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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

BAZI ACIL TIYOURE TUREVLERININ DIYABET iLE iLISKiLi ENZIMLER
UZERINE ETKISININ INCELENMESI

Biikre Yaren ERTANO

_ Damisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN.
Ikinci Tez Damisman: Dog. Dr. Yeliz DEMIR

Amag: Bu calismada koyun bobrek dokusundan elde edilen diyabet ile iliskili enzimler olan
Aldoz Rediiktaz (AR) ve Sorbitol Dehidrogenaz (SDH) ile ticari olarak satin alinan o-
Glukozidaz enziminin aktivitesi tizerine bazi agil tiyoiire tiirevlerinin inhibisyon etkisininin
belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: Bu calisma kapsaminda AR ve SDH enzimleri ¢esitli kromatografik teknikler
kullanilarak saflastirilmistir. a-Glukozidaz enzimi ise ticari olarak satin alinmistir. Diyabet ile
iligkili olan bu enzimlerin aktivitesi iizerine bazi acil tiyolire tlirevlerinin inhibisyon etkisi
arastirilmistir. Bu bilesikler i¢in % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulunmustur.
Ayrica bu bilesikler igin Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak Ki degeri ve inhibisyon sekli
belirlenmistir.

Bulgular: Yapilan ¢alismalar sonucunda, saflastirilan AR ve SDH enzimleri ile ticari olarak
satin alman o-Glukozidaz enzimlerinin aktivitesi iizerine bazi agil tiyoiire bilesikleri
mikromolar seviyede inhibisyon etkisi gostermistir. AR ve SDH enzimleri {izerine 2¢ (AR i¢in
Ki: 0,200 £0,024 uM; SDH i¢in Kj: 0,247 +0,014 uM) bilesigi, a-Glukozidaz enzimi iizerine 29
(Ki: 0,055+0,010 uM) bilesigi en iyi inhibitor 6zelligi gostermistir.

Sonug: Elde edilen bulgular, agil tiyoiire bilesiklerinin diyabetle iligkili kritik enzimler iizerinde
etkili bir inhibisyon kapasitesine sahip olmalarindan dolay1r calismamizin gelecekte diyabet

hastaliginin tedavisinde yenilik¢i ve/veya alternatif tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki
sunacagini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Agil Tiyoiire, Aldoz Rediiktaz, Sorbitol Dehidrogenaz, a-
Glukozidaz

Aralik 2021, 87 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION THE EFFECT OF SOME ACYLTHIOUREA DERIVATIVES ON
DIABETES-ASSOCIATED ENZYMES

Biikre Yaren ERTANO

Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN
Co-supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yeliz DEMIR

Purpose: In this study, it was aimed to determine the inhibitory effect of some acyl thiourea
derivatives on the activity of diabetes-related enzymes Aldose Reductase (AR) and Sorbitol
Dehydrogenase (SDH), obtained from sheep kidney tissue and commercially purchased o-
Glucosidase enzyme

Method: In this study, AR and SDH enzymes were purified using various chromatographic
techniques. The a-Glucosidase enzyme was purchased commercially. The inhibitory effect of
some acyl thiourea derivatives on the activity of these enzymes associated with diabetes was
investigated. 1Cso values were found for these compounds by plotting % Activity-[1] graphs. In
addition, Ki value and inhibition mode were determined for these compounds using
Lineweaver-Burk plots.

Findings: As a result of the studies, some acyl thiourea compounds showed inhibition effect at
micromolar level on the activity of purified AR and SDH enzymes and commercially purchased
a-Glycosidase enzymes. 2¢ (Ki for AR: 0.200 +0.024 uM; for SDH: 0.247 £0.014 uM)
compound on AR and SDH enzymes, 2g (Ki: 0.055+0.010 uM) compound on a-Glycosidase
enzyme is the best inhibitor feature showed.

Results: The findings suggest that our study will contribute to the development of innovative
and/or alternative treatment strategies in the treatment of diabetes in the future, since acyl
thiourea compounds have an effective inhibition capacity on critical enzymes associated with
diabetes.

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

December 2021, 87 pages
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GIRIS

Diyabet Tanim ve Epidemiyolojisi

Diyabet, ilk olarak M.O. 1500°lii yillarda Misirda idrara ¢ok ¢ikma ile seyreden bir
hastalik olarak tanimlanmistir ve Sonralarda M.S. 1000 yillarinda ise Ibn-i Sina, diyabetin
seyreden iki farkli tiirli oldugunu ortaya koymustur (Giindogan 2003). Hipergliseminin
semptomlart polidipsi, poliiiri, kilo kaybi, polifaji, gorme bozuklugu, biiyiime bozuklugu,
enfeksiyona yatkinlik, sebepsiz kilo kayb1 olmakla beraber yasam boyu siiren, yasam kalitesini
diisiiren maaliyeti yiiksek bir siirectir (Siileymanlar et al. 2003). Bu hastalik, genetik ve ¢evresel
faktorlerin etkisiyle insiilin yapisinda olusan bozulmalardan dolayi ortaya ¢ikmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitiiniin raporlarina gore 21. yiizyilda Diabetes Mellutus (DM), prevelans: yiikselen
hastaliklar arasinda listenin baginda gelmekle birlikte saglik otoriteleri tarafindan ¢ok tehlikeli
hastaliklar arasinda kabul edilmistir (Bagriagik et al. 2003; Dinggag 2004). 2025 yilinda DM
sebebiyle oliimlerin artacagi bildirilmistir. DM’ nin kiiresel 6liim sebepleri arasinda 4. Sirada
oldugu bildirilmistir (WHO, 2010; Boyle et al. 2001). Tiirkiye’de DM prevelansi 2008 yilinda
adrese dayali niifus kayit sistemine goére yapilan bir ¢alismada %7,2 olarak belirtilmistir
(Satman et al. 2002). Diinyada prevalansi engellenemeyecek sekilde zamanla artan diyabet
hastalig1 kronik metabolik endokrin bir bozukluktur. (Schmidt 2018). Siddetli ve ilerleyen bir
hastalik olmasi ile birlikte hastanin yasam kalitesini onemli 6l¢ilide diisiirmektedir. Bilinen
yaklasik 463 milyon yetiskin (20-79 yas) hasta olmasiyla birlikte 2035’te bu saymin 592
milyona ¢ikacagi diistiniilmektedir (Guariguata et al. 2014).

