enerji ihtiyacim1 karsilamakta ve toksik yapidaki aldehitleri detoksifiye
etmektedir. Ancak, yolagin aktivitesindeki artig hiicrelerde sorbitol ve fruktoz gibi
metabolitlerin birikimine neden oldugu gibi, protein kinaz C, ileri glikasyon yolagi,
heksoz amin yolag1 gibi yolaklarin da aktivasyonuna neden olmaktadir. Hiicrelerde
meydana gelen bu degisimler diabetes mellitusa bagh olarak gelisen ikincil hastaliklara
yani,  mikrovaskiiler (katarak, diyabetik retinopati, ndropati ve nefropati) ve
makrovaskiiler ~ komplikasyonlara  (kardiyovaskiiler,  periferal arteriyal ve

serebrovaskiiler hastaliklar) neden olmaktadir.

Enzim komisyonu tarafindan 1.1.1.21 kodu verilen aldoz rediiktaz enzimi, o/p fic1
modelinde ve aktif bdlgesi substrat veya inhibitor madde ile etkilesime girebilen
hidrofobik ve hidrofilik kisimlar tagimaktadir. Inhibitér maddeler bu bdlgeyle ne kadar
uyumlu olursa, enzimin aktivitesinin de o oranda azaldigi bilinmektedir. Bu nedenle
enzimin inhibisyonu i¢in ¢esitli aldoz rediiktaz inhibitorleri (karboksilik asit grubu,
siklik imid grubu tasiyanlar ve siilfonil nitrometan tiirevleri) gelistirilerek, diyabete
bagl olarak gelisen ikincil hastaliklardan basta katarakt olmak iizere digerlerinin de
olusumu engellenmek ya da geciktirilmek istenmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda
planladigimiz tez c¢alismamizda, aldoz rediiktaz inhibitorii olacak sekilde dizayn
edilerek sentezlenmis, saflastirilmis ve kimyasal yapilar1 MNR, Kiitle, FT-IR
Spektrometreleri ve Elementel Analiz ile aydinlatilmis orjinal indol tiirevi ilag etken
maddelerinin (A.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya ABD dgretim iiyesi Prof. Dr.
Sibel Siizen danismanliginda sentezlenen) aldoz rediiktaz enziminin aktivitesi iizerine

etkileri in vitro ortamda ¢aligilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Diyabetin Tanim ve Simiflandirilmasi

Diyabet, insiilin sekresyonundaki, insiilin etkinligindeki ya da her iki yoldaki bir
bozuklukla sonuglanan ve hiperglisemi ile kendini gosteren metabolik hastaliktir
(Anonymous 2004a). Diyabette goriilen stirekli hiperglisemi durumu, 6zellikle gozler,
bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar1 gibi ¢esitli dokularda fonksiyon kayiplarina

neden olmaktadir (Anonymous 2004a).

Diyabetin baslica belirtileri, asir1 susama (polidipsi), asir1 idrara ¢ikma (poliiiri), asirt
yeme (polifaji), glukoziiri, ketoniiri ve ag¢iklanamayan kilo kaybidir (Anonymous
1999). 1997-2003 yillarinda “Amerikan Diyabet Birligi” (American Diabetes
Association, ADA) ve 1999 yilinda “Diinya Saglk Orgiiti” (World Health
Organization, WHO) tarafindan diyabetin tani1 kriterleri yeniden diizenlenmis ve tani
icin yukarida agiklanan belirtilerin yanisira kan-glukoz degerin de 6nemli oldugu
vurgulanmustir. Buna gore, tokluk kan glukoz diizeyinin 200 mg/dl ve {izerinde olmasi,
veya en az sekiz saatlik acliktan sonra plazma glukoz degerinin 126 mg/dl ve iizerinde
bulunmasi, diyabet tanisi i¢in yeterli goriilmiistiir (Engelgau 2004, Anonymous 2004a,
Clee ve Attie 2007). Bunun yanisira, aglik kan glukoz diizeyi 100 mg/dl altinda ise ya
da seker yliklemesinden sonraki 2. saatte dlciilen kan glukoz seviyesi 140 mg/dl altinda
ise bu bireylerin normal kan glukoz diizeylerine sahip olduklar1 belirtilmektedir

(Anonymous 2003).

Aclik kan glukoz diizeyi 100-125 mg/dl arasinda olan bireyler i¢in “Bozulmus Aclik
Glukozu” (Impaired Fasting Glucose, IFG) tanimi1 yapilmig ve bu bireylere oral glukoz
tolerans testinin uygulanmasi1 ongoriilmiistiir. Oral glukoz tolerans testinde, 2. saat
sonunda plazma glukoz diizeyinin 140-199 mg/dl araliginda c¢ikmasi, “Bozulmus
Glukoz Tolerans” (Impaired Glucose Tolerans, IGT) olarak tanimlanmaktadir (Cizelge
2.1). Bu testin sonucu 200 mg/dl ve lizerinde olmasi durumunda ise dogrudan diyabet

tanis1 konmaktadir (Anonymous 2003).



Cizelge 2.1 ADA 2003 kriterlerine gore diyabet tanis1 ve bozulmus glukoz
toleransmin derecelendirilmesi (Anonymous 2003)

KATEGORI ACLIK PLAZMA OGTT 2. SAAT
GLIKOZU GLIKOZU
NORMAL <100 mgfdl <140 mgfdl

IFT (Bozulmus A¢hk | * 100 -125 mg/dl S

Taoleransi)

IGT (Bozulmus 140-199 mg/dl
Glikoz Toleransi)

Diabetes Mellitus > 126 mg/dl > 200 mg/dl

* Achik plazma glikoz deferi IFT cikarsa OGTT uygulanir.

Diyabetin siniflandirilma c¢alismalar1 ilk kez 1979 yilinda Amerikan Ulusal Diyabet
Veri Grubu (NDDG, National Diabetes Data Group) ve ardindan 1985 yilinda Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilmistir (Anonymous 1999, Anonymous 2002). Bu
veriler, 2003 yilinda ADA tarafindan tekrar gozden ele alinmig ve halen kullanilmakta

olan haline getirilmistir (Cizelge 2.2), (Anonymous 1999, Anonymous 2004a).

2.1.1 Tip 1 diyabet

Insiiline bagimli diyabet ya da genglik diyabeti olarak da bilinen Tip-1 diyabet,
pankreasin insilin sentezleyen beta hiicrelerinin otoimmiin olarak hasar gormesi
sonucunda olugsmaktadir. Beta hiicrelerinde meydana gelen hasar sonucu insiilin
hormonu ya yetersiz miktarda salgilanmakta ya da hi¢ salgilanmamaktadir. Buna bagl
olarak bu bireylerde hiperglisemi goriilmektedir (Anonymous 1999, Hoogwerf vd.
20006).



Cizelge 2.2 Diabetes mellitusun etiyolojik smniflandirlmasi (Anonymous 2004a)

I. Tip 1 Diyabet
A. Immiinolojik diyabet
B. Idiyopatik diyabet
I1. Tip 2 Diyabet
I11. Diger Spesifik Tipler
A. Beta hiicre fonksiyonlarinda genetik bozukluk sonucu olusan diyabet
B. Insiilin fonksiyonlarinda genetik bozukluk sonucu olusan diyabet
C. Ekzokrin pankreas hastaliklar1 sonucu olusan diyabet
D. ilag ya da kimyasallara bagli olusan diyabet

E. Enfeksiyonlar sonucu olusan diyabet

IV. Gestasyonel Diyabet

Tip 1 diyabet, diyabetik bireylerin yaklagik % 10 unu olusturmaktadir. Diyabetin bu
tipi genellikle 35 yas altinda goriilmektedir. Hastalik, en sik 7-15 yas arasinda ortaya
ctkmaktadir. Avrupa Diyabet Calisma Grubu, 1989-1994 yillarinda 44 Avrupa tilkesi ve
Israil’in yer aldig1 ve 0-15 yas araligin1 kapsayan arastirmada, Tip 1 diyabetin goriilme
sikligmin 3,2/100.000 olarak saptamustir (Abaci vd. 2007). Ulkemizde ise 1996 yilinda,
19 bolgeyi kapsayan ¢ok merkezli bir ¢alismada 0-15 yas arasi diyabet insidansi
2.52/100000 olarak bulunmustur. Tip 1 DM goriilme sikliginin 2010 yilinda, 1997
yilina oranla % 40 diizeyinde artacagi tahmin edilmektedir (Abac1 vd. 2007).

Tip 1 diyabet, otoimmiinitenin varligina goére, immiinolojik diyabet ve idiyopatik

diyabet olarak iki gruba ayrilmaktadir.

2.1.1.1 immiinolojik diyabet

Genetik acidan diyabete yatkin olan bireyler c¢esitli dis etkenlerle karsilastiginda

(virtsler, stres, fiziksel ve kimyasal uyaranlar) hastalik tetiklenmektedir. Bu durumda,



pankreasin beta hiicrelerine karsi, T-lenfosit ve makrofaj hiicreleri immiin yanit
olusturmaktadir. Boylece, beta hiicrelerinin insiilin salgilama kapasiteleri azalmakta ya
da yok olmaktadir. Bu saldirinin patolojik goriiniimiine ise “insiilitis” ad1 verilmektedir.
Boyle bireyler yasamlarini siirdiirebilmek icin insiiline gereksinim duyarlar (Devendra

vd. 2004).

Tip 1 diyabet, ¢ogunlukla anti-GAD’1n (glutamik asit dekarboksilaz otoantikorlar1), ada
hiicre antikorlarinin veya insiilin antikorlarmin varlig: ile saptanmaktadir (Anonymous

1999).

Diyabet gelisiminde ilk tanimlanan antikor, endokrin pankreas hiicre sitoplazmasina
kars1t gelisen adacik hiicre antikorudur (ICAs = Islet Cell Antibodies). Daha sonra
yapilan arastirmalarda, glutamik asit dekarboksilaza karsi gelisen (anti-GADG65A),
insiilin otoantikorlar1 (IAA: insuline autoantibodies), transmembran protein tirozin
fosfataza kars1 gelisen (IA-2, IA-2 B ) antikorlar ve hiicre ylizeyine karsi gelisen adacik
hiicre yiizey antikorlar1 (ICSA) da tanimlanmistir. Radyoaktif isaretli 6zel antikorlar
aracilifiyla kolaylikla saptanabilen bu antikorlarin, immun kaynakhh Tip 1 DM
tanisinda 6nemli rolii oldugu saptanmistir. Tek antikor pozitifligi olanlarda hastalik
gelisimi daha yavag seyirli iken, ¢oklu antikor pozitifligi olan bireylerde bu otoimmun

yikim stirecinin daha hizli gergeklestigi saptanmistir (Abaci vd. 2007).

2.1.1.2 idiyopatik tip 1 diyabet

Idiyopatik tip 1 diyabet, genis kentsel alanlarda yasayan obez zenci Amerikali
bireylerde daha fazla goriilen diyabet seklidir. Diyabetin bu tipi genellikle, diyabetik
ketoasidozis gibi Tip 1 diyabetin tipik belirtilerini tagimaktadir, ancak daha sonraki
klinik belirtiler Tip 2 diyabete benzemektedir. Idiyopatik diyabetin patogenezi
bilinmemesine ragmen lipotoksisite, glukoz toksisitesi veya trankripsiyon faktorleri ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Pinero-Pilona vd. 2001). Ayrica, immunolojik

diyabette oldugu gibi, otoimmun saldir1 sonucu olusan beta hiicre harabiyeti



gozlenmemektedir. Diyabetin bu tipi, insiilin eksikligine (insulinopenia) ve

ketoasidosise olan yatkinligi ile bilinmektedir (Anonymous 1999).

2.1.2 Tip 2 diyabet

Tip 2 diyabet, insiilinden bagimsiz diyabet ya da erigkin baslangich diyabet olarak da
bilinmektedir. Bu tip, diyabetik bireylerin yaklasik % 90’nin1 olusturmaktadir. Yavas
yavas gelismekle beraber, genetik yatkinlik ve c¢evresel faktorlerin 6nemli oldugu

bilinmektedir (Anonymous 1999, Zimmet vd. 2001).

Tip 2 diyabet, genellikle 40 yasindan sonra ortaya ¢ikan, yasin ilerlemesiyle beraber
goriilme siklig1 artan, diyabet belirtilerinin hafif oldugu bazen de hi¢ olmadig1 ve kronik

komplikasyonlarin sik goriildiigii diyabet tipidir (Saglam 2004).

Bu hastaligin gelisiminde, pankreastaki beta hiicrelerinin fonksiyon bozukluguna bagl
olarak insiilin hormonunun yetersiz salgilanmasi yada etki gosterememesi (insiilin
direnci) ve karacigerden seker liretiminin artmasi 6nemli rol oynamaktadir (Pratley ve
Weyer 2001, Ozata 2006). Genetik ve gevresel faktorler nedeniyle kas ve yag dokusu
gibi periferik dokularda olusan insiilin direnci, kan glukoz diizeyini arttirmaktadir. Bu
durum, pankreasin beta hiicrelerinin daha fazla insiilin hormonu sentezlemesine neden
olmaktadir. Boylece, beta hiicreleri bir silire sonra fonksiyon kaybina ugrayarak daha
fazla insiilin salgilayamaz ve insiilin konsantrasyonu giderek azalir (Kahn 2001, Ozata

2006, Jain ve Saraf 2008).

Buna karsin, normal kosullarda karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi baskilayan
insiilin hormonunun karaciger iizerindeki etkisinin azalmasi, kan glukoz seviyesini daha
da yiikseltmektedir. Bu durum Tip 2 diyabetin gelisimini baslatir (Kahn 2001, Ozata
2006, Jain ve Saraf 2008).



Degisik yasam tarzlarinin Tip 2 diyabetin goriilme sikligini etkiledigi bilinmektedir.
Obezite ve fiziksel aktivite eksikligi riski arttirirken, dengeli beslenmenin diyabet

riskini azalttig1 diistiniilmektedir (Hu vd. 2001, Tanasescu vd. 2001).

Ayrica, tip 2 diyabetin etiyolojisinde genetik yatkinligin 6nemi, ikizlerle yapilan
calismalarda gosterilmistir. Buna gore, tek yumurta ve ¢ift yumurta ikizlerinde sirasiyla
% 80’nin tizerinde ve % 50 oraninda tip 2 diyabet goriilmektedir (Radha ve Mohan
2007). Birinci derecede akrabalarda Tip 2 diyabetin goriilmesi ise bireylerin diyabet
riskini % 45-80 oraninda arttirdig1 bildirilmistir (Anonymous 2000).

2.1.3 Diger ozel (spesifik) tipler

Diabetes mellitusun bu smifi, beta hiicresine ait genetik bozukluklara, insiilin
etkinligine ait genetik hasarlara, endokrinopatilere, ekzokrin pankreas hastaliklarina,
enfeksiyonlara ve kimyasal veya ila¢ kullanimina bagli olarak gelisen diyabet tiplerini

kapsamaktadir (Anonymous 2007).

Farkli kromozomlardaki (7., 12., 13., 17. ve 20. kromozomlar) bes genetik lokus
iizerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda, beta hiicrelerinde olusan fonksiyon
kayiplar1 (Cizelge 2.3) genglerde erigskin baglangi¢clh diyabet (Maturity Onset Diabetes of
Young, MODY) olarak tanimlanmaktadir. En yaygmn formu 12. kromozomda bulunan
hepatosit niikleer faktor (HNF)-1a olarak adlandirilan hepatik transkripsiyon faktoriinii
ifadelendiren gendeki mutasyonlardir (Lebovitz 1999, Anonymous 2002).

Insiilin reseptorleri ile ilgili genetik mutasyonlar sonucu olusan metabolik anormallikler
hiperinsiilinemi ve hiperglisemiden, siddetli diyabete kadar siralanabilmektedir.
Akromegali, Cushing’s sendromu gibi hastaliklarda asir1 miktarda salgilanan bazi
hormonlarin da (biiyiime hormonu, kortizol vb.) diyabete neden olabilecegi

bildirilmektedir (Anonymous 2002).



Cizelge 2.3 Genetik lokuslar {izerinde meydana gelen hasarlar (Lebovitz 1999)

Tip Gen Kromozom | Olusan Hata

MODY 1 | Hepatik niiklear faktor-4a | 20q B hiicrelerinde bozukluk

MODY 2 | Glukokinaz Tp Insiilin salgilanmasinda azalma

MODY 3 | Hepatik niikleer faktor-la | 12q B hiicrelerinde bozukluk

MODY 4 | Insiilin promotor faktér-1 | 13q Pankreans gelisiminde azalma

MODY 5 | Hepatik niiklear faktor-1p | 17 cen-q B hiicrelerinde bozukluk ve
renal hastalik

Nikotinik asit gibi bazi ilaclar insiilin sekresyonunu bozabilmektedir. Bu kimyasal
ajanlar tek baslarma diyabete neden olmayabilirler ancak, insiilin direncini
gelistirebilmektedirler (Anonymous 2003). Bununla birlikte, sigan zehri olan vacor ve
pentamidin gibi toksinler, beta hiicrelerini tahrip etmektedir. Ayrica, belli basl bazi
viriislerin de (Sitomegaloviriis, Coxsackievirus B ve adenovirus vb.) diyabete neden

oldugu bilinmektedir (Anonymous 2003).

2.1.4 Gestasyonel diyabet (GDM)

Gestasyonel diabetes mellitus, gebelik sirasinda baslayan veya ilk kez gebelik sirasinda
saptanan glukoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir. Goriilme sikligi % 7 olarak
bilinmektedir (Setji vd. 2005). Birinci derecede akrabalarda aile oykiisii, obesite, ileri
gebelik yasi, glukoziiri, Onceki gebelikte goriilen anomaliler (6lii dogum veya
makrozomi) GDM i¢in risk faktorleridir (Metzger vd. 2007). Gestasyonel diyabet,
inslilin antogonist hormonlarm en yiliksek diizeylere ulastigi ikinci veya iiglincii
trimester zamaninda gelismektedir. Gebe bayanlarim hemen hemen %7’sinde gelistigi

bildirilmistir (Anonymous 2004b).



2.2  Diyabetik Komplikasyonlar

Diabetes mellitus, populasyonun yaklasik %5-7’sinde goriilmektedir. Bu hastaligin
neden oldugu makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarmn ekonomiye biiyiik bir
yiik getirdigi bilinmektedir (Gugliucci 2000). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2002
yilinda yapilan bir calismada, sadece diyabet sonucu olusan bu komplikasyonlarin
saglik sistemine ekonomik maliyetinin 132 milyar dolar oldugu bildirilmistir (Setter vd.

2003).

Diyabetin tiim tipleri kronik hiperglisemi ile karakterize olmaktadir (Brownlee 2001).
Hiperglisemi, insiilinden bagimsiz olan lens, retina, periferal sinir sistemi, renal
glomerulus ve endotelyal dokularda da metabolik bozukluklara neden olur. Zamanla bu
dokulara ait mikrovaskiiler (katarak, diyabetik retinopati, néropati ve nefropati) ve
makrovaskiiler komplikasyonlar (kardiyovaskiiler, periferal arteriyal ve serebrovaskiiler

hastaliklar) ortaya ¢ikmaktadir (Klip vd. 1994, King vd. 2005, Iwata vd. 2007).

Hipergliseminin neden oldugu diyabetik hastaliklarla ilgili dort temel mekanizma
bulunmaktadir ve bu mekanizmalarin birbirlerini tetikledigi bilinmektedir. Bunlar;
polyol yolagi, ileri glikasyon son iirlinlerin olusumu, protein kinaz C izoformlarmin
aktivasyonu ve heksozamin yolagidir (Brownlee 2001). Ayrica bu yolaklar, endotelyal

fonksiyon kaybina da neden olmaktadirlar (De Vriese vd. 2000).

Makrovaskiiler ve mikrovaskiiler hastaliklar, Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hastalarda
mortalitenin (6liim orani) ve morbiditenin (hastaliga yakalan bireylerin sayis1) temel
nedenleridir. Endotelyumun diizenleyici roliiniin kayb:1 diyabetik vaskiiler hastaliklarin

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (De Vriese vd. 2000).



2.2.1 Diyabetik makrovaskiiler komplikasyonlar

Hiperglisemi tetikledigi metabolik basamaklar araciligiyla biiylik damarlarin i¢ kismini
saran endotel hiicrelerini fonksiyon kaybma ugratarak, kardiyovaskiiler, periferal,
arteriyal ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi makrovaskiiler hastaliklara yol agmaktadir

(King vd. 2005).

Hipergliseminin, makrovaskiiler hastaliklarin olusumunda ve gelisiminde etkili
olmasma karsin, dislipidemi, hiperinsiilinemi ve adipoz doku kokenli faktdrlerin de
baskin rolii oldugu bildirilmistir (Bakker vd. 2009). Makrovaskiiler hastaliklarin
gelisiminde hipergliseminin rol, ileri glikasyon son iiriinlerinin olusumunda 6nemli yer
tutmakta ve bu tiriinler ateroskloretik plaklarin olusumuna neden olmaktadir (Magalhaes

vd. 2008).

2.2.1.1 Ateroskleroz

Kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve periferal arteriyal hastaliklar1 kapsayan
makrovaskiiler hastaliklar, hiperglisemi araciligiyla olusan ateroskleroz sonucu
meydana gelmektedir. Ayrica, hiperglisemi ile beraber disilipidemi ve insiilin direnci de

ateroskleroz gelisiminde rol oynamaktadir (Beckman vd. 2002, King vd. 2005).

Damarlarm i¢ yiizeyini kaplayan endotel hiicrelerin olusturdugu tek katli epitel tabaka,
doku ile kan arasinda ara yiiz olusturarak metabolik aktivitelerin (kan akisinin
ayarlanmasi, besin dagilimi, pihtilasma ve lokositlerin damar c¢eperinden dokulara

sizmasi gibi) gerceklesmesini saglamaktadir (Beckman vd. 2002).

Endotelin {i¢ 6nemli fonksiyonu vardir ve bunlar aterogenez olusumu ile iliskilidir;

1-Doku boslugu ve intravaskiiler bosluk arasinda secici gegirgen bir bariyer olarak rol

oynamak,
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2- Damar duvarina lipoproteinlerin taginmasini ve modifikasyonunu saglamak,

3- Lokositler i¢in yapiskan olmayan yiizey olusturmak (VanEpps ve Vorp 2007).

Ayrica, endotel hiicreler nitrik oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirlerini (ROS),
prostaglandinleri, endotelin, anjiotensin-II gibi kan damar fonksiyonunu ve yapisini
diizenleyen biyoaktif maddeleri sentezlemektedir (Beckman vd. 2002). Bu
fonksiyonlarn kaybi aterogenez gelisiminde ¢ok onemli yer tutmaktadir. Endotelyal
fonksiyon kaybinda, endotel hiicrelerinin yaralanmasi ateroskleroz gelisiminin en erken

belirtisi olarak gdsterilmektedir (VanEpps ve Vorp 2007, Bakker vd. 2009).

Endotelde meydana gelen fonksiyon kaybma mekanik etki, immnunolojik saldiri,
toksinler ve viriisler gibi farkl etkenler neden olabilmektedir (VanEpps ve Vorp 2007).
Kan bilesenlerinin (lipid, protein) glikasyon ve oksidasyon yolaklariyla yapisal
degisiklige ugratilmasi endotel ve diiz kas hiicrelerinde gen ifadesini degistirerek
sitokinlerin, kemotoksik faktorlerin, adezyon molekiillerin tiretimini arttirabilmektedir

(Eckel vd. 2002).

Ayrica, hiperglisemi araciligiyla azalan nitrik oksit, artan oksidatif stress ve ileri
glikasyon son iiriinleri, transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa B (NF-xB) ve
aktivator proteinlerin aktivasyonunu arttirmaktadir. Bu faktorler aterogenezis
olusumunda etkili olan endotelyum yiizeyindeki 16kosit hiicre adezyon molekiilleri,
l6kosit geken kemokinler, interlokin ve tiimor nekroz faktor gibi aracilarin gen ifadesini

diizenlemektedirler (Sekil 2.1), (Beckman vd. 2002).

Endotelal yaralanmaya ve enflamasyona yanit olarak, oksitlenmis olan lipoproteinler
(oxLDL) arterlerin endotel duvarinda birikmektedir. Daha sonra dolasimdaki monositler
arteriyal duvara sizarak makrofaj hiicrelerine doniismektedirler. Makrofaj hiicreleri ise
oxLDL fagosite ederek kopiik hiicrelerine farklilagsmaktadir. Olusan kopiik hiicreleri, T
lenfositler ve diiz kas hiicreleriyle yagh cizgi (fatty streak) adi verilen lezyonlar

olugsmaktadir (VanEpps ve Vorp 2007, Fowler 2008).
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Sekil 2.1 Diabetes mellitus ile aterogenez arasindaki iligskisi (Beckman vd. 2002)

Bu lezyonlar aterosklerotik olusumun habercisi olarak tanimlanmaktadir (Beckman vd.
2002). Bununla beraber, kopiik hiicreleri makrofaj cogalmasmi ve T-lenfositlerin
cekimini uyarmaktadir. T-lenfositler ise arteriyal duvarlarda diiz kas hiicrelerin
cogalmasini ve kollajen birikimini uyarmaktadir (Fowler 2008). Bununla beraber hem
endotel, hem de makrofaj hiicreleri, diiz kas hiicrelerinin orta tabakadan intimaya gog
etmesini saglayan (Sekil 2.2) sitokinleri ve biiylime faktorlerini sentezlemektedir (Eckel

vd. 2002).

Diyabetik endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri tarafindan de novo olarak sentezlenen
kollajenlerin daha az salgilanmasmi saglayan sitokinleri sentezlemektedir. Ayrica,
diyabetlilerde kollajen yikimina neden olan matriks metaloproteinazlarin iiretimi de

arttirmaktadir (Beckman vd. 2002).

Kollajen yikimi arttiginda veya sentezi azaldiginda, olusan plaklar bozulabilir ve
trombus olusumu tetiklenmektedir. Sonucgta, trombus olusumu ile vaskiiler tikanma

meydana gelmektedir (Beckman vd. 2002).
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Sekil 2.2 oxLDL, viriis, toksinler ve mekanik etkenler ile endeotelyal fonksiyon kaybi1
olusumu (VanEpps ve Vorp 2007)

Monositler/makrofajlar T lenfositlerin yiizeye tutunmasi fonksiyon kaybini arttirmaktadir (iist sag). Lipid
birikiminden dolayr makrofajlar kopiik hiicrelerine doniisiirler (orta sag). Trombus olusumu (orta sol).

2.2.2 Diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlar

Uzun siire seyreden yiiksek kan glukoz seviyesi, retina, bobrekler ve sinirler gibi gesitli
dokulardaki mikrovaskiiler damarlar1 etkileyerek bu dokularda fonksiyonel ve yapisal

degisikliklere neden olmaktadir (Riithimaa 2002).

Hiperglisemi, diyabetik mikrovaskiiler hasarlarin gelisiminden ve ilerlemesinden
sorumlu en biiyiik risk faktorii olarak bilinmektedir. Bu dokularda ve kan damarlarinda
enzimatik olmayan glikasyon, poliyol yolagi ve protein kinaz-C yolaklarini aktive
ederek buralarda yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir (Sekil 2.3)
(Rithimaa 2002, Moreno ve Fuster 2004, Noh ve King 2007). Hiperglisemik kosullar,
periferal sinirlere, retinaya ve bobreklere ait mikrovaskiiler damarlarin kan akisinda ve

kasilmalarinda degisiklikler meydana getirmektedir (Setter vd. 2003).
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Bu bulgularm yani swra, poliyol yolagmm ik enzimi olan aldoz rediiktaz
konsantrasyonunun, bobrek medullasinda, siyatik sinirlerde ve lens dokusunda daha
yiiksek olmasi nedeni ile hiperglisemi bu dokularda diyabetik nefropati, diyabetik
noropati, diyabetik retinopati ve katarak olusumuna neden olmaktadir (Tanimoto vd.

1998).

- AGEs —* | Buyume faktorieri || Nefropati
Hiperglisemi |=*| Poliyol yolagl |—» Sitokinler =—* | Retinopati
" PAG-PKC yolag|—s | Hiicre i¢ci mesajlar | —* MNoropati

Sekil 2.3 Hiperglisemi araciligiyla baslatilan metabolik yolaklar ve neden olduklar1
hastaliklar: AGEs, Poliyol yolagi ve PKC yolagi; Nefropati, Retinopati ve
Noropati (Rithimaa 2002)

Kapillerde bazal membran kalinlagsmasi ve ekstravaskiiler matriksin asir1 biiylimesi,
diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin ortak 6zellikleridir. Yiiksek plazma glukoz
seviyesi ile doku hasar1 arasindaki iliski, dokularda ileri glikasyon tiriinlerinin olusumu
ve birikimine bagli olmaktadir (Wautier ve Guillausseau 2001). Ayrica, hiicre i¢i glukoz
seviyesinin artmasini, protein kinaz C enzimi de aktive etmektedir. PKC yolaginin
aktivasyonu sonucu hiicre fonksiyonlarinda degisiklikler meydana gelmektedir (King

vd. 2005).

2.2.2.1 Diyabetik retinopati ve katarakt

Retinal dokular1 besleyen kan damarlarinin hasar gérmesi sonucu diyabetik retinopati
gelismektedir. Bu hasarlarin daha da ilerlemesi durumunda korliikk olusabilmektedir
(Chibber vd. 2007). Diyabetik retinopati, periferal retina ve makulay1 etkilemesi sonucu
olusan bir mikrovaskiiler hastaliktir (Cade 2008). Ayrica, yiikselen Glukoz nedeniyle
aktivitesi artan aldoz rediiktaz enzimi lens dokusunda opaklagsmaya neden olarak
diyabetik katarak olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Kubo vd. 2004, Kyselova vd.
2004).
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Diyabetik retinopatinin erken dénemlerinde saptanan en dnemli morfolojik degisiklik,
mikrovaskiiler endotel hiicrelerin dis yiizeyini 6rten damarlarin kasilip gevsemesine
neden olan retinal perisitlerin kaybidir (Miwa vd. 2003). Diyabetik retinopatinin
gelisiminin temelinde kapiller tikanma, sizint1 ve yeni kan damarlarm olusumu yer
almaktadir. Buna gore diyabetik retinopati, non-proliferative diyabetik retinopati
(NPDR) ve proliferative diyabetik retinopati (PDR) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir
(Bhatwadekar ve Stitt 2007, Yam ve Kwok 2007). NPDR evresinde; kan-retinal bariyer
fonksiyonunun kaybmna neden olan kapiller gecirgenligin artmasi, kapiller bazal
membran kalinlagmasi ve perisitlerin kayb1 goriilmektedir. PDR evresinde ise iskemi ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) artis1 nedeniyle yeni kan damarlarinin
olusumu ardindan bu damarlari fonksiyon kayb1 ve makular 6dem sonucu goriis kaybi1

yer almaktadir (Bhatwadekar ve Stitt 2007).

Diyabetik retinopatinin gelisimi ve diger mikrovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda
hipergliseminin siddeti ve siiresi dnemli rol oynamaktadir (Fowler 2008). Hiperglisemi
nedeniyle bazal membran kalinlasmasi, perisit kayb1 ve retinal kapiller ge¢irgenliginde
degisiklikler olmaktadir (Cai vd. 2002, Yamagishi vd. 2005). Bununla beraber, kanda
glikoz diizeyinin ylikselmesi, kapiller tikanmaya katkis1 olan fibronektin, kollajen tip I,
II, IV ve V gibi bazal membran bilesiklerinin artisina neden olmaktadir. Deneysel
diyabetik siganlarin retinalarinda, hipergliseminin, fibronektin ve kollajen tip-IV

sentezini arttirdig1 gosterilmistir (Cai vd. 2002).

Ayrica, VEGF, TGF-p gibi biiyiime faktorlerinin diyabetik retinopati gelisiminde
onemli rollerinin oldugu kabul edilmektedir. VEGF sentezinin baskilandigi hayvan

modellerinde retinopati gelisiminin yavasladigi gosterilmistir (Fowler 2008).

Retinal kapillerin bozulmasmda poliyol yolaginin etkili oldugu bilinmektedir. Poliyol
yolagi, perisit ve endotel fonksiyonlarinda bozukluklara neden olmaktadir.
Hiperglisemide, perisit fazinda aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz, glikozu
sirasiyla sorbitole ve fruktoza cevirmektedir (Olmos vd. 2009). Olusan sorbitol,

hidrofobik 6zelliktedir, hiicre zarindan kolayca diffiize olamaz. Bu nedenle hiicre i¢inde
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birikerek osmotik stres olusturmaktadir. Aldoz rediiktaz enziminin, retinal ganglion
hiicreler, miiller glial hiicreler, vaskiiler perisitler ve endotelyal hiicrelerde bulunmasi ve
poliyol yolagi sonucu olusan osmotik stres, bu hiicrelerde hasarlara neden olmaktadir

(Lorenzi 2007).

Bununla birlikte sorbitol birikimi, mikroanevrizmalarin (kapillerde meydana gelen kese
seklindeki genisleme) olusumu, bazal membran kalinlagmas1 ve perisit kaybiyla yakindan
iligkilidir (Fong vd. 2004, Fowler 2008). Ayrica yiiksek glikoz konsantrasyonu,
enzimatik olmayan glikasyon yolagini da aktive etmektedir (Fowler 2008). Bu yolakta
olusan ileri glikasyon iirlinlerinin de mikroanevrizma olusumuna ve perisit kaybina neden

oldugu bildirilmistir (Fowler 2008).

Bununla beraver perisit fazinda poliyol yolaginda olusan NADP ve NADH kofaktorleri,
glikolizi diagilgliseroliin de novo sentezine dogru kaydirmaktadir. Diagilgliserol
tarafindan aktive edilen perisit-PKC-gy; ise retinal kan akisini azaltan endotelin-1
molekiiliiniin ifadesini arttirmaktadir. Bununla beraber, VEGF’nin sentezi de
artmaktadir. Ayni1 zamanda hem sorbitoliin, hem de ileri glikasyon iiriinlerinin birikimi,
perisitlerde toksik etki yaratarak kaybma neden olmaktadir (Sekil 2.4.a). Endotelin
fazinda ise, retinal kapiller duvarda perisitlerin fonksiyon kaybi nedeniyle meydana
gelen harabiyet, kapillerlerin yan kisminda, kiicliik baloncuklar olusturmaktadir. Bu
durum, pihtilasma olusumuna katkida bulunarak retinal iskeminin daha da ilerlemesine
sebep olmaktadir. Olusan bu iskemik durum, endotelyal PKC-py’yi aktive eden
VEGF’in sentezini uyarmaktadir. VEGF ise, olduk¢a hassas yapida olan yeni kan
damarlarmin olusumunu saglamaktadir ve vitreous i¢ine giren bu damarlar kirilarak
kanlanmaya neden olmaktadirlar (Sekil 2.4.b) (Chan vd. 2007, Olmos vd. 2009). Ayrica
VEGF, endotelyal hiicre biiylimesinde, kan-retinal bariyerin bozulmasmda ve retinal

06dem olusumunda oldukca etkilidir (Zhang vd. 2009).
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Sekil 2.4 Aldoz rediiktaz-PKC yolagi, diyabetik retinopatinin patogenezinde perisitler
ve kapiller (Olmos vd. 2009)

a. Perisit fazi: Hiperglisemi nedeniyle aktive olan aldoz rediiktazi, perisit iskemi fazi ve VEGF {iretimi.
b. Endotelyal faz: Perisitlerin kaybiyla olusan endotelyal faz iskemisi ve mikrohemorajlar, yeni kan
damarlarmin olusumu ve vitreous hemoraji

Hiperglisemi araciligiyla uyarilan poliyol yolagi, enzimatik olmayan glikasyon ve PKC
yolaklari, lensin elektrolit dengesini ve lens proteinlerinin yapisini  bozarak

saydamliginin yok olmasina ve katarak olusumuna neden olmaktadir (Karel vd. 1997,

Chung vd. 2003, Ando 2006, Yan vd. 2008).

Esnek bir yapiya sahip, her iki yiizli de i¢ biikey olan lens, goziin, goz sivisi ile vitreus
arasinda yer almakta ve % 35 oraninda protein tasimaktadir. Bu proteinler ¢oziilebilir
Ozelliktedir ve lensin saydam goriinmesini saglamaktadirlar. Glikolizasyon, g¢apraz
baglarim olusumu ve tiyol gruplarinin oksidasyonu, ¢oziinebilir yapida olan kristalin
proteinlerinin yapisin1 bozarak opaklagsmaya neden olmaktadir (Jacob 1999, Molnar

2006).
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Poliyol yolagmin ilk enzimi olan AR’in aktivasyonu sonucu, hiicre i¢inde biriken
sorbitol, osmolariteyi arttirarak lens icine su akisinin artmasina neden olmaktadir.
Bununla beraber, hiicrenin zar geg¢irgenligi ve sodyum miktar1 artmakta ve potasyum
seviyesi azalmaktadir. Bu durum, katarak olusumuna neden olan ($ekil 2.5) glutatyon,
miyoinositol ve amino asitlerin kaybma ve ayni zamanda, lensin elektrolit dengesinin
bozulmasina sebep olmaktadir (Burg ve Kador 1988, O'Donnell ve Efron 1998,
Kyselova vd. 2004, Mansour 2007). Transgenik farelerin lenslerinde, AR 1n sentezinin
artmasi, enzimin katarak olusumunda 6nemli rol oynadigin1 dogrulamaktadir (Murata

vd. 2001).

Poliyol yolagmin aktivasyonu sonucu, hiicrede NADPH konsantrasyonunun azalmas,
glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini azalmakta ve bu nedenle antioksidan savunma
sistemi baskilanarak lens dokusunda oksidatif stres meydana gelmektedir (Kubo vd.
1999). Epitel hiicrelerinde meydana gelen oksidatif stres ve peroksidasyon sonucu
olusan toksik aldehitler, lens proteinlerinin zarar gérmesine ve opaklagmaya neden
olmaktadir. Bir AR inhibitorii olan genisteinin, hiicresel GSH diizeyini arttirarak bu

durumu diizelttigi bildirilmistir (Kim vd. 2008).

Glukoz Su W‘
Yitksek
glukoz y
seviyesi Na:_
Sorbitol : Sorbitol
K' Na* 4 o K
J{ J-Proteins 'UfATP Prr e
U I - U are
Uas o1 ) Proteins
LAJGsH
Nermmal (K" + Na") (K" + Na™) -
Lens A= A=0 < +Na) M + Nah
Katarakt

Sekil 2.5 Katarakt olusumu (Kyselova vd. 2004)

AmA: Amino asit, GSH: indirgenmis glutatyon, /\: K ve Na toplamindaki net degisim,ﬂ: Normal artis,
m: Asiri artis, ﬂ: normal azalma, : Asir1 azalma.
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2.2.2.2 Diyabetik nefropati

Diyabetik nefropati, bobregi besleyen mikrovaskiiler damar sisteminde meydana gelen
hasarlar sonucu olugmaktadir. Bu hasarlarin ilerlemesi durumunda bobrek yetmezligi

gelismektedir (Dunlop 2000, Lehmann ve Schleicher 2000).

Morfolojik agidan diyabetik nefropatinin gelisimi, glomeriiler fonksiyonla iligkisi olan
mezanjial matriks genislemesi ve glomerular bazal membran kalinlasmasiyla

karakterize edilmektedir (Lehmann ve Schleicher 2000).

Bu degisiklikler glomertiler filtrasyon hizinda (GFH) azalmaya ve proteiniiri de artisa

neden olmaktadir (Wiwanitkit 2007a, Doi vd. 2008).

Diyabetik nefropatinin gelismesi ve ilerlemesinde, hiperglisemi aracilifiyla aktive
edilen poliyol yolagi, PKC yolagi, enzimatik olmayan glikasyon ve oksidatif stres
yolaklar1 etkili olmaktadir (Kikkawa vd. 2003). Bunlar, glomerular kapillerde ve
Bowman kapsiiliinde bazal membran kalinlasmasmma ve ECM sentezine neden
olmaktadirlar. Bu durumda, glomeriiller kapillere diisen mezanjial hiicrelerin hacmi
artar, kapiller yiizey alan1 azalir ve sonunda GFH azalarak glomeriiloskleroz olusturur.
Ayrica, filtrasyon alaninda ve nefron kitlesindeki azalma, geri kalan nefronlarda kapiller
akimu arttirarak kapiller gecirgenligi yiikseltmektedir. Bunlarin sonucunda, proteiniiri ve
albuminiiri goriilmekte ve son donem bobrek yetmezligi (end-stage renal disease)

gelistirmektedir (Kurt vd. 2004).

Hiperglisemi, ileri glikasyon yolagini aktive ederek AGE f{irtinlerinin olusumuna,
bobreklerde birikmesine ve renal fonksiyonlarin bozulmasina sebep olmaktadir (Cooper
1998). Bu firiinler vaskiiler gecirgenligi artmasini, biiyiime faktorlerin ve sitokinlerin
sentezlenmesini saglamaktadir (Lehmann and Schleicher 2000). Bununla beraber, AGE
olusumu, kollajen IV ve laminin gibi O6nemli matriks bilesenlerinin fonksiyonel

ozelliklerini de degistirmektedir (Agardh vd. 2002). In vitro ortamda glukoz tarafindan
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uyarilan prosklerotik sitokin olan TGF-, AGE olusumu ve hemodinamik faktorlerden
anjiyotensin II ve endotelin gibi  vazoaktif hormonlar  diyabetik nefropatinin
gelisiminde rol oynamaktadirlar. TGF-p, diyabetik bobreklerde hemodinamik ve
metabolik faktorler tarafindan uyarilarak ekstraseliilar matriks birikimine neden oldugu

bilinmektedir (Sekil 2.6), (Cooper 1998).

Metabolik Hemodinamik

l—- Akis/basing

Glukoz
H‘-‘_‘\‘ =
| Bila ¥reen | Vazoaktif hormonlar
— J (6m; anjiyotensin-ll, endotelin)
lleri glikasyon son Grunleri

Sitokinler

TGF-p VEGF

l

Ekstraseliler matriks N :
capraz baglanma TEksIraseEuler matriks ‘ t Vaskiler gegirgenlik

Proteinari

Ekstraseluler matriks birikimi

Sekil 2.6 Diyabetik nefropati gelisiminde metabolik ve hemodinamik faktorler arasinda
etkilesim (Cooper 1998)

Bu calismalarda, anjiyotensin II ve AGE olusumunu engelleyen bilesiklerin, TGF-g ve
kollajen IV gibi matriks proteinlerinin sentezini azalttigi, renal ve vaskiiler
yaralanmalar1 da en aza indirdigi gosterilmektedir. Bir AGE inhibitorii olan
aminoguadinin, bobreklerde AGE iirlinlerinin birikimini azaltmakla beraber albuminiiri

ve mezanjial genislemenin gelisimini geciktirmektedir (Cooper 1998, Cooper vd. 1998).

Artan glukoz konsantrasyonu mezanjial hiicrelerde PKC yolagmni aktive etmektedir.
PKC, TGF-B1’nin sentezini arttrarak ECM birikimine yol agan kollajen miktarmin

artmasina neden olmaktadir (Lehmann ve Schleicher 2000). Hiperglisemi nedeniyle
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renal mezanjial ve proksimal tiibiil hiicrelerinde biriken sorbitol hiicre i¢i miyoinositol

seviyesini degistirmekte ve Na/K ATPaz aktivitesini azaltmaktadir (Dunlop 2000).

Bir aldoz rediiktaz inhibit6rii olan epalrestatin, sorbitol birikimini engelledigi gibi AGE
driinlerinin olusumuna da azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, PKC-B,’nin izoformlarini
inhibe eden LY333531 isimli bilesigin hiperfiltrasyon ve albuminiiri gibi renal
fonksiyonlarm gelisimini engelledigi gosterilmistir (Cooper vd. 1998).

Heksozamin yolagmin asir1 aktivasyonu, PAI-1 ve TGF-B aracilifiyla ekstraselliiler
matriks ¢cogalmasma neden olmaktadir. Ayrica, kiiltlire edilmis mezanjial hiicrelerde O-

GIcNACc artisi, hiicrelerin asir1 biiylimesine neden olmaktadir (Degrell vd. 2009).

2.2.2.3 Diyabetik noropati

Diyabetik noropatinin tanimi i¢in, baska bir rahatsizligi olmayan diyabetli hastalarda
periferal fonksiyon sinir kaybina ait belirtilerin ve/ veya semptomlarin goriilmesi yeterli

olmaktadir (Fowler 2008).

Bu hastaligin patolojisi, agri, duyu kaybi, hastaliklara duyarhilik gibi klinik belirtiler
veren sinir kayiplari ile karakterize edilmektedir (Yagihashi vd. 2007). Bununla birlikte
diyabetik noropati, ayak iilseri ve gangrenine ve ani Oliimlere neden olabilmektedir

(Hotta vd. 2001).

Hiperglisemi, diyabetik ndropatinin gelisimi ve ilerlemesinde, diger mikrovaskiiler
hastaliklarda oldugu gibi anahtar rol oynamaktadir. Biyokimyasal yolaklarin, hiicrenin
metabolik ve/ veya redoks durumu ile yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Buna gore,
daha once de belirtildigi gibi néropatinin gelismesinde de poliyol, heksozamin, PKC
izoformlarmmin aktivasyonu ve enzimatik olmayan glikasyon yolaklar1 6nemli rol
oynamaktadir. Diyabetik ndropatinin gelisimine, hiperglisemi nedeniyle hem sinir

hiicrelerinde meydana gelen hasarlar, hem de bu sinirleri besleyen damarlardaki kan
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akisinda ortaya ¢ikan azalmalar sonucu olusan ndéral iskeminin yol acgtigi

disiiniilmektedir (Edwards vd. 2008).

Hipergliseminin seviyesi ve siiresi, mikrovaskiiler bir hastalik olan diyabetik
noropatinin gelisiminde onemli bir faktordiir (Tesfaye vd. 2005). Bu durumda, sinirleri
besleyen kan damarlarinda hasarlar olusmakta, sinir yenilenmesinde bozulma, shwann
hiicrelerinde anormallikler ve hiicre dis1 matriks (ECM) birikimi goriilmektedir (Lincoln

ve Shotton 2008).

Artan glukoz konsantrasyonu nedeniyle aktive olan poliyol yolagi, hiicre i¢inde fruktoz
ve sorbitol birikimine yol agmaktadir. Bu durum, sodyum ile beraber hiicre i¢ine tasman
miyoinozitoliin hiicredeki konsantrasyonunu azaltmaktadir (Sekil 2.7). Boylece,
miyoinozitoliin metaboliti olan fosfoinozid seviyesindeki azalma sinyal yolaginin
bozulmasina neden olur. Ayrica, Na/ K ATPaz aktivitesi azalir ve sinir hiicrelerinde
iletim hiz1 yavaslar (Podwall ve Gooch 2004). Bunlara ilaveten, poliyol yolagindaki
NADPH miktarindaki azalma, bir vazodilatér olan NO konsantrasyonunun diismesine

ve sinirleri besleyen kan akisiin bozulmasina yol agmaktadir (Bhadada vd. 2001).

Aldoz rediiktaz Sorbitol dehidrogenaz

Glukoz Sorbitol Fruktoz
A -
NADPH NADP NAD l NADH
} Miyoinositol E— | Na/K ATPaz ‘

| |

i. Vaskiler fonksiyon kaybi
ii. Akson icinde sodyum birikimi
ii. Sinir iletim hizinda azalma

POLIYOL YOLAGI

Sekil 2.7 Poliyol yolaginin sinir hiicresi iizerine etkisi (Bhadada vd. 2001)
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Protein kinaz-C yolaginin aktivasyonu, damarlarin daralmasmma ve kapiller
gecirgenligini  degistirerek, hipoksiye (dokularda oksijen oraninin azalmas),
anjiogeneze (yeni kan damarlariin olusumu), bazal membran kalinlasmasma ve endotel
hiicre artigina neden olabilmektedir. Bunlar norovaskiiler kan akisindaki degisikliklere
yol agmaktadir. Diyabetik ndropatinin PKC yolagi ile olan iliskisi, deneysel olarak
streptozotozin ile diyabet olusturulan siganlarla yapilan calisma ile desteklenmistir.
Buna gore, PKC inhibisyonu, hem siyatik sinire kan akisin1 hem de sinir iletim hizini

normale dondirmektedir (Edwards vd. 2008).

Ileri glikasyon yolag: ile olusan AGE iiriinleri, periferal sinirlerde ve bu sinirlerin
cevresinde birikerek aksonal taginmay1 ve diger 6nemli fonksiyonlar1 bozabilmektedir.
Ayrica, DCCT (Diabetes Control and Complications Trial)’nin sonuglari, diyabetik
noropatinin engellenmesinde glisemik kontroliin 6nemini vurgulamaktadir (Siemionow
vd. 2007). Bununla beraber, miyelin proteinlerinin glikasyonunun, sinir iletimindeki

bozukluklara yol agtig1 bildirilmistir (Bhadada vd. 2001).

2.3 Diyabete Bagh Hasarlarin Mekanizmalan

2.3.1 Poliyol yolag:

Poliyol yolagi, diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Kao
vd. 1999). Bu yolagin hiz-smirlayict enzimi olan aldoz rediiktaz, normalde toksik
yapidaki aldehitleri, inaktif alkollere indirgemektedir (Sekil 2.8) (Brownlee 2005).
Normal kosullar altinda, glikolitik yolda glukoz molekiilii, glukoz i¢in yiiksek afiniteye
sahip olan heksokinaz enzimi tarafindan fosforillenerek glukoz 6-fosfata (G-6-P)
metabolize edilmektedir. Bu kosullarda AR enziminin glukoz i¢in afinitesi ¢ok diisiik
oldugundan, fosforilize olmamis glukozun yaklasik % 3’i poliyol yolagma katilarak
sorbitole ve fruktoza metabolize olmaktadir. Olusan sorbitol bobreklerde osmotik
regiilasyonu, fruktoz ise seminal vezikiilerde sperm hiicrelerinin enerji ihtiyacini
karsilamaktadir (Yabe-Nishimura 1998, Balasubramanyam vd. 2002, Kumar ve Reddy
2007).
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Sekil 2.8 Hiperglisemi poliyol yolaginin aktivasyonunu arttirmaktadir (Brownlee 2005)

Hiperglisemide, insiilinden bagimsiz olan dokulardaki (retina, bobrek, sinir hiicreleri,
vaskiiler endotelyal hiicreler) yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliyol yolagmin ilk
enzimi olan aldoz rediiktazin aktivitesini arttirmaktadir (Chan vd. 2000, Gugliucci 2000,
Setter vd. 2003). Bu kosullarda, heksokinaz enzimi doygunluga ulastig1 icin toplam
glukozun %33’ poliyol yolagi ile metabolize olmaktadir (Yabe-Nishimura 1998,
Balasubramanyam vd. 2002).

Poliyol yolagi, hiz-smirlayict bir enzim olan aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
(SDH) enzimlerinden olusmaktadir (Gleissner vd. 2007). Insiilinden bagimsiz olan
dokulardaki glukoz konsantrasyonunun artmasiyla aktive olan poliyol yolaginm ilk
enzimi olan aldoz rediiktaz, NADPH dan aldig1 elektronlar1 glukoza aktararak, glukozun
sorbitole indirgenmesini saglamaktadir. Sorbitol ise, SDH araciligi1 ile, (NAD
kofaktoriiniin indirgenmesiyle) fruktoza okside olmaktadir (Sekil 2.9). Bir alkol {iriinii
olan ve hidrofilik 6zellik tagiyan sorbitol, hiicre zarindan kolayca gegemedigi i¢in hiicre

icinde birikerek osmotik strese neden olmaktadir (Lorenzi 2007).
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Sekil 2.9 Poliyol yolaginin aktivasyonu

Bu durum, renal mezanjial ve proksimal tiibiil hiicrelerinde, miyoinozitol seviyesini
degistirmekte ve Na/K ATPaz aktivitesini azaltmaktadir (Dunlop 2000). Ote yandan,
poliyol birikimi, okiiler lenslerde hiperosmotik sismeye ve katarak olusumuna neden
olan aminoasit, glutatyon ve miyoinozitolun hiicre igerisine ge¢isini kolaylastiran hiicre

zar1 deformasyonlarma yol agmaktadir (Yabe-Nishimura 1998).

Poliyol yolagmnin ikinci tiriinii olan fruktoz, 3-fosfofruktoza ve sonra da 3-
deoksiglukozona yikilmaktadir. Her iki bilesik de, ileri glikasyon son iirlinlerinin

olusumunda gorev alirlar (Lorenzi 2007).

Sorbitol dehidrogenaz enzimi tarafindan olusturulan fruktoz, in vitro ortamda enzimatik
reaksiyonlarla 3-fosfofruktoza doniistiiriildiikten sonra, bu molekiiliin hidroliziyle
yeniden 3-deoksiglukozona (3-DG) cevrilmektedir. Bu sonug, 3-deoksiglukozonun
poliyol yolagi ile olusabildigini gostermektedir (Tsukushi vd. 1999). Glukozun,
sorbitole indirgenmesi sirasinda proton vericisi olarak gorev alan NADPH’in
kullanilmasi, NADPH/NADP" oraninin azalmasma neden olmaktadir (Morrisey vd.

1999).
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Antioksidan savunma sisteminde gorev yapan glutatyonun (GSH) indirgenmesini
saglayan glutatyon rediiktaz (GR) NADPH’e ihtiyag duymaktadwr. Diger yandan,
poliyol yolaginda da NADPH’in kullanilmasi, glutatyon rediiktaz aktivitesinin
azalmasina ve hiicrede oksidatif stresin birikmesine neden olmaktadir (Bravi vd. 1997,

Yabe-Nishimura 1998).

NADPH’in bir diger gorevi ise, arjininden nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) araciligz ile
nitrik oksit olusumunda indirgen ajan olarak kullanilmasidir. Yukarida soziinii ettigimiz
etkenler nedeni ile hiicrenin NADPH havuzunun bosalmasi, bir vazodilator olan NO
sentezini azaltti§1 i¢in damarlarda kan akigsinin azalmasima ve sinirlerde iletim hizinin
yavaslamasina neden olmaktadir (Yabe-Nishimura 1998, Chan vd. 2000, Gugliucci
2000).

Sorbitoliin fruktoza oksidasyonu sirasinda olusan NADH ise diyabetik dokularda
yalanc1 hipoksiye neden olmaktadir (Dunlop 2000). Bununla beraber artan NADH,
hiicre i¢i oksidan tiirlerinin artmasina neden olan NADH oksidaz enzimi tarafindan
subsrat olarak kullanilmaktadir (Lorenzi 2007). Ayrica, hiicre i¢indeki NADH/NAD"
oranindaki artis, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) enziminin de aktivitesini
inhibe ederek gliseraldehit-3-P konsantrasyonunu arttirdigi gibi NADP miktarindaki
artis ise pentoz fosfat yolagini aktive etmektedir (Sekil 2.10) ve boylece hiicrede trioz
fosfatlarin seviyesi artmaktadir (Dunlop 2000, Setter vd. 2003). Konsantrasyonu artan
trioz fosfatlar ise bir AGE 0Onciilii olan metiloglioksal ve PKC aktivasyonunu saglayan

DAG olusumunu arttirmaktadir (Dunlop 2000, Setter vd. 2003).

Kopekler ile yapilan ¢alismalar, AR inhibisyonunun diyabetik retinopati veya retinadaki
ve bobreklerdeki kapiller bazal membran kalinlagmasini engelledigini gostermektedir.
Ayrica, AR inhibitorii olan zenarestat sinir iletim hizin1 olumlu yonde etkilemektedir

(Setter vd. 2003).
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Sekil 2.10 Poliyol yolagmin pentoz fosfat ve glikoliz yolagina olan etkisi (Dunlop
2000)

2.3.2 ileri glikasyon son iiriinlerinin olusumu (AGEs)

Enzimatik olmayan glikasyon yolagi sonucu olusan {iriinler proteinlere zarar vererek
hiicresel fonksiyonlarin kaybma neden olmaktadir (Szwergold vd. 2002). Proteinler,
lipitler ve niikleik asitler gibi makromolekiillerin serbest amino gruplar ile indirgenmis
sekerlerin karbonil gruplar1 arasinda enzimatik olmayan reaksiyon sonucu schiff bazlar1
olugsmaktadir (Peppa vd. 2003). Stabil olmayan bu bazlar, kendi kendilerine yeniden
diizenlenerek ketoamin ve fruktozamin gibi amadori iiriinlerini meydana (Sekil 2.11)
getirmektedirler (Dawnay ve Millar 1996). En iyi tanimlanmis amadori iiriinii, HbAlc

molekiiliidiir (Magalhaes vd. 2008).

Bu iiriinler daha sonra dehidrasyon ve yeniden diizenlenme tepkimeleri ile 3-DG gibi

reaktif dikarbonil bilesiklerini olustururlar (Tsukushi vd. 1999).
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Sekil 2.11 Ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGEs) olusumu (Magalhies vd. 2008)

Olusan 3-DG, proteinler ile tekrar reaksiyona girerek imidazolon, piralin, insanlarda
kimyasal acidan en iyi sekilde karakterize edilen pentozidin ve N-karboksimetillizin
(CML) gibi ileri glikasyon son friinlerini olustururlar (Tsukushi vd. 1999, Goh ve
Cooper 2008). CML, RAGE baglanabilen bir AGE iirlinii olup, giiclii bir vaskiiler
hiicre adezyon molekiill (VCAM-1) uyaricisidir (Wautier ve Guillausseau 2001).
Bununla beraber, reaktif yapida olan 3-DG, glioksal ve metilglioksal gibi dikarbonil
bilesikler, proteinlerin amino gruplariyla reaksiyona girerek AGEs iirlinlerinin olusuma

neden olmaktadirlar (Gleissner vd. 2007).

Hiperglisemi ve degisen glukoz metabolizmasi, metilglioksal gibi reaktif aldehitlerin
asir1 miktarda olusmasima neden olmaktadir. Yiiksek derecede elektrofilik 6zellikte olan
bu aldehitler, proteinlerin lizin, arjinin ve sistein amino asitlerinin siilthidril (-SH) veya
amino (-NH2) gruplariyla enzimatik olmayan reaksiyon sonucu AGEs {iriinlerini

meydana getirmektedirler (Han vd. 2009).
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Ayrica, AGEs iirlinleri, diyetle alinan reaktif AGE Onciilleri araciligiyla da artmaktadir.
Ornegin, yiiksek 1sida pisirilen yemekler (1zgara, kizartma) bu iiriinlerin miktarmi
arttirirken, diistik 1s1da ve kisa siireli pisirilen yemeklerde ise AGEs iirlinlerinin ¢ok az

miktarda olustugu bildirilmistir (Huebschmann vd. 2006).

AGEs onciillerinin hiicre i¢indeki olusumlar1 {ic genel mekanizma ile hedef hiicrelere

zarar vermektedir;

1- Hiicre i¢cindeki protein glikasyonu proteinlerin fonksiyonunu degistirmektedir.

2- Bu oOnciiller tarafindan degisiklige ugratilan ECM’de fonksiyon kayiplar1 meydana
gelmektedir.

3- AGEs onciillerinin tarafindan degisiklige ugratilan plazma proteinleri makrofaj,
endotelyal, mezanjial, diiz kas, lenfosit, monosit ve noron hiicreleri gibi AGE reseptorii
tastyan hiicrelere baglanmaktadir. Bu sekilde aktive edilen reaktif oksijen tiirleri (ROS)

NF-kB’nin, sitokinlerin ve hormonlarin sentezini saglayan ilgili genlerin ifade

edilmesini saglamaktadir (Nishikawa vd. 2000, Setter vd. 2003).

AGE-RAGE baglanmasi, hiicrelerde NF-kB’nin aktivasyonunu saglayarak endotelin-1,
hiicre i¢i adezyon molekiili (ICAM), VCAM, TNF-a, interlokinler (ILs) ve E-selektin
gibi farkli proteinlerin transkripsiyonunun artmasima, NO ve prostasiklin gibi damar
gevsetici bilesiklerin azalmasina neden olmaktadir (Sekil 2.12). RAGE uyarimi,
NADPH oksidaz enzimini aktive ederek oksidatif stresi arttirmaktadir (Rojas ve

Morales 2004, Meerwaldt vd. 2009).

In vitro ve in vivo ¢aligmalar, AGEs iiriinlerinin, tip-IV kollajen, laminin, fibronektin
gibi yapisal matriks proteinleriyle geri donilisimsliz ¢apraz baglar yaptigini

gostermektedir (Wautier ve Guillausseau 2001).
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Sekil 2.12 RAGE-AGE:s iliskisinin endotelyal hiicreler lizerine etkisi (Rojas ve Morales
2004)

Proteinler iizerindeki bu yapisal degisimler bazal membran kalinlasmasina neden
olmaktadir. Bununla birlikte, proteoglikanlarin ileri glikasyonu, elektronegatif yiiklerde
degisiklikler olusturarak bazal membranin secici filtrasyon 6zelliklerini degistirmektedir
(Wautier ve Guillausseau 2001). Ayrica, tip-1 ve IV kollajen, matriks proteinleri, diisiik
yogunluklu lipoproteinler, fibrin ve kristalin gibi proteinler ile AGE {iriinlerinin
etkilesimi, diyabetik noOropati, retinopati, nefropati, katarakt ve Alzheimer gibi

hastaliklara neden olabilmektedir (Molnar 2006).

Ekstraselliiller matriks iizerindeki AGEs olusumu sadece matriks-matriks arasindaki
etkilesimi degil, ayn1 zamanda matriks-hiicre arasindaki etkilesime de zarar
vermektedir. AGE {riinlerinin tip-IV  kollajene baglanmas1 endotelyal hiicre
adezyonunu azaltrken, laminin proteinine baglanmasi, aksonlarin gelisimini
engellemektedir (Brownlee 2001). Tip-1 kollajen ve elastin ile AGEs firiinlerinin ¢apraz
bag yapmasi kan damarlarinin sertlesmesine neden olmaktadir (Goh ve Cooper 2008).
Bu iirlinlerin inhibisyonunu saglayan aminoguadin, diyabetik sicanlarda retinopati ve
nefropatinin diizelmesini, damar esnekliginin ise yeniden kazanilmasimi saglamaktadir

(Huebschmann vd. 2006). Vitamin B6 tiirevli pridoksamin, protein-amadori ara
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diriinlerinin protein-AGE kompleksine doniisiimiinii engellemektedir (Goh ve Cooper

2008).

2.3.3 Protein kinaz-C yolag

Protein kinaz C nin aktivasyonu, hiperglisemi ile iligkili olan vaskiiler hastaliklarin
gelisiminde onemli rol oynamaktadir (Skljarevski vd. 2007). PKC aktivasyonu ile kan
akimindaki degisiklikler, bazal membran kalinlasmasi, ECM genislemesi, vaskiiler
gecirgenlik, anjiyogenezis, hiicre biiylimesi ve Na/KATPaz, cPLA,;, MAPK gibi
enzimlerin aktivitesindeki artig, (Sekil 2.13) diyabetik hastaliklarin gelisiminde 6nemli

rol oynamaktadir (Das-Evcimen ve King 2007).
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lLY333531
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VitaminE\t DAG/PKC B, &
v v v v v
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Diyabetik vaskuler komplikasyonlar

Sekil 2.13 PKC aktivasyonu ve diyabetik vaskiiler komplikasyonlar arasindaki iligki
(Das-Evcimen ve King 2007)

31



Protein kinaz C ailesi 12 izoformdan olusmaktadir. Bunlar, kalsiyum veya DAG
baglayan bolgelerinin varligma gore ti¢ farkl alt aileye ayrilmaktadir (Carpenter vd.

2004, McGettrick vd. 2006, Noh ve King 2007, Timmers vd. 2008, Roffey vd. 2009).

1- Geleneksel (klasik) PKC (a, B, v): Kalsiyum ve DAG’a ihtiya¢ duyarlar.

2- Yeni PKC (3, & n ve 0): Kalsiyumdan bagimsiz olup, DAG tarafindan

diizenlenmektedirler.

3- Tipik olmayan PKC (¢, 1 ve 1): Kalsiyum ve DAG tarafindan aktive olmazlar.

DAG, cesitli protein kinaz-C izoformlarinin aktivitesinde anahtar rol oynamaktadir.
Diyabetik hayvanlarin ve diyabetli insanlarin retina, kalp, glomeriil, karaciger ve aort

gibi dokularinda DAG aktivitesinin arttig1 goriilmektedir (Setter vd. 2003).

Bununla beraber, PKC-g izoformunun DAG seviyesindeki degisikliklere duyarli oldugu
bilinmektedir. Hiperglisemide, PKC-B izoformlar1 ¢esitli vaskiiler dokularda (retina,
aort, kalp, bobrek, beyin) artmaktadir (Sekil 2.14). Bu nedenle PKC-B, diyabetik
mikrovaskiiler hastaliklarin tedavisinde inhibe edilmektedir (Setter vd. 2003).

Hiperglisemi |

T

PKC- (g aktivasyonu

PKC- g inhibisyonu

Endotelyal hasar

]

Diyabetik retinopati Diyabetik néropati Diyabetik nefropati

Sekil 2.14 PKC-B ve diyabetik komplikasyonlar (Setter vd. 2003)
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DAG-PKC yolagi, endotel gegirgenligi, damarlarin biiziilmesi, ECM sentezi, hiicre
biiylimesi, anjiyogenez, sitokin aktivasyonu ve l6kosit adezyonunun diizenlenmesi gibi
pek c¢ok kardiyovaskiiler fonksiyonlarini etkilemektedir. Diyabetlilerde, DAG
seviyesinin artis1 pek ¢ok yolakla gergeklesmektedir (Das-Evcimen ve King 2007). Hem
artan sitozolik NADH/NAD" orani, (sorbitoliin fruktoza oksidasyonu sirasinda) hem de
ROS tarafindan GADPH enziminin inhibisyonu, glikolitik ara iirtinleri, DAG sentezine
dogru  yonlendirmektedir. ~DHAP’m  a-gliserol-3-P’a  indirgenmesiyle = PKC
aktivasyonunu saglayan DAG 0Onciilleri olugsmaktadir. Bununla beraber, fosfotidilkolinin
fosfolipaz-D tarafindan parcalanmasida diagilgliserol seviyesini arttrmaktadir

(Balasubramanyam vd. 2002, Mario ve Pugliese 2003, Noh ve King 2007).

Ayrica, hiperglisemi, poliyol yolaginin aktivasyonunun, de novo DAG sentezinin, PKC
ve PLA, aktivasyonunun ve prostaglandin iiretiminin artmasina (Sekil 2.15) neden
olmaktadir (Keogh vd. 1997). PKC aktivasyonu, glomeriiler prostaglandinleri (PGE,,
PGEI, PGEF,,) diyabetik bireylerde arttirmaktadir (Dag-Evcimen ve King 2007).

PKC-MAPK aktivasyonunda, PKC izoformalart MAPK enzimlerini aktive etmektedir.
MAPK ise, hiicre biiylimesi, farklilagmas1 ve ECM sentezi gibi 6zel biyolojik siirecleri
uyarmaktadrr (Kikkawa vd. 2003). Diyabetik retinopatinin gelisiminde PKC
aktivasyonu 6nemli rol oynamaktadir ve PKC aktivasyonuyla iligkili olarak, diyabetin
erken doneminde, ET-1 ifadesinde artis goriilmektedir (Wiwanitkit 2007b). Ayrica,
PKC aktivasyonu vaskiiler gecirgenligin kontroliinii saglayan VEGF ve anjiyotensin

aktivitesini arttirmaktadir (Skljarevski vd. 2007).
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Sekil 2.15 DAG ve prostaglandin arasindaki iliski (Keogh vd. 1997)

2.3.4 Heksozamin yolag:

Yiiksek seviyedeki glukoz miktarinin, hiicre metabolizmasi lizerindeki yan etkileri
heksoz amin yolagi ile de olusmaktadir (Singh vd. 2001). Daha 6nce de belirtildigi gibi,
normal fizyolojik kosullar altinda glukozun yaklasik %3 kadar1 heksoz amin yolagina
katilmaktadir (Balasubramanyam vd. 2002). Bu yolagm ilk ve hiz-sinirlayic1 enzimi
olan glutamin: fruktoz-6-fosfat aminotransferaz (GFAT), glutaminden F-6-P’a amido
grubunu transfer ederek, glukozamin-6-P (GIcN-6-P) olusmaktadir. GIcN-6-P ise daha
sonra bir seri enzimatik reaksiyon ile uridin-5'-difosfat-N-asetilglukozamine (UDP-
GlcNAc) cevrilmektedir. Bu molekiil, O-N-asetilglukozamintransferaz (O-GlcNAc
transferaz) enzimi tarafindan, hiicre i¢indeki proteinlerin serin ve threonin kalintilarina
bir seker verici olarak kullanilmaktadir (Yki-Jarvinen vd. 1997, Andreozzi vd. 2004).
Yani, UDP-GIcNAc molekiilii proteoglikanlarn, glikolipitlerin sentezi ve ekstraseliiler
matriks proteinlerin N- ve O- ugundan glikazilasyonu i¢in uygun bir subsratdir

(Goldberg vd. 2002).
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Glukoz konsantrasyonunun artmasi nedeniyle heksozamin yolaginin asir1 aktive olmasi,
iskelet kaslarindaki IRS-1 ve IRS-2 proteinlerinin O-glikazilasyonu artmaktadir. Bu
durumda, IRS proteinlerindeki tirozin kalintilarinin fosforilasyonunu azaltmasi sonucu
glukoz tastyicilart i¢in insiilin direnci olusturmaktadir (Patti vd. 1999, Andreozzi vd.

2004).

GFAT’ nin asir1 sentezi, omurgalilarda glukoz tasiyicilarin  translokasyonunu ve
transkripsiyonunu etkileyerek insiilin direnci gibi pek c¢ok fizyolojik 06zellikleri
degistirmektedir (Hanover 2001). GFAT enzimi karaciger, adipoz doku, diiz kas
hiicreleri, iskelet kasi, bobrek ve endotelyal hiicrelerde bulunmaktadir. Heksozamin
biyosentezindeki artig, insuline duyarli dokularda (iskelet kasi, adipoz doku) glukoz

kullanimin1 bozmaktadir (Wu vd. 2001).

Transkripsiyon faktorlerinin O-glikazilasyonu, genlerin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir (James vd. 2002). Heksozamin yolagi aracilifiyla Sp-1 gibi
transkripsiyonel faktorlerin artan modifikasyonu sonucu TGF-B; ve PAI-1 ifadesinde
artisa neden olmaktadir (Sekil 2.16). Mezanjial hiicrelerde meydana gelen bu durum,

matriks proteinlerinin artmasina sebep olmaktadir (Singh vd. 2004, Brownlee 2005).

Transgenik farelerin iskelet kas1 ve yag dokularindaki GFAT enziminin yiiksek oranda
sentezlenmesi, bu hayvanlarda insiilin direncini gelistirdigi bildirilmistir (Singh ve
Crook 2000). Hiperglisemi ile uyarilan GFAT enziminin aktivitesi sigir aortik
endotelyal hiicrelerde, PAI-1 ve TGF-g; trankripsiyonu ile yakindan iliskilidir ve bu
etki bir GFAT inhibitorii olan azoserin ile inhibe olmaktadir (Gleissner vd. 2007).
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Sekil 2.16 Hiperglisemi artan heksoz amin yolagi (Brownlee 2005)

2.4 Aldoz Rediiktaz Enziminin Tanim ve Siniflandirilmasi

2.4.1 Enzimin yapisi ve islevi

Enzim komisyonu tarafindan E.C. 1.1.1.21 kodu verilen aldoz rediiktaz enzimi, aldo-
keto rediiktaz siiper ailesinin bir iiyesi olarak, indirgenmis formdaki NADPH’1
kullanarak alifatik ve aromatik yapidaki aldehitleri, monosakkaritleri, streoidleri,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 ve isoflavonoidleri katalize etmektedir. AR,
yaklagik 36 kDa agirliginda olup, 315 aminoasit dizisinden olusan, hiicre sitozoliinde

yer alan monomerik yapida bir enzimdir (Kumar ve Reddy 2007).

Aldoz rediiktaz enziminin kofaktér olarak kullandigi NADP, iki niikleotitin bir
fosfoanhidrit bagiyla birlesmesi sonucu olugsmaktadir. Bu niikleotitlerden birisine bagl

bulunan nikotinamit halkas1 dordiinci karbonundaki hidrojen atomunu subsrata
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vermesiyle kofaktor okside forma gecerken, tekrar kendi iizerine almasiyla indirgen

forma gegmektedir (Sekil 2.17), (Nelson ve Cox 2005).

Hidrojen atomu
ekleyen bdlge \‘ i’j
X Nikotamid
Pozitf ik N
=0 HZO N
i
l§ Adenin

N .
— ?-O-P-OCHZ | = H H
OH I Dinilkleotit \/ 0
OH ,// “__ C — NH 2 ’/’ \\“-,,._ C . NH .

O'p' (P)Fosfa ¥

‘ Nikotinamid ‘ ‘Hidrojen eklenmis nikotinamid

Sekil 2.17 Kofaktdriin yapist ve nikotinamit halkasi
(www.bio.davidson.edu/Courses/Bio111/NADPH.html 2009)

Tiim aldo-keto rediiktaz stiper ailesi gibi bu enzim de o/p fig1 modelindedir. Bu modelin
merkezinde uc uca eklenmis olan sekiz beta zincirinin etrafini, sekiz alfa heliksin
sarmastyla (a/B)s fic1 yapisi olusmaktadir. Ayrica, Hl-a-helix, H2-a-helix, ilmek A, B
(esnek, flexible) ve C yapilar1 da modele eslik etmektedir (Sekil 2.18), (Jez vd. 1997,
Bohren vd. 2005). AR islevinde, H2-a-heliks, ilmek B ve C yapilarmin 6nemli rolleri
vardir. H2-a-heliks, Csg3-305 ilmegini sabitlerken, C ilmegi subsratin aktif merkeze en
uygun sekilde yerlesmesini ve enzimin optimum aktiviteyi gostermesini saglamaktadir.
B ilmegi ise, yaklasik 17 A® kadar hareket ederek niikleotitin lizerine kapanir ve

kofaktoriin enzim igindeki kararliligini arttirmaktadir (Bohren vd. 2005).

Enzimin beta fi¢1 yapisinin karboksi-terminal ucunda yer alan 60A° genisliginde ve
15A° derinliginde olan aktif bolgesi, hidrofilik ve hidrofobik olmak iizere iki kisimdan
olugmaktadir (Bohren vd. 1992, Kim vd. 2006).
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Sekil 2.18 Enzimin (a/B)s fig1 modeli (Jez vd. 1997)

Hidrofilik kistmda, NADPH’in nikotinamit halkasinin 4-pro-R hidrojeni ve 3 proton

verici (Tyr, His, Trp) amino asitin yan gruplar1 yer almaktadir. Hidrofobik kisimda ise,

inhibitor ve/veya subsratin aromatik halka yan gruplariyla etkilesime girebilen Phe, Trp,

Cys, Leu, Ala aminoasitlerinin yan gruplart bulunmaktadir (Sekil 2.19), (Kim vd.

2006).
| Hidrofilik bolge
NADP
His110 Tyr4s
Trp111 Trp20
HS
Phe122 Cys298
Leu300 Ala299
| Hidrofobik bolge |

Sekil 2.19 Aldoz rediiktaz enziminin aktif merkezi (Kim vd. 2006)
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NADPH’in nikotinamit halkas1 aktif merkeze yerlesirken GIn184, Asnl63, Serl162
kalintilarinin yan gruplariyla hidrojen bagi kurar. Enzim ayrica, adenozin-2'pirofosfat
kismi sayesinde Lys 263 ve Arg 269 (268) kalintilarinin yan gruplariyla tuz kopriisii
kurarak aktif merkezde kararliligmi arttirmaktadir (Sekil 2.20). Fosfat grubunun kurmus
oldugu bu tuz kopriileri, enzimin NADH yerine NADPH sectigini de agiklamaktadir
(El-Kabbani vd. 1998).

Lys-263
(Varzss J=nm, N
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Sekil 2.20 Kofaktoriin enzimin aktif merkeze yerlesmesi (El-Kabbani vd. 1998).

Kofaktoriin bu sekilde aktif merkeze baglanmasiyla, yedinci beta zinciri ile Hla helix
arasinda yer alan B ilmegi kat1 bir formda yaklasik 17A° kadar yer degistirerek
kofaktoriin tlizerine katlanir ve bu hareketi ile ac¢ik konformasyondan kapali
konformasyona geger. Ilmegin kat1 formdaki hareketini, ilmek iizerinde yer alan
GIn213, Ser214 ve Ser226 kalmtilarmm psi ve phi agilarindaki degisiklikler
saglamaktadir (Bohren vd. 2005).

Ayrica, bu kalintilar birer mentese gorevi gorerek ilmegin yer degistirmesine de izin
vermektedirler (Bohren vd. 2005). Bu konformasyonel degisiklik, ilmegin acik
konformasyonunda yer alan Trp219 ile Arg 293 kalintilar1 ve Cys298 (siilfiir) ile Trp20
(aromatik halka) arasindaki hidojen baglarmin yikilip, kapali konformasyonda Trp219
(aromatik halka) ile Cys298 (siilfiir) arasindaki hidrojen baglarmm yeniden
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diizenlenmesini saglamaktadir. Ilmek B iizerinde bulunan Ser210 ve Ser214 kalintilari
niikleotitin pirofosforil kismi ile hidrojen bagi kurarak kapali konformasyonun
kararliligm arttrmaktadirlar (Sekil 2.21). Trp 219, Arg293, Cys298, GIn213, Arg 269,
Ser214, Ser226 kalintilarinda, ilmegin 214-219 kalintilar1 ve C ilmegi lizerinde yapilan
mutasyon c¢aligmalari, niikleotit kofaktoriiniin iizerine kapanan B ilmeginin ve diger
kalintilarin optimum enzim aktivitesinde ne kadar onemli olduklarini gostermistir

(Bohren vd. 2005).

Sekil 2.21 IImek B yapisimnin agik konfarmasyondan kapali konformasyona gegisi
(Bohren vd. 2005°den degistirilerek alinmistir )

Aldoz rediiktazin aktif bolgesinde bulunan His113 aracilifiyla, subsratin karbonil
grubunun karbonuna kofaktoriin nikotinamit halkasinda yer alan 4-pro-R hidrojen
transferi gerceklesirken, nikotinamitin dordiincii karbonu ile Van der Waals etkilesimi
kuran Tyr50’nin hidroksil grubundan subsratin karbonil oksijenine proton transferi
olmaktadir (Sekil 2.22). Bu transfer, Asp45 ile tuz kopriisii kuran Lys80’nin amonyum
yan zinciri ile Tyr50’nin hidroksil grubu arasinda hidrojen bag olusumu tarafindan

kolaylastirilmaktadir (Bohren vd. 1994, El-Kabbani vd. 1998).
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Bu sekilde aldehit yapida bulunan subsrat alkole g¢evrilirken, NADPH okside forma
gecer. Ilmegin acik konformasyona gegmesiyle once olusan iiriin, sonra koenzim

yapidan ayrilir.

HADPH

Trpd1®

Sekil 2.22 Subsratin aktif merkeze yerlesmesi (Kim vd. 2006)

Kisaca, kofaktoriin nikotinamit halkas1 ve adenozin-2'pirofosfat kismiyla, enzimin aktif
merkezine baglanip, ilmek B yapisinin da kofaktor iizerine kapanmasiyla enzim-
kofaktor ikili yapisi olugsmaktadir. Daha sonra bu yapiya subsrat molekiilii eklenir ve
subsratin karbonil grubunun karbonuna ve karbonil oksijenine sirasiyla nikotinamitin
dordiincii karbonundan hidrojen transferi, tirozin amino asitinin de hidroksil grubundan

proton transferi gerceklesmektedir.

Boylece, aldehit yapida bulunan subsrat alkole indirgenirken, indirgen formdaki
NADPH’da okside forma NADP ge¢mektedir. En son olarak ilmek B yapisinin tekrar
acik konformasyona gegisiyle yapidan Once olusan iiriin sonra da okside formdaki

kofaktor ayrilmaktadir (Sekil 2.23).
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Sekil 2.23 Subsratin alkole indirgenmesi, kofaktoriin okside hale gegisi (Bohren vd.
2005°den degistirilerek alindi)

2.4.2 Enzimin dokulardaki konsantrasyonu

Antijen-antikor etkilesmesine dayanan bir analiz yontemi kullanilarak, insanin gesitli

dokularindan izole edilen sitozolik aldoz rediiktaz enzim konsantrasyonlari, Cizelge

2.4’de yer almaktadir. Buna gore, enzim konsantrasyonunun en fazla bobrek

medullasinda, siyatik sinirlerde ve lensde oldugu gosterilmistir (Tanimoto vd. 1998).

Enzim diizeylerinin, diyabetik komplikasyonlarin hedef dokularinda daha yiiksek

olmasi, bu komplikasyonlarin olusumundan aldoz rediiktazin sorumlu oldugunu

gostermektedir (Tanimoto vd. 1998).

Cizelge 2.4 Enzimin insana ait dokulardaki konsantrasyonu (Tanimoto vd. 1998)

Insan dokusu Aldoz rediiktaz insan dokusu Aldoz rediiktaz
Organlar (ng/mg protein) Organlar (ng/mg protein)
Babrek medullas: 293 Babrek korteksi 0.7
Sivatik sinirler 5.1 Mide 0.7
Lens 2.8 Dalak 0.7
Testis 19 Akciger 0.5
Kalp 17 Ince bagrsak 04
Komea 14 Kolon 04
Karaciger 08
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2.4.3 Aldoz rediiktaz enziminin diyabetik komplikasyon olusumuna etkileri

Glukozun, aldoz rediiktaz enzimi tarafindan artan kullanimi, diyabetik hastaliklarin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Chandra vd. 2002). Bu enzim glukozu, hiicre
zarindan gecirgenligi diisiik olan sorbitole c¢evirmektedir ve bdylece sorbitol hiicre
icinde birikerek insiilinden bagimsiz olan periferal sinir hiicrelerine, retina ve bobrek
dokusuna zarar vererek diyabetik komplikasyonlarm olusumuna neden olmaktadir

(Tanimoto vd. 1998, Nakano vd. 2003).

Artan AR aktivasyonu, hiicre i¢cinde belirli koenzimlerin (NADPH ve NADH) miktarmni
degistirerek  antioksidan savunma sistemine ait enzimlerin gen ifadesini
engellemektedir. Bu durum hiicrede oksidatif stresse neden olmaktadir (Larkins ve
Dunlop 1992, Hodgkinson vd. 2003). Bununla beraber, hiicrede biriken sorbitol
osmotik stresse neden olarak doku hasarina yol acabildigi (Sekil 2.24) gibi, miyo-
inositol miktarin1 da diisiirerek fosfoinozitid sinyallerinin olusumunu azaltmaktadir.
Boylece sinir hiicrelerinde iletim hizi yavaglamakta ve diyabetik ndropati gibi diger
mikrovaskiiler komplikasyonlara da yol acabilmektedir (Larkins ve Dunlop 1992,

Podwall ve Gooch 2004).

Sivi alimni ve Hicre zaninda hasarlar Katarakt

Elektrolit dengesizligi

!

Csmotik stress

Aldoz reduktaz T

Sorbitol dehidregenaz
& l

. .c?:“‘:&.- inorganik fosfat ve ATP
NADPH NADP NAD  NADH seviyesinde azalma

Redoks dengesizlidi
+ Bivosentez yolaklarinda

Oksidatif stress inhibisyon

ROS

|

Hicre cogalmas), Apoptosis, Doku fonksiyon kaybi

Noropati, Nefropati, Retinopati ve Katarakt

Sekil 2.24 Aldoz rediiktazin diyabetik komplikasyonlarin olusuma etkisi
(Srivastava vd. 2005)
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Hiicre i¢cinde artan glukoz, miyoinositoliin hem glomerular hem de noral sentezinin
inhibisyonuna neden olmaktadir. Miyoinositol seviyesindeki bu azalma fosfoinositid
metabolizmasini baskilayarak Na/K-ATPaz aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (Clark ve
Lee 1995). Ayrica, AR aktivitesi belirgin bir sekilde diyabetik sicanlarin bobreklerinde
artmaktadir ve bir AR inhibitérii olan ponalrestat bobreklerdeki AR aktivitesini

disiirmektedir (Soulis-Liparota vd. 1995).

Hiperglisemide artan sorbitol, hiicre i¢inde birikerek osmotik stresse neden olmakta ve
diyabetik kataraktin ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (Jedziniak vd. 1981, Kubo
vd. 2004). Bununla beraber, artan sorbitol NADH/NAD oranin1 degistirereck DAG
iretimini arttirmakta ve PKC yolagmi tetiklemektedir. Sonugta, endotelyal hiicre
gecirgenliginin ve ECM protein {liretiminin artmasma neden olmaktadir. (Morrisey vd.

1999, Khan ve Chakrabarti 2007).

Hiperglisemi ile diyabetik ndropatinin arasindaki iliski AR’in asir1 derecede aktif
olmasindan kaynaklanmaktadir (Kuzumoto vd. 2006). Bu enziminin aktivasyonuyla
NADPH kullanimindaki artis antioksidan savunma sistemine ait olan indirgenmis
glutatyonun olusumunu engelledigi i¢in oksidatif stressin artmasina neden olmaktadir
(Dunlop 2000). Ayrica, nitrik oksit sentezi azaldigi i¢in vazokontriksiyon (damar
daralmasi) sonucu iskemi ve sinir iletiminde yavaslama meydana gelmektedir (Stevens

vd. 1994).

Yiiksek glukoz, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde NF-¢B’nin aktivasyonuna neden olan bir
AR-PKC-NADPH oksidaz bagimli yolak araciligiyla TNF-a iiretimini arttirmaktadir
(Ramana vd. 2007). Ayrica, vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki TNF- a sentezi de NF-xB
ve ICAM-1 artigia neden olmaktadir (Chandra vd. 2003).

2.4.4 Aldoz rediiktaz enziminin diger hastaliklarla olan iliskisi

Aldoz rediiktaz enziminin fazla miktarda ifadelenmesi, pek c¢ok kanser hiicresinde

goriilmektedir (Kang vd. 2005). Kolon kanserinin temel 6zelliklerinden biri, iCOX-2
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enziminin asir1 ekspresyonudur. Bu enzim, arasidonik asitten kolon epitel hiicrelerinin
kontrolsiiz  bir sekilde c¢ogalmasim1  saglayan prostaglandinlerin  sentezini
gerceklestirmektedir. Bu hiicrelerde, COX-2 nin transkripsiyonel diizenlenmesi ¢esitli
biiylime faktorler1 (TGF, IGF, VEGF, FGF) ve sitokinler (TNF-a) tarafindan
saglanmaktadir. Bununla beraber, biiyiime faktorleri ve sitokinler AR enziminde
transkripsiyonunu aktive etmektedir (Tammali vd. 2006). TNF-a gibi sitokinler de
kolon kanserine yakalanma riskini arttwrmaktadir. AR inhibisyonu, TNF-o uyarimli
PKC ve NF-kB’nin aktivasyonunu engellemektedir ve boylece COX-2 enzimi ifade
edilememektedir. Bu durum AR enziminin, NF-gB’nin aktivasyonu i¢in gerekli

oldugunu gostermektedir (Tammali vd. 2006, Tammali vd. 2007).

Timor promoter ajan (TPA) AS549 adi verilen insan akciger adenokarsinoma
hiicrelerinde, NF-xB araciligiyla AR geninin ifadesini arttirdigi bilinmektedir. TPA
uyarimi ile artan AR geninin promoter aktivesinin, bir PKC inhibitorii ile azalmasi,
TPA aracili AR ifadesinde PKC aktivasyonunun gerekli oldugunu gostermektedir
(Kang vd. 2005).

Ayrica, HepG2 ve Hela hiicreleri gibi bazi kanser hiicrelerinde ve insan karaciger
kanser hiicrelerinde AR ve AR benzeri protein-1 (ARL-1)’in asir1 miktarda
sentezlendigi  bilinmektedir. ARL-1, AR ile benzer enzimatik aktivasyon
gostermektedir. Bununla beraber, gogiis, servikal, ovaryum ve rektal tiimorlerde

(Cizelge 2.5) de aldoz rediiktaz yiiksek diizeyde ifadelenmektedir (Saraswat vd. 2006).

AKRI1B enzimiyle yaklasik %71 benzerlik gosteren ve AR ailesinin bir {iyesi olan
AKRIBI10, ¢cogu dokuda ifade olmazken, ilk defa ince barsak ve kolon hiicrelerinde
saptanmis ve karaciger hiicrelerinde de ¢ok az miktarda ifadelendigi bildirilmistir

(Penning 2005).

AKRIBI0, sigara kullanimina baglh olarak cogu adenokarsinomada oldugu gibi, insan
karaciger kanser hiicrelerinde ve uterus kanserinde asir1 sentezlenmektedir (Fukumoto

vd. 2005, Balendiran vd. 2009).
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Cizelge 2.5 Kanser dokularin tiimorli ve tiimorsiiz bolgelerindeki aldoz rediiktaz

aktivitesi (Saraswat vd. 2006)

Timor Gogiis(5) Serviks(d) Vumurtalik () | Rektum (4)
Timorsiz bolge | 12.7=3.19 133£3.07 14.723 61 10.724 49
Timorld bolge | 2612529 25422 58 26.5+237 32.07.06

Ayrica, bu enzim all-trans-retinal molekiiliinii, all-trans-retinole ¢evirirken, retinoik asit

sinyal olusumunu (Sekil 2.25) engellemektedir. Squamous (yass1 hiicre) metaplasisinde

(doku degisimi) bu enzimin asir1 miktarda ifadelendigi bilinmektedir. Bu durum, yassi

hiicre karsinomanin gelisimine yol agmaktadir (Penning 2005).

2 i v
WDH H
L Retinoik asit l all-trans-retinol

W H
alktrans-retinal NADFH

RALDH dokuya AKR1B10
Gzglizoformilar MNADP™
NAD’ MADH

NADH - ADH i
izoformiar *MAD+

Retinoik asit RAR'a badlanr Metaplazi

Farklhilasma

Sekil 2.

25 AKR1B10’nun akciger hiicrelerindeki retinoik asit sinyali lizerine etkisi,
RALDH:Retinaldehit dehidrogenaz, ADH:Alkol dehidrogenaz (Penning
2005)

2.5 Aldoz Rediiktaz Enziminin inhibitorleri

Hiperglisemide, daha 6nce de belirtildigi gibi AR aktivitesi artmaktadir. Aktivitesi artan

AR, osmotik dengenin, iyon tagmiminin ve redoks dengenin degisimine yol acarak,
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diyabetik retinopati, nefropati, noropati ve katarakt gibi diyabetik hastaliklarin
olugsmasima neden olmaktadir (Rakowitz vd. 2006a, Brownlee vd. 2006, Djoubissie vd.
2006). Bu yiizden, AR inhibitorleri, diyabetik komplikasyonlarm ilerlemesinin
geciktirilmesi veya baglamasimin engellenmesi i¢in tedavi edici ajan olarak oldukca
genis bir yelpazede arastirilmaktadir (El-Kabbani vd. 2004, Sun vd. 2004, Wang vd.
2009).

Ancak, son yirmi yili agkin siirede, AR inhibitorlerine ait bazi klinik denemeler ve
arastrmalar ya tasarimdaki yetersizlikten, ya da sentezlenen inhibitoriin poliyol
yolagina yetersiz sekilde etki etmesi nedeniyle tatmin edici sonuglar olusturmamistir
(Obrosova vd. 2002). Bununla beraber, insan klinik deneme safhasma ulasan sorbinil ve
ponalrestat gibi diger tim ARI leri, hem etkilerinin yetersiz olmasi hem de yan
etkilerinden dolay1 piyasadan geri ¢ekilmistirler. Goriilen yan etkilerin olusmasina, AR
enzimi ile ayni1 siiperaileden olan ve yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzeyen aldehit
rediiktazlarin da inhibe edilmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
sadece aldoz rediiktaz enzimine baglanabilen inhibitorler tasarlanmaya ¢alisilmaktadir
(El-Kabbani vd. 2004). Buna karsin, 1989 yilinda piyasaya siiriilen tolrestat, 1996
yilinda diisiik etkinligi ve karaciger toksisitesi nedeniyle geri ¢ekilmistir. Ayni1 sekilde
zopolrestat, ranirestat ve zenarestat bilesiklerinin de klinik denemeleri iptal edilmistir.
Su anda Japonya’da, Ono tarafindan 1992 yilinda gelistirilen epalrestat kullanilmaktadir
(Asano vd. 2002, Miyamoto 2002, Sturm vd. 2006).

AR enziminin anyonik bolgesi Tyr48, His110 ve NADP dan olusmaktadir. Ozgiil cep
ise, anyonik baglanma bdlgesi ile yan yana olup Trpl11, Phel22, Leu300 ve Ser302
den olusmaktadir. Ozgiil cep ayrica hAR ve hALR1 arasinda en az korunmus kalintilara

sahip oldugu icin bu bolge se¢icilik i¢in avantaj saglamaktadir (Zandt vd. 2009 ).

Bununla birlikte, spirofuorene-9,50'-imidazolidine-2',4'-dione, 9-fluoreneacetic acid,
AL1576, 2,7-difluoro-9-fluoreneacetic acid, FK366 ve Epalrestat gibi alt1 farkli AR
inhibitorii ile yapilan ¢aligmalar, inhibitorlerin aktif bolgedeki Trp20, Trpl11 ve Phel22

kalintilarmin yan zincirleri ile aromatik etkilesimler (Sekil 2.26) kurarken, bu
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inhibitorlerin ya karboksilat gruplar1 ya da spirohydantion gruplar1 Tyr48, His110 ve
Trp111 kalmtilarinin yan zincirleri ile hidrojen bagi kurdugunu gdstermektedir. Ayrica;
hidrojen baglar1 ve aromatik-aromatik etkilesimlerin kombinasyonu, AR inhibitorlerinin

artan baglanma afinitesinde 6nemli bir oynamaktadir (Lee vd. 1998).

His110
| A\ Tyr48
Trp111 N
— H
NH HO
Phe122
Anyon
baglayan cep HIN A\
Phe1 1@ TrZo
Ozel cep
Me
Me\s
< Me
Met303 Leu300

Sekil 2.26 AR enzimine ait olan anyonik ve 6zgiil cepler (Miyamoto 2002)

Aldoz rediiktaz inhibitorleri yapisal olarak baslica ti¢ sinifa (Sekil 2.27) ayrilmaktadirlar
(Rogniaux vd. 1999, Miyamoto 2002, Rakowitz 2006b).

e Karboksilik asit grubu tasiyanlar (Epalrestat, Tolrestat ve Zopolrestat)
e Spirohydantion (siklik imid ) grubu tasiyanlar (Fidarestat, Sorbinil)
e Siilfonil Nitrometan tiirevleri (ICI1215918 ve AminoSNM)

Karboksilik asit ve siklik imid sinfinda yer alan AR inhibitdrlerindeki asidik gruplarin
(karboksilat ve siklik imid) varlig1 enzimin inhibisyonunda ¢ok Onemlidir. Enzim-
inhibitor yapisinda negatif yiikli bu iki grup enzimin Tyr 48, His110 ve Trp 111
kalintilar1 ile hidrojen bag1 kurmaktadirlar (Rastelli vd. 2000).

48



Ayrica, bu gruplar NADP’1n pozitif yiliklii nikotinamid halkasiyla gii¢lii elektrostatik
etkilesimler de kurmaktadir. Enzimin inhibisyonunda asidik gruplarm fonksiyonu
onemli olmasma ragmen inhibitorlerin pKa degerlerine bagl daha iyi farmokokinetik
ozelliklere sahip yeni ARI’nin fazla asidik 6zellik tasimamasi da istenmektedir (Rastelli

vd. 2000).

Karboksilik asit sinifi Spirohydantion sinifi SilfonilNitrometan sinifi
Me :\\ .
S._-A_ COOH i
HN S
MeO” " Iﬂ;;,llﬁ /] oo
CF4 » 1l N\
S &
Tolrestat Sorbinil ! \i d\/ 0
\ /
0 P HA CH,
A HN L_:____
N NN AminoSNM
S 1 Cwﬁ | P __‘/H/"'_.
5 ]
Epalr&s{a[ Fidarestal

Sekil 2.27 Karboksilik asit ve spirohydantion gruplari tasiyan bazt AR
Inhibitorleri (Rogniaux vd. 1999, Wang vd. 2009).

Hydantion smifina ait olan sorbinil (Sekil 2.28) katalitik bolgenin kalintilart (Tyr48,
His110 ve Trplll) ve kendi polar baslari arasinda hidrojen baglar1 kurmaktadir. Bu
bilesik kii¢iik bir boyuta sahip oldugu i¢in, hidrofobik cep kapali durumdayken enzime
baglanmaktadir. Ayrica, kisa van der waals baglar1 Trpll11’in yan zincirleri ile

Leu300’iin yan zincirleri arasinda olugsmaktadir (Steuber vd. 2007).

Karboksilik asit sinifina ait olan tolrestat (Sekil 2.29) ise karboksilat grubu ile katalitik
bolgenin kalintilar1 arasma benzer etkilesimleri, hidrofobik cep ag¢ik durumdayken

kurmaktadir (Steuber vd. 2007).
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AR enziminin aktif bolgesine karboksilik asit veya spirohydantion tasiyan yiklii
inhibitorlerin baglanmasinda His110 amino asitin dnemli rolii oldugu bilinmektedir. Bu
bulgu; kristallografik calismalar ile AR’m His 110 amino asitinin, zopolrestat
bilesiginin karboksilat kismi ile bir tuz-kopriisii olusturmasiyla desteklenmektedir

(Sugiyama vd. 2000).

Trp 79
Phe 122
Thr 113 . o
Trp 111\ '
Cys 303§ . : Trp 20 <
: NADP+
. . Pro 218
4 Leu 300 .© \ e
3 = /\ -’ Cys 298 2 .
Ser 302 y Trp 219
~ == k: &
N N = Wal 2
Tyr 309 © ¢ : vVal 297
Ala 299

Sekil 2.28 AR-Sorbinil kompleksi: Kapali konformasyondaki enzimin, 6zgiil cebine
bagli olan sorbinil (Steuber vd. 2007)

Sekil 2.29 AR-Tolrestat kompleksi: Leu300 kalintisi dirsek pozisyonu alarak 6zgiil
cebin agik konformasyona ge¢mesini saglamaktadir (Steuber vd. 2007)
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Bununla beraber, AR deki Leu300’e karsilik gelen ALR deki prolin, fidarestatin aldoz
rediiktaz i¢cin yiiksek se¢iciliginin en biiyiik nedenlerinden biridir. Ciinkii fidarestatdaki
karbamoil grubunun oksijen atomu AR enzimindeki Leu300 {in nitrojen atomu ile
hidrojen bagi olusturabilirken, ALR deki prolin ile bu bag olusmamaktadir (Oka ve
Kato 2001).

Diyabetik siganlara uygulanan fidarestat, sinir kan akisini ve sinir hiicrelerinde biriken
sorbitol seviyesini normal diizeyine getirmektedir. Ayrica, fidarestatin herhangi bir yan
etkisi de goriilmemektedir (6rn.deri kizarmasi vb.). Bu sonuglar, fidarestatin diyabetik
noropatinin tedavisi ve engellenmesi i¢in uygun bir ila¢ olabilecegini gostermektedir

(Asano vd. 2002).

Biyokimyasal, molekiiler modelleme ve kristallografik ¢alismalar (Sekil 2.30), AR
inhibitorlerinin (Minalrestat ve Tolrestat) her iki enzimin (AR ve Aldehit rediiktaz)
aktif bolgesinde yer alan Tyr, His ve Trp kalintilarm1 , ALR1 (AKR-aldehit rediiktaz)
inhibe ettiklerini gostermektedir (Carbone vd. 2009).

Indol halkas: tasiyan AR inhibitorleri bu komplikasyonlarm tedavisinde umut verici
olarak goriilmektedir (Stizen vd. 2007). Iwata ve arkadaslari, 3D kimyasal database
programu kullanarak ARI olarak indole-3-asetik asit analoglarimi bulmuslardir (Sun vd.
2003). Ayrica, 4-ox0-4-indolebutanoik asidin (Sekil 2.31) giiclii bir ARI oldugu da
gosterilmislerdir. Bu bilesigin indol kismi, Phel22 ve Leu300 kalintilarmmin arasina
girmektedir ve boylece n-n etkilesimi ile aktif bdlgede afinite artiginda onemli bir rol

oynamaktadir (Sun vd. 2003).

Ayrica, son zamanlarda yeni selektif TBI ([1,2,4]triazino[4,3-a]benzimidazole)’ nin
asetik asit tlirevleri ARI olarak tanimlanmaktadir ve 10-benzil TBI tiirevi yiiksek
derecede inhibitor aktivite gdstermektedir (IC50: 0,36mM) ve katarakt gelisiminin
engellenmesinde etkili oldugu bildirilmektedir (Da Settimo vd. 2003).
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Trplld

His113

His1 10

Tyrso

Sekil 2.30 Enzimlerin anyonik baglanma bdlgeleri (Tyr, His ve Trp) ile ARI arasinda baglanma
modelleri (Carbone vd. 2009)

a. AR-Minalrestat, b. Aldehit rediiktaz-Minalrestat, c. AR-Tolrestat ve d. Aldehit rediiktaz-Tolrestat.
Mavi renkli kesik kesik ¢izgiler hidrojen baglarini gostermektedir .

“Spesifik” cep

Leud00

Phei22

Serd02

4-oxo-4-indolbUtanoik asit

Sekil 2. 31 a. indol tiirevi olan bilesiklerin AR enzimine genel olarak baglanma 6zelliklerini ve
tim Onemli polar etkilesimleri (Da Settimo vd. 2003), b. ARI (4-oxo0-4-
indolebutanoik asidin) enzime baglanmasi ve kesik kesik noktalar hidrojen
baglarmi gostermektedir (Sun vd. 2003)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar

YV V.V V V V YV V V V V V

Spektrofotometre (SHIMADZU UV-1700)

Hassas Terazi (AND Electronic Balance FY-300)
Hassas Terazi (Sartorius — CP 224S)

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)
Sogutmali Santrifiij (Sigma)

Derin Dondurucu (-80 °C) (Bosch)

Buzdolabi (Argelik)

3.1.1 Kullamilan kimyasal maddeler

(NH4)2SO4 (Sigma), NaCl (Merck), NADPH (Sigma), DL-gliseraldehit (Sigma),
KH,PO4 (Sigma), K;HPO,4 (Sigma), DMF (Merck) , Bio-Rad Reagent (BIO-RAD),
metanol (Reidel-de Haén), BSA (Sigma) firmalarindan temin edilmistir. Aldoz rediiktaz
enzimi lizerine inhibitor etkisi olabilecegi diisiiniilen baz1 yeni indol tiirevleri, Ankara

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Kimya Anabilim Dali

sentezlenmistir.

3.1.2 Denekler

Deney i¢in normal diyetle beslenmis 40 adet 600-800 kg agirligindaki sigirlardan elde

edilen lensler kullanilmistir. Haymana mezbahasinda kesilen sigirlardan alinan gozler
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bekletilmeden buz kutularma alindiktan sonra -80°C’de saklanmistir. Daha sonra,
lensler donmus g6z dokusundan ¢ikarilarak homojenize edilmistir. Elde edilen sigir lens
homojenatlarimdan AR enzimi saflastirilmistir. Saflastirilan enzim aktivitesi iizerine
inhibitor olarak kullanilan 16 adet indol tiirevinin etkisi incelenmistir. Yapilan tiim
deneyler iicer defa tekrarlanmistir. Hayvanlarin bakimlar1 ilgili ulusal ve uluslararasi

kanun ve yonergelere uygun olarak gerceklestirilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Aldoz rediiktaz enziminin izolasyonu

Deneylerde her seferinde 40 adet olmak iizere, sigirlardan almnan lens dokular:
kullanilmistir. Lens dokularindan AR enzimi izole edilmis (Das ve Srivastava 1985) ve

aktivite tayinleri yapilmistir.

Izolasyon islemi icin, -80°C’de saklanmis s1gir gézlerinden alinan lensler, agirliklarmin
(gr) 3 kat1 distile su ile homojenize edilmistir. Daha sonra elde edilen homojenat,
+4°C’de 10.000g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen bu ilk siipernatan
iizerine, % 40 doygunluk olusturabilmek amaci ile doymus amonyum siilfat ¢ézeltisi
eklenmis ve bu siispansiyon 15 dakika karistirilarak +4°C, 10.000g’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Bu sekilde ilk siipernatandaki inert proteinler ayrildiktan sonra elde
edilen ikinci siipernatana, % 50 satiirasyon i¢in tekrar doymus amonyum siilfat ilave
edilip 15 dakika karistirilmis ve tekrar +4°C, 10.000g’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
% 50 doygunluktaki bu ii¢lincii siipernatana amonyum stilfat eklenerek % 75 doygunluk
saglanmis ve son kez +4°C, 10.000g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
elde edilen pellet, 5 ml 0,05 M NaCl igerisinde ¢oziilerek aktivite tayinlerinde

kullanilmastir.
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3.2.2 Aldoz rediiktaz aktivite tayini

Kullanilan ¢ozeltiler:

1. Doymus amonyum stilfat ¢ozeltisi

2. inhibitér madde stok ¢dzeltisi (10™* M)

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

5.0,15 M stok gliseraldehit ¢ozeltisi

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

7. 0,05 M NaCl ¢ozeltisi

Sigir lenslerinden elde ettigimiz AR enziminin aktivitesi, 340 nm dalga boyunda UV-
1700 spektrofotometre kullanlarak tayin edilmistir. Enzim aktivitesi bu dalga boyunda,
NADPH konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak 6l¢iilmektedir (Cerelli vd. 1986).

Reaksiyon ortami, 0,2 ml fosfat tamponu, 0,1 ml NADPH (2x10° M final
konsantrasyon), 0,1 ml inhibitér madde ¢6zeltisi ve 2,3 ml distile su iceren inkiibasyon
ortamma 0,2 ml izole edilen enzim eklenerek hacim 2,9 ml’ye tamamlananarak
hazirlanmaktadir. Reaksiyon, yukarida hazirlanan kiivete 0,1 ml DL-gliseraldehit
(5x10* M final konsantrasyon) ilavesi ile baslatilmaktadir. 340 nm’de ve 37°C’de
NADPH konsantrasyonundaki azalma 20 dakika siiresince takip edilmektedir. Daha
sonra absorbans degerleri lineer olan araliklar tespit edilip, egim hesaplar1 yapilmistir.
Egim degerleri, asagidaki formiile uygulanarak inhibitor madde olmadan enzimin
aktivitesi U/L cinsinden hesaplanmistir. Bu deger % 100 enzim aktivitesi olarak kabul
edilmistir. Daha sonra, inkiibasyon ortamina inhibitor maddenin eklenmesiyle elde
edilen lineer grafikten hesaplanan enzim aktiviteleri, inhibisyon olmadan elde edilen

aktivitelere oranlanarak % aktivite oranlar1 hesaplanmistir.

55



UL =2A8A x V@) x 1000 (y mol/min /L")
At v(L) exd

AA = Test tiipiindeki absorbans farki

At = Zaman (Dakika)

AA/At = Egim

€ = Ekstinsiyon Katsayis1 (3.4x10*> mmol” x mm™)
d = Isik Yolu (10 mm)

V(L) = Total Hacim

v(L) =Enzim Hacmi

3.2.3 Protein miktar tayini

Kullanilan ¢ozeltiler:

1. S1gir serum albumin ¢6zeltisi (BSA): 2 mg/ml
2. BIO-RAD Reagent

Calismamizda protein miktar tayini i¢in Bradford Yontemi (Bradford 1976)
kullanilmistir. Protein miktar tayininde standart olarak, sigir serum albumini (BSA)
kullanilmistir. Stok BSA c¢ozeltisinden 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 seyreltildikten
sonra Whatman no. 1 filtre kagid1 araciligiyla stizlilmiistiir. Deney tiiplerine; stok BSA
¢Ozeltisinden hazirlanan standart ¢ozeltilerden 0,1 ml alinarak iizerlerine hazirlanmis
olan organik boyadan 5’er ml eklenmistir. 1 ml’lik kiivetlere hazirlanan bu ¢6zeltiden
Iml cekilerek  spektrofotometrede 595 nm’de Slglimler yapilmistir. Protein miktar
tayininde daha hassas sonu¢ elde etmek i¢in enzim, 1/40 oraninda seyreltilmistir.
Standartlarda oldugu gibi 0,1 ml enzime 5 ml organik boya eklendikten sonra
spektrofotometrik Olctimii yapilmis ve standart grafikten protein miktar1 mg/ml

cinsinden hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

Sigir lenslerinden elde edilen aldoz rediiktazin protein miktarini 6lgmek icin Bradford
yontemi kullamilmistir (Bradford 1976). Bu yonteme gore, stok BSA ¢ozeltisinden
hazirlanan 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 mg/dl olan standartlarin 595 nm’de
spektrofotometrik Olclimleri yapilmistir. Bu c¢alismanin ardindan 1/40 oraninda
seyreltilen 0.1 ml’lik enzime 5 ml BIO-RAD c¢ozeltisi eklenerek seyreltilen enzimin
protein miktar1 595 nm’de Sl¢iilmiistiir ve standart grafige gore protein miktar: 35.33 +

0.97 mg/ml olarak hesaplanmustir.

Sigir lenslerinden elde ettigimiz aldoz rediiktaz enziminin enzim aktivitesi 340 nm’de
NADPH kontrasyonundaki azalmaya bagli olarak 6lgiilmiistiir. Izolasyon sonunda elde
edilen aldoz rediiktazin aktivitesi elde edilen egim degeri iizerinden 4.51x10” U/L
olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1). Bu deger % 100 enzim aktivitesi olarak kabul edilmis
ve inhibitér maddelerin enzim aktivitesi lizerine etkileri bu degere oranlanarak

hesaplanmistir.

Aldoz rediiktaz enziminin aktivitesi hesaplandiktan sonra, Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltest Farmasotik Kimya A.B.D’ nda Prof. Dr. Sibel Siizen’in
laboratuvarinda sentezlenen ve her biri 10* M konsantrasyonda 16 adet yeni indol
tiirevlerinden 0,1’er ml kullanilmistir. Sentezlenen bu inhibitorlerin enzim aktivitesi
iizerine etkileri calisilmistir. Her inhibitor maddeye karsin enzimin aktivitesi yeniden
olciilmiis ve aktivite degerleri U/L cinsinden hesaplanmistir. Olgiilen bu deger %100
enzim aktivisi olarak kabul edilen U/L degeri ile oranlanarak enzimin inhibisyon veya
aktivasyon %’leri hesaplanmistir. Inhibitdr maddelerin formiilleri, molekiiler agirliklari
(MA), absorbans (nm) ve zamana (sn) bagl olarak cizilen egim grafikleri ve %
inhibisyon ve % aktivasyon degerleri sekil 4.2-4.17 arasinda gosterilmistir. Sekil 4.18;
16 inhibitdr maddenin hepsinin inhbisyon veya aktivasyon %’lerine yer vermektedir.
Cizelge 4.1 ise inhibitor maddelerin yer aldigi cizelgelerin numaralarini ve bu

cizelgelere ait sayfa numaralarini gostermektedir.
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Standart
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Zaman (sn) y = -0,00102x + 0,59803
R? = 0,99980

Sekil 4.1 Inhibitér madde eklenmeden enzime ait absorbans (nm) ve zamana (sn) bagl
egim grafigi
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Absorbans (nm)

1,4 -

1,2 1

0.8
0.6 4
0.4 -

0,2 -

Numara |
Bilesik . 1H-indok3-karboksaldehit fenil hidrazon
S /M‘@ MA 235
N % Irhibisyon : ...

% Aktivasyon @ 6.02 £ 3.82

50 100 150 200 250 300
y =-0.00108x + 1,28885

iy R?=0,99911

Sekil 4.2 Aldoz rediiktaz inhibitdrii olan 1H-Indol-3-karboksaldehit fenil hidrazonun

formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana (sn) baglh olarak
cizilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon degerleri
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Numara 12
. Bilesik : 1H-Indok3-karboksaldehit{4-B romafenil thidrazon
\\h/hk ) (LT 1314
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% Aktivasyon : 15.28L B.OS
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Zaman (sn) y =-0,00127x + 0,94287
R2 = 0,89806

Sekil 4.3 1H-Indol-3-karboksaldehit(4-Bromofenil)hidrazon isimli inhibitor maddenin
formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana (sn) bagh olarak
cizilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon degerleri
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% [nhibisyon : 3.42 + 258
% Aktivasyon ...

Numara HE
= /,NH F Bilesik . 1H-I ndal-3-karboksaldehit (4-florofenil) hidrazon
\ M h& 1253

0.8 4
0.8 4
0,7 4
0.6 4
0.5 4
0.4 4

Absorbans (nm)

0,3
0.2 4
0,1 4

0 50 100 150 200 250 300
y =-0,00086x + 0,88267
Zaman (sn) RE = 0,00069

Sekil 4.4 1H-Indol-3-karboksaldehit(4-florofenil)hidrazonun formiilii, molekiil agirlig:
(MA), absorbans (nm) ve zamana (sn) bagl olarak ¢izilen egim grafigi ve %
inhibisyon ve % aktivasyon degerleri

1H-indol-3-karboksaldehit(4-florofenil)hidrazon isimli aldoz rediiktaz inhibitdriiniin

fenil halkasma flor atomunun baglanmast % 3.42 oraninda inhibisyona neden

olmaktadir.
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% Inhibisyon: ...
% Aktivasyon : 26,38+ 6.45

Mumara 4
. M C Bilesik 1 1 H-Indol-3-karboksaldehit (4-klorofenil) hidrazon
N MA 1288

1.2 4
14
e 0.8
=
5]
s 0,6
2
@
a 0,44
I
0,2 4
0 . . . . . .
0 50 100 150 200 250 300
Zaman (sn) 3:'=-D:D_D122x+‘|:‘|4?'23
R? = 0,99906

Sekil 4.5 1H-indol-3-karboksaldehit(4-klorofenil)hidrazon isimli aldoz rediiktazin
inhibitoriiniin formiilii, molekiil agirligr (MA), absorbans (nm) ve zamana
(sn) bagh olarak cizilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon
degerleri
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» Numara -
H Bilesik : 1H-Indol-3-karboksaldehit (3,4-dklorofenil} hidrazon
RN 304
oy, oMNH Gl 9 Inhibisyon: ...
\ M % Aktivasyon : 0.86 + 4.75
N
H
14 -
1,38 4
: ‘4’
1,36
E 1,34 4
c
s 132
a
[
e 134
ﬁ 1,28 4
1.26
1,24 T T T T T v
] 50 100 150 200 250 300
Zaman (sn) y =-0,00109x + 1,4799%4
R = 0,59362

Sekil 4.6 Aldoz rediiktaz inhibitdrii olan 1H-Indol-3-karboksaldehit(3,4-diklorofenil)
hidrazonun formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana (sn)
bagli olarak c¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon degerleri
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MNumara -] )
Bilesik : 5«Bromo-1 H=Indol-3-karboksald ehit fenil hidrazon
Br R /’NH (I 1314
\ N % Inhibisyon @ ...

Yo Aktivasyon : 21.1614.48

=% =k

e

o

Absorbans (nm)
=
= N on o0 — P 8
1 1 1 1 1 1 ]

0,
0,
0 50 100 150 200 250 300
Zaman (sn) y =-0,00121x+ 1,22245
R’= 0,99896

Sekil 4.7 Aldoz rediiktaz inhibitdrii olan 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit fenil
hidrazonun formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana (sn)
bagli olarak c¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon degerleri
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Numara
Bilesik . S-Bromo-1H-indok3-karboksaldehit(4-bromofeni hidrazan
() 1383

% [rhibisyon : 25.49 + 5.01

Yo Aktivasyon t........

0,8 -
0,78 -
0,76 -
0,74 -
0,72 -
0,7 -
0,68 -

0,66 . T T . T 1
0 50 100 150 200 250 300

Absorbans (nm)

Zaman (sn) - 5 00082x + 0,84699

RZ=0,90870

Sekil 4.8 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(4-bromofenil)hidrazon isimli aldoz
rediiktaz inhibitoriiniin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve
zamana (sn) bagli olarak c¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve %
aktivasyon degerleri

5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(4-bromofenil)hidrazon isimli aldoz rediiktaz

inhibitoriiniin indol ve fenil halkalarina brom atomunun baglanmast % 25.49 oraninda

inhibisyona sebep olmaktadir.
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Numara 18

Bilesik : 5-Bromo-1H-Indok3-karboksaldehit{4-florofenilhidrazon
Foooma 1332
% Lrhibisyon :

% Aktivasyon : 11.37 2707

0,86 -

0,84 4
0.82 4

0.8 1
0,78 4
0.76 4

Absorbans (nm}

0,74 4
0,72 4

0.7 r . r r r 1
0 50 100 150 200 250 300
y =-0,00106x + 0,93315
R*=0,89928

Zaman (sn)

Sekil 4.9 Aldoz rediiktaz inhibitrii olan 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit(4-floro
fenil)hidrazon isimli bilesigin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans
(nm) ve zamana (sn) bagh olarak ¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve %
aktivasyon degerleri
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H Mumara .

N_ C| Biesik : 5-Bromo-1H-indok3-karboksaldehit (4-klorofeniljhidrazon
Ml 1 348
Ef %% Inhibisyon : 0.43 £ 11.51
\ Yo Aktivasyon ...
N
1.3 -
1,28 4
1,26 4
E 1,24 4
E 1,22 4
o 1,24
E 1,18
< 1,16
1,14
1,12 T T T T T )
0 50 100 150 200 250 300
Zaman tsn} '," = -DDDDdEK + 128?&?
R?= 098744

Sekil 4.10 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit(4-klorofenil)hidrazon isimli inhibitdr
maddenin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana (sn)
bagl olarak cizilen egim grafigi ve ve % inhibisyon ve % aktivasyon
degerleri

Indol tiirevi olan 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(4-klorofenil)hidrazon isimli

inhibitor maddenin swrasiyla indol ve fenil halkalarina brom ve klor atomlarinin

baglanmasi % 0.43 oraninda inhibisyona neden olmaktadir.
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Mumara 10
H Bilesik : 5-Bromo-1H-Ind ol 3-karboksa Idehit| 3, 4-diklorofenil hidrazon
—N Cl s : 383
Br % Drhibisyon : 23.08 £ 10.89

'\.\ Y Aktivasyon ...

0,98 -
0,96 A
0,94 - 2
0,92 4

0,9 4

0,88 -

Absorbans (nm)

0,86 4

0,84

0 50 100 150 200 250 300
y =-0,00047x + 1,00000

Zaman (sn) e

Sekil 4.11 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(3,4-diklorofenil)hidrazon isimli aldoz
rediiktaz inhibitoriiniin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve
zamana (sn) bagli olarak c¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve %
aktivasyon degerleri

Indol tiirevi olan 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(3,4-diklorofenil)hidrazon isimli
aldoz rediiktaz inhibitoruniun indol halkasina brom atomu ve fenil halkasina da iki tane

klor atomunun baglanmas1 % 23.08 oraninda inhibisyona sebep olmaktadir.
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_N OCH Mumara 1
1 Bilesik ! M-[d-metoksibe nzoil )N -(indalil-3-metilen)-hidrazin

[0 283
% Irhibisyon :......
\ %e Aktivasyon :7.35 + 8.80

1,06 -
1,05 -
1,04 -
1,03 |
1,02
1,01 4

0,99 -

0,88 4 *

0,87

0,86

0,95 . - T T . :
0 50 100 150 200 250 300

y =-0,00057x + 1,09327
R2=0,99715

Absorbans (nm)

Zaman (sn)

Sekil 4.12 Aldoz rediiktaz inhibitorii olan N-(4-metoksibenzoil)N’-(indolil-3-metilen)-
hidrazinin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana (sn)
bagli olarak ¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon degerleri
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N—N N Mumara .
Bilesik : 1H-indok3-karboksaldehit izonikatinoilhidrazon
1! R 1 264
\ % Lrhibisyon : 2.16 £ 6.05
Yo Aktivasyon ...
N
1,08 -
1,06 A
1,04 1
E 102 4
A=
e 1
»*
2 0,98
2
ﬁ 0,96 -
0,84 4
0,82 4
0,9 . - T T 7 1
0 50 100 150 200 250 300
Zaman (sn) y =-0,00055x + 1,08491
FE =0,89768

Sekil 4.13  Aldoz rediiktaz  inhibitorii  olan  1H-indol-3-karboksaldehit
izonikotinoilhidrazonun , formiilii, molekiil agirhig1 (MA), absorbans
(nm) ve zamana (sn) bagl olarak cizilen egim grafigi ve % inhibisyon
ve % aktivasyon degerleri
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0
H Mumara 113
—| L Bilesik . N-{4-metoksibenzoil }-N'-(S-Bromao-ind olil-3-metilen}-hidrazin
N=N DCHJ A& 1372
Br % Irhibisyon: ...
\ % Aktivasyon :1B.17 £ 458
N
1,34 -
1,32 4
1.3 4 -
E 1.28 4 ry
o 1,26 o
g
8 1.24 4
g 1,22
1.2 -
1,18 4
1.16 T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300
y =-0,00088x + 1,34081
Zaman (sn) R = 0,.86500

Sekil 4.14 Aldoz rediiktaz inhibitorii olan N-(4-metoksibenzoil)N’-(5-Bromo-indolil-3-
metilen)-hidrazinin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve
zamana (sn) bagl olarak ¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve %
aktivasyon degerleri
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H Mumara 114

M— N Biesik : 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotingil hidrazon
B \ Y/ WA : 348
r % Inhibisyon : 43 2 3.48
\ Yo Aktivasyon :
N
Y
H
1,01
1 4
0,99 4
E 098 -
=
w 0,87 4
%
2 0,96
o =
2 0,95 -
e
0,94 4
0,93 4
0,92 . : : : . .
0 50 100 150 200 250 300
y =-0,00029x + 1,010861

Zaman (sn) Re = 0,99331

Sekil 4.15 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoil hidrazon isimli aldoz
rediiktaz inhibitoriiniin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve
zamana (sn) bagli olarak c¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve %
aktivasyon degerleri

Bir indol tiirevi olan 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoil hidrazon isimli

inhibitér maddenin indol halkasina brom atomunun baglanmasi ve yapida izonikotinoil

grubunun yer almast % 43 oraninda inhibisyona neden olmaktadir.
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N—MN MNumara 115

Bilesik : N,N'-bis-(1 H-indol-3-iimetilen)hidrazin
\“ / (L 1 2B6
% [nhibisyon
N f?' U Aktivasyon : 31.45+ 11.47
1!
H H
1.5 -

1,4

Absorbans {nm)
w
511

1,3 -
1,25 . . : : . 1
0 50 100 150 200 250 300
Zaman (an) y =-0,00063x + 1,48121
R = 0,88884

Sekil 4.16 Aldoz rediiktaz inhibitorii olan N,N’-bis-(1H-indol-3-ilmetilen)hidrazin
isimli bilesigin formiilii, molekiil agirligi (MA), absorbans (nm) ve zamana
(sn) bagli olarak ¢izilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon
degerleri
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N—N Er Numara 116

Er Bilesik : M, N'-big-(5-bromo-1H-indol-3-iimetilen)hidrazin
\ },f s D444
% [nhibisyon :

%e Aktivasyon : 32.75 % 1B.87

=
T

1.46 -
1.44 J
1,42 -
1.4
1,38
1,36
1,34 4
1,32 4
1,3 4
1,28 1
1,26

Absorbans (nm)

0 50 100 150 200 250 300
y =-0,00065x + 1,45274

Zaman (sn) N S

Sekil 4.17 N,N’-bis-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetilen)hidrazin isimli aldoz rediiktaz
inhibitoriiniin formiilii, molekiil agirhigi (MA), absorbans (nm) ve zamana
(sn) bagli olarak cizilen egim grafigi ve % inhibisyon ve % aktivasyon
degerleri

74



LIO[IOZ9p UOASBAIR
OA UOASIQIUUI 9 QULIZN [WIZUD ZBPMNPAI ZOP[e UIUIAIN} [OPUl SIWUI[ZAIUIS TUdA  Q['H IS

J3jappew Ig)qiyuj

ec Leeh-|8l | 2- ¥'L€2-0- LLISZ-1Z| L |92 € |Gl |g'9|Hopebep Y %
9L GLipLiEL|gLLLOL 6 829G ¥ie 2|l
001}-
1 Owl
1 O@I
3
T O.Vl V
=
g <
3
_|_ - = qﬂﬂo a
&
-0z 5
o g
+ 09
+ 08

- 001

75



bl LT¥ WIZEIPTY (URHRW[I- ¢-[OPUI-H ] -0wo3q-¢)-sig- N'N | 91
€L oTF WZRIPTY (U2[IRW]I-¢-[OPU-HT)-sIq- NN | T
il Iy UOZRIPIY [IOBNOYIUOZ! IY2p[esyOqmY- -[OPUl-H[ -owolg-¢ | ]
IL AN WIZEIPTY-(U2[HW- ¢ - JOPUI-0Wm03g-¢)- N-(JIozuaqisyolam-1)-N | €[
0L AN UOZEIPIIOUNONINOZ JTY3p[esyoqey- ¢-Jopul-HT | [
69 iy UZIpIY- (213~ [0l N(OZUGIYORE-)-N | []
39 It UOZRIPYY (JFUa] 0IO[P-t°¢) WY2P[ESYOqIEY- ¢ -JOpUl-H[ -owoig-¢ | (]
L9 0TF UOZRIH] (JIU2J010[y-f) IY3p[esjoqIey- ¢ Jopul-H]-0molg-¢ | 6
99 6% UOZRIP] (JIUJ0I0[ ;) IY2p[esyoqmY- ¢ -[OpU]-H[ -owoig-¢ | §
g9 ¥ UOZRIPH] ([IUajowoIq-;) WYp[esyoqrey-¢ -Jopu-H]-omwoig-¢ | |
79 LY UOZRIPIY [TU2] JIYp[esyoqrey-¢ -Jopu-H]-owolg-¢ | ¢
€9 ¥ UOZRIPH] (JIUJ0I0[YP-'¢) WY2P[ESOqRY-¢-JOPUl-HT | ¢
79 ¢F uozeIpH (JIu2j0I0[y-f) WYP[esjoqmey-¢{opu-HI | ¥
19 ¥ nozespny ([u2Joiofj-y) y2presyoqmey-¢opu[-HI | ¢
09 CF UOZEIPIY([IuajowoIg-f)Iap[esyoqey-¢-Jopu[-H | T
6% TF UOZRIPY] [1U2] WYp[esyOqmy-¢-JOPU[-H] | T

HHHEFL m_m__._..wmm ISE .EEFL

IBPIY 2 X WIPRS MRS S| UHIpPERIN J0NqHU] oN

LIE[EIBWNU BJABS OA [I0$ ULID[[DOS LIR[YIP[E JOA ‘LIS[WISI ULIS[OPPEW IQNQIYU] ['{ 93[9ZL)

76



5.TARTISMA VE SONUC

Calismamizda kullandigimiz 1 nolu 1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon isimli
inhibitér madde inhibitor etki gdstermedigi gibi bu maddenin fenil grubuna birer tane
brom, klor, flor atomlar1 ve yine fenil grubuna iki tane klor atomunun baglanmasiyla
elde edilen swrasiyla 2, 3, 4 ve 5 nolu bilesikler de herhangi bir inhitér etki
olusturmazken, 1 nolu bilesigin hem fenil hem de indol grubuna bromun atomunun
baglanmasiyla elde edilen 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(4-bromofenil) hidrazon
isimli inhibitér madde % 25.49 + 5.01 oraninda inhibisyona neden olmaktadir (Sekil
5.1). Ayrica, 1 nolu bilesigin indol halkasina brom atomunun eklenmesiyle olusturulan
5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit fenil hidrazonun isimli 6 numaral inhibitor
maddenin inhibisyona neden olmamasi, indol halkasina baglanmis olan brom atomunun
inhibisyon i¢in tek basina yeterli olmadigini gostermektedir. 2, 6 ve 7 nolu bilesikler
karsilastirildiginda, 7 numarali bilesigin indol halkasindaki 5. konumun ve fenil
halkasindaki 4. konumun etki agisindan birinci derecede O©Onemli olduklar
goriilmektedir. Ciinkii 2 ve 6 nolu bilesikler bu konumlarda H atomu tasirken inhibitor
ozellik gostermezlerken, Br varliginda hem kazandiklar1 apolar karakter, hem de
elektronca zengin yeni yapilartyla aldoz rediikktaz enzimi ile etkilesim

gosterebilmislerdir.

Bununla birlikte, 1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon isimli 1 nolu bilesigin indol
halkasma brom ve fenil grubuna flor baglanmasiyla olusturulan 8 nolu bilesik
inhibisyona neden olmazken (Sekil 5.2), fenil halkasina iki klor atomu ve indol grubuna
brom atomunun baglanmasi sonucu elde edilen 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit
(3,4-dikloro fenil) hidrazon isimli 10 numaral bilesik ise % 23.08 £ 10.99 oraninda
inhibisyon olusturdugu goriilmiistiir. Indol halkasmin 5. konumunun aktivitede
oneminin yani sira, indol halkasma bagl fenil yapisindaki siibstitiientlerinde 6nemli
oldugu saptanmistir. Fenil iizerinde iki klor atomu aktivitenin artisina neden olmustur.
Yiiksek elektronegativiteye sahip F atomu Cl atomlarmnin gosterdigi aktivite artigini

gosterememistir
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@ NH@
H Bilesik numarast ; 1

Bilesigin ismi  : 1H-Indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon

% Inhibisyon

Bilesigin smi
% lnhlhlsy

Bilestk numarast : 2
+ 1Hindol-3-karboksaldehit(4-Bromofenil hidrazon

f

N Bilesik numarast ; 3

A
Bilesin ismi 1H{ndol-3-karboksaldehit (4-lorofenil) hidrazon

% Inhibisyon

Bileslﬁm ismi
9% fnhibisyon

Bilesk numaras ; 4
+ 1H-Indok-3-Karboksaldehit (4-Klorofenil) hidrazon

s < §
Blieglknumaram §

Crf’“@

H  Bilesk numarast : 6

Bll&§1am i 1H-Indok3-Karboksaldebit (3 4-diklorofenil) hidrazon B1k§i§in ismi  : $-Bromo-1H-Indok 3-karboksaldebit fonil hidrazon
% Inhibisyon % [nhibisyon

N :

H Bilesik numaras1 : 7
Bilesigin ismi : 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil) hidrazon

% Inhibisyon i

Sekil 5.1 Bilesiklerin (1, 2, 3, 4,5, 6 ve 7 numarali) inhibisyon agisindan kendi

aralarinda karsilastirilamasi
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Bra._ _ \ /'
| b

# N Bilesik numarasi : 8

H " —
L
b

Bilesigin ismi  : 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-florofenil) hidrazon
%o Inhibisyon :-

Cl
H
—N—< ;)—CI
Br
™\
N Bilegik numarasi : 10

Bilesigin ismi 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(3 4 diklorofenil)hidrazon
% Inhibisyon :23.08 £ 10.99

Sekil 5.2 8 ve 10 numarali bilesiklerin karsilastiriimasi

Tez calismamizda kullandigimiz 1H-indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon isimli
inhibitoriin, fenil grubunun yerine izonikotinoil grubunun gegirilmesi ve indol halkasina
da brom atomunun baglanmasiyla elde edilen 5-bromo-1H-indol-3 karboksialdehit
izonikotinoil hidrazon isimli 14 numarali inhibitor madde % 43 + 3.49 oraninda
inhibisyon olugmasimi saglamistir. Bununla birlikte calismamizda elde ettigimiz en
yiiksek orandaki inhibisyon bu bilesik tarafindan saglanmistir (Sekil 5.3). Bu molekiil
yapisal olarak incelendiginde yine indol halkasmin 5. Konumunda Br atomu oldugunu
gormekteyiz. Bu da bize aktivite artisindan sorumlu en Onemli bolgenin bu bdlge
oldugunu gostermektedir. izonikotinoil halkasinin yapis1 incelendiginde hidrazonlardan
farkli olarak fenil halkasi ile hidrazin azotlar1 arasinda bir karbonil grubunun varligi
dikkati ¢ekmektedir. Bu grup elektronik yapisi nedeniyle enzimin aktif yoresindeki
gruplarla etkilesime girebilir (Hidrojen bagi vb.). Fenil halkasinda bir halojen
bulunmamaktadir ancak halka i¢inde bulunan azot hetero atomu halkanin elektron
zenginligini arttirr. Ayrica azot atomunun lizerinde tasidigi serbest elektronlar disariya
acik konumdadir ve enzim ile etkilesecek baglar olusturabilir. Bu 6zelligi nedeniyle Cl

lu tlirevler gibi hatta daha fazla aktivite géstermistir.
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wa”/jlr\ﬁ Bilesik numarasi : 1

Bilesigin ismi  : 1H-Indol-3-karboksaldehit fenil hidrazon
% inhibisyon : -
0
H

N—N N
Br \ /
S -""'"_\
L ;
~= N
H

\  Bilesik numarasi : 14

Bilesigin ismi - 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoil hidrazon
% Inhibisyon  :43+3.49

Sekil 5.3 1 ve 14 numaral1 inhibitér maddelerin karsilastirilmasi

Bununla birlikte 5-bromo-1H-indol-3 karboksialdehit izonikotinoil hidrazon isimli 14
numarali inhibitér madde %43 + 3.49 oraninda inhibisyona neden olurken indol
halkasindaki bromun (Sekil 5.4) yapidan ayrilmasi ile olusan 1H-indol-3-karboksaldehit
izonikotinoilhidrazon isimli 12 numarali bilesikte inhibisyon %2.16 + 6.05 diismektedir.
Bu durum, Brom atomunun indol halkasindaki konumunun inhibisyon i¢in ne kadar

onemli oldugunu gostermektedir.

16 adet baz1 yeni indol tiirevleri arasinda en yiiksek oranlarda inhibitor etki gosteren 7,
10 ve 14 numaral1 bilesiklerin (Sekil 5.5) sirastyla tasidiklar: brom, klor atomlarmin ve
izonikotinoil halkasmin karbonil grubu ve halka i¢indeki azot atomu bilesiklere
elektronegatif 6zellik kazandirmaktadir. Bu durum ise enzimin aktif bolgesinde bulunan
Tyr, His ve Trp amino asitlerinin yan gruplariyla hidrojen baglarmin kurulmasiyla ve
inhibitér maddelerin sahip olduklar1 aromatik yan gruplarin (indol ve fenil halkalari)
aktif merkezdeki amino asitlerin aromatik yan gruplariyla aromatik-aromatik etkilesime

girmeleriyle bu bilesiklerin inhibisyona neden olabileceklerini s6yleyebiliriz.
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O So—
—N N
"
N
M Bilegik numaras: : 12

Bilesigin ismi : 1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinoilhidrazon
%% Inhibisyon 196 2.16 = 6.05
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\H Bilesik numarasi : 14

Bilesigin ismi  : 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoil hidrazon
% Inhibisyon  :43 £ 3.49

Sekil 5.4 12 ve 14 numarali bilesiklerin karsilastirilmasi

H
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H Bilesik numaras1 : 7

Bilesigin ismi  : 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit (4-bromofenil) hidrazon

% Inhibisyon  :-
Cl
H

Bilesik numarasi : 10

Br

Bilesigin ismi - 5-Bromo- 1H-Indol-3-karboksaldehit(3,4 diklorofenil)hidrazon
% Inhibisyon :23.08+ 1099

0 S
N—H N
Br N
\
N ;
3 Bilesik numaras: : 14

Bilesigin ismi  : 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit izonikotinoil hidrazon
% Inhibisyon  :43 £3.49

Sekil 5.5 Yiiksek oranda inbitor etki gosteren indol tiirevleri
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Hiperglisemi ile karakterize edilen Diabetes mellitus hastaliginda, insiilinden bagimsiz
olan hiicrelere (bobrekler, siyatik sinirler, lens vb.) fazla miktarda glukoz akis1
nedeniyle poliyol yolaginin ilk enzimi olan aldoz rediiktazin aktivesinin arttig1 daha
once yapilan calismalarda gosterilmistir (Cheatham ve Kahn 1995, Ho vd. 2000, Sato
vd. 2003, Cousen vd. 2007). Bu durum hiicrelerde sorbitol birikimine ve redoks
dengesinin bozulmasina bagli olarak fonksiyon kaybina neden olmaktadir (Sato vd.
2003). Boylece, diyabetik nefropati, diyabetik noropati, diyabetik retinopati ve katarakt
gibi diyabete bagli olarak gelisen ikincil komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir
(Srivastava vd. 2005). Aldoz rediiktaz enzimini inhibe edebilen inhibitorlerin
sentezlenmesi ve gelistirilmesi ile bu komplikasyonlarin engellenebilecegi
disiiniilmekteydi (Kotani vd. 1997). Ancak, son yillarda yapilan c¢alismalarda, aldoz
rediiktaz inhibitorlerinin sadece daha once bahsedilen rolleri degil, ayn1 zamanda
karaciger, gogiis, ovaryum, serviks ve kolon kanseri gibi ¢esitli kanserlerin tedavisinde
de iyilestirici bir ajan olarak rol oynadig1 gosterilmistir (Alexiou vd. 2009). Bu nedenle

aldoz rediiktaz inhibitorlerinin 6nemi gittikce artmaktadir.

Aldoz rediiktaz inhibitorleri karboksilik asit grubu tasiyanlar, siklik imid grubu
tastyanlar ve siilfonil nitrometan tiirevleri olmak {izere ii¢ smifa ayrilmaktadirlar
(Rogniaux vd. 1999, Wang vd. 2007). Inhibitérlerin polar baslar1 ile aktif bolge
kalintilar1 arasindaki etkilesimler enzim-inhibitér kompleksinin kararlhiliginda 6nemli rol
oynamaktadir. Siklik imid sinifina dahil olan minalrestatin flor atomunun ve
fidarestatin karbamoil grubunun karboksilat fonksiyonel grubu ile yerdegistirmesi
sonucu enzim-inhibitor kompleksinin net baglanma enerjisi artmaktadir (Darmanin vd.

2004).

Karboksilik asit smifindan olan ponalrestatin ise, klinik agidan 6nemli bir yan etki
olusturmadig1 ancak, istatiksel olarak anlamli bir etkisinin de bulunmadig1 goriilmiistiir.
Ayrica, yine ayni smiftan olan NZ-314 isimli ARI’niin motor sinir iletim hizin1 ve
siyatik sinirlerdeki kan akisini arttirdigi bilinmektedir (Miyamoto 2002). Bununla
beraber, diger bir aldoz rediiktaz inbitorii olan fidarestat ile yapilan ¢aligmalar sinir kan
akisim1 ve sinir hiicrelerinde biriken sorbitol seviyesini normal diizeye getirdigi

bilinmektedir (Asano vd. 2002).
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Bir diger AR inhibit6rii olan genistein, poliyol yolagmin neden oldugu oksidatif stresi
engelleyerek, GSH diizeyinin artmasina neden olmaktadir. Bu durum lens proteinlerinin
zarar gormesini engelledigi i¢in katarakt olusumunu da  durdurmaktadir (Kim vd.

2008).

Sican karaciger tiimor hiiceleri ile yapilan bir ¢alismada, aldoz rediiktazin, karbonil
metabolitlerinin (3-DG, gliserlaldehit) islevini engelleyerek hiicrede kontrolsiiz
boliinmenin devamini sagladigi gosterilmistir. Bu nedenle karaciger tlimor olusumunda
(hepatokarsinogenez) aldoz rediiktazin ifadelenmesindeki artigin, kanser hiicrelerinin
olimsiizligii ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir (Jin vd. 2006). Bu baglamda da

aldoz rediiktaz inhibitérlerinin 6nemi agiktir.

Kolon kanserinin temel o6zelliklerinden birisi, arasidonik asitten, kolon epitelyum
hiicrelerin kontolsiiz ¢ogalmasma neden olan prostaglandinlerin sentezini saglayan
1COX-2 enzimindeki asir1 artistir. Oksidatif stres ve enflamasyon ile iliskili en 6nemli
sinyal yolag1 biiytime faktorleri (bFGF, PDGF) veya enflamatuvar sitokinler (TNF-a)
tarafindan NF-xB’nin aktivasyonudur. Caco-2 (insan kolon kanser hiicreleri)
hiicrelerinde aldoz rediiktazin sorbinil ile inhibisyonu biiylime faktér uyarimli
NF-«B’nin aktivasyonunu engelledigi goriilmiistiir (Tammali 2006). Cesitli kanser
dokularinda oksidatif stresin arttii ve AR aktivitesinin de bu kosullarda arttigi
bilinmektedir. Ayrica, gogiis, serviks, yumurtalik ve rektum kanser dokulariyla yapilan
calismalarda AR’m bu dokularda asir1 ifadelenmekte oldugu gosterilmistir (Saraswat

vd. 2006).

Kanserli hiicrelerin tedavisinde kullanilan anti-kanser ilaglar (doxorubicin ve cis-platin)
ERK sinyal yolagini uyararak kanser hiicrelerini apoptosise yonlendirmektedir. Ancak,
aldoz rediiktaz hiicrelerdeki bu aktiviteyi baskiladig1 i¢in kanser hiicreleri anti-kanser
ilaclara diren¢ gostermektedir. Aldoz rediiktaz inhibe edildiginde ise, ERK sinyal
yolagmin aktivitesi artmakta ve bodylece kanser hiicrelerinin apoptosise yonlendigi
goriilmektedir (Alexiou vd. 2009). Yani, kanser tedavisinde aldoz rediiktaz

inhibitérlerinin - de kullanilmasi, daha diisik dozlarda anti-kanser ilaglarin
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kullanilmasina saglayarak normal hiicrelere anti-kanser ilaglarin verdigi zarari
azalacaktir. Bu da aldoz rediiktaz inbitorlerinin kanser tedavisindeki dnemini agik bir

sekilde vurgulamaktadir (Alexiou vd. 2009).

Ayrica, aldoz rediiktaz enzimi ile %71 oraninda benzerlik gdsteren ve onun gibi 316
amino asit dizisinden olusan aldoz-rediiktaz benzeri-1 protein (ARL-1 veya AKR1B10),
sigara kullanan bireylerde goriilen squamous karsinoma (SCC) ve adenokarsinoma
dokularinda arttig1 bilinmektedir. Bu enzim, retinali, retinole ¢evirdigi i¢in hiicrede
retinoik asit miktarinin azalmasma neden olmaktadir. Boylece hiicrede onciil kanser
lezyonu olan metaplasi meydana gelmektedir. Bununla beraber, aldoz rediiktaz
enziminin de ayni etkilere neden oldugu bilinmektedir. ARI’leri (tolrestat) ile yapilan
hayvan tedavi ¢alismalart AR ve ALR-1 enzimlerini inhibe etmektedir. Bu veriler,
diyabet tedavisinde yan etkilere sahip olan AR inhibitérlerinin, bu olumlu etkilerinin de
gozden kacirilmamasi gerektigini gdstermektedir (Crosas vd. 2003, Penning 2005,
Alexiou vd. 2009).

Lipopolisakkaritler tarafindan uyarilan sican lveitik lenslerinde cesitli enflamatuvar
sitokinler ve kemokinler (TNF-a, interlokin-6 ve interferon-y) miktar1 artmaktadir. Bu
da reaktif oksijen tiirlerinin artisina neden olmaktadir. Artan ROS’lar NF-xB ve AP-1’1
aktive ederek iINOS, COX-2 enzimlerine ait genleri ve  TNF-a genlerini uyarmaktadir.
Boylece, hiicrede NO, PGE2, TNF-a diizeyleri artmaktadir. AR inhibisyonu uveitis
gibi okular enflamasyon hastaliklarinda tedavi edici veya engelleyici bir ajan olarak da

goriilmektedir (Yadav vd. 2007).

Yapilan calismalarda, lipid peroksidasyonunu indol-2-karboksilik asit inhibitorii % 38
oraninda, indol-3-karboksilik asit inhibitorii ise % 13 oraninda inhibe edebildigi

gosterilmistir (Stitinova vd. 2002).

Ayrica, melatonin ve karvedilol gibi bazi indol tiirevlerinin nérolojik hastaliklarin
tedavisinde veya engellenmesinde etkili olabildigi ve COX-1 ve COX-2 enzimlerinin
inhibitorleri i¢in indol halkasmin etkili bir iskelet yap1 olusturdugu bilinmektedir (Stolc

1999, Hu vd. 2003).
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Bununla birlikte, bu tez ¢alismasinda kullanilan, melatonin analogu olan indol
tirevlerinin (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 kodlu inhibitorler) DPPH (Diphenyl-2-
picrylhydrazyl), aktivite sonug¢lar1 melatonin ile karsilastirildiginda, anti lipid
peroksidasyonu ve siiperoksit radikal temizleyicisine gére ¢ok daha etkili antioksidan

ozellik tasidiklar1 bildirilmistir (Giirkok vd. 2009)

Aldoz rediiktaz enziminin yukarida belirtildigi gibi, hem diyabetik komplikasyonlara
hem de, cesitli kanser olusumuna neden olmasi bu enzime ait inhibitér maddelerin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bununla beraber, karboksilik asit smifinda yer alan
inhibitorler (tolrestat, zopolrestat), diisiik pKa degerlerine sahip olduklar1 i¢in hiicre
zarindan kolayca gecemeyerek in vivo ortamda diisiik aktivite gostermektedirler. Bu
nedenle yiiksek pKa degerlerine sahip hydation sinifi inbitorler (sorbinil, fidarestat)
gelistirilmistir. Ancak, bu inhibitorler de istenmeyen yan etkilere neden olduklar1 i¢in
calismalarin yeni aldoz rediiktaz inhibitorlerine yonelmesine neden olmustur (Alexiou
vd. 2009). Bu nedenle sadece aldoz rediiktaz enzimlerini inhibe edebilen inhibitorlere

ithtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamiz sonucunda en yiiksek inhibisyon degerlerini veren 5-Bromo-1H-indol-3-
karboksaldehit(4-bromofenil)hidrazon, 5-Bromo-1H-Indol-3-karboksaldehit(3,4-dikloro
fenil) ve 5-Bromo-1H-indol-3-karboksaldehit izonikotinoil hidrazon isimli bilesikler
(srrasiyla 7, 10 ve 14 numarali bilesikler) aldoz rediiktaz enzimini inhibe edecek ilag
gelistirme asamalarinda, lizerinde ayrmtili calismalar devam etmesi gereken yapilardir.
Bu yapilar ele alinarak, yeni bilesikler sentezlenerek ileri caligmalar yapilabilir.
Giliniimiizde aldoz rediiktaz inhibit6rii olmaya aday, klinik deneyleri ve faz ¢alismalari
devam eden ¢ok sayida ila¢c adayr molekiil vardir ancak piyasada tek bir preparatin
(Epalrestat; Aldorin®) bulundugu diisiiniiliirse enzim inhibitérii molekiil taramasi
calismalar1 son derece 6nemlidir. Tez ¢alismamiz bu taramaya molekiiller tizerindeki
yapi-aktivite iliskisine de deginerek katkida bulunmustur. Daha sonraki basamaklar

invivo ¢alismalarla devam edecektir.
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