Insiilin 1889 yilinda iki Alman bilim adaminmn hayvanlar iizerine yaptiklar1 deney
sirasinda pankreas tarafindan salgilanan bir madde oldugu siiphesiyle kesfedilmistir. 1909
yilinda Belgikal1 bir bilim insan1 bu maddeye insiilin admi vermistir. Insiilin ilk kez 1921
yilinda izole edilmistir (Bliss 1993). Insiilin 51 amino asitten olusur ve birbirlerine iki disiilfid
bag ile baglanan A (21 amino asitten olusmaktadir) ve B (30 amino asitten olusmaktadir)
zinciri vardir. Molekiiler agirhig 5802°dir. Izoelektrik pH noktas1 5,5 dir (Home et al. 1997;
Doson and Steiner 1998). Insiilin salgilanmas: bazal salgilama ve uyarilmis salgilama sekinde
gerceklesmektedir ve salgilanmanin en 6nemli uyarani glikozdur. Bazal salgilama aglikta
gerceklesen ve egzojen uyari olmaksizin insan viicudunda meydana gelen insiilin salgilama
seklidir. Uyarilmig salgilama ise agizdan besin alimina bagli,  hiicresinin verdigi insiilin

sekresyon cevabidir (imamoglu 2006).



Sekil 1. Insanda Insiilin Proteinin Yapis1 (Whittingham et al. 2005).
Diabetes mellitus riski olusturan parametreler

Genetik Sendromlar, Endokrin Hastaliklar, Pankreatik Hastaliklar, ilaglar, Kimyasal
Ajanlar, Toksinler (Olgun 2005).

Diabetes mellitus tan1 kriterleri

1- Kisilerde rastgele plazma glukozunun > 200 mg/dL olmas1

2- Aclik plazma glukozunun (APG) > 126 mg/dL olmasi (A¢lik minimum 8 saat
stirmeli)

3- Hemoglobin A1C (HbAlc) seviyesinin yetiskinlerde %6,5'nin iistiinede olmasi

4- Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) ‘nin vendz kanda 2. saat glukoz degerinin >
200 mg/dL iizerinde ise diyabet olarak kabul edilmektedir (American Diabetes
Association 2012).

Diyabetik komplikasyonlar

Diyabet sonucu olusan komplikasyonlar, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler olarak iki
grupta smiflanmaktadir. Mikrovaskiiler olusumlar; retinopati, néropati ve nefropatidir.
Makrovaskiiler olusumlar ise 6zellikle koroner kalp hastaligi, periferik damar hastaliklar1 ve

serebrovaskiiler komplikasyonlardan meydana gelmektedir (Eroglu 2018).
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Sekil 2. Diyabetik komplikasyonlara yol agan yolaklar

(GFAT Glutamin: fruktoz-6-fosfat amidotransferase; DAG Diagilgliserol; PKC Protein Kinaz C; GLU Glutamik
asit; GLN Glutamin) Asirt sliperoksit, glikolitik enzim GAPDH'yi kismen inhibe eder, bdylece yukari akis
metabolitlerini glikolizden glikoz asir1 kullanim yollarina yonlendirir. Bu, dihidroksiaseton fosfatin (DHAP) bir
PKC aktivatorii olan DAG'a ve trioz fosfatlarin ana hiicre i¢ci AGE 6nciisii olan metilglioksal'e akisinin artmasiyla
sonuglanir. UDP-N-asetilglukozamin'e artan fruktoz-6-fosfat akisi, proteinlerin O-bagli N-asetilglukozamin
(GlcNAc) tarafindan modifikasyonunu arttirir ve poliol yolundan artan glikoz akist NADPH'yi tiiketir ve GSH'yi
tiiketir (Brownlee 2001).

Diyabetik komplikasyonlarin siniflandirilmasi

Braunvvald ve arkadaslarmin yaptigi calismaya gore diyabetik komplikasyonlarin

siniflandirmasi;
1. Akut (metabolik) komplikasyonlar
- Hipoglisemi
- Hiperozmolar non-ketotik koma

- Diyabetik ketoasidoz
- Laktik asidoz

2. Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar
A. Mikrovaskiiler komplikasyonlar

- Diyabetik retinopati
-Diyabetik ndropati
-Diyabetik nefropati



B. Makrovaskiiler komplikasyonlar

-Hipertansiyon
- Kroner arter hastalig

- Serebrovaskiiler hastaligi
C. Diger kronik komplikasyonlar

- Gastrointestinal

- Genitotiriner (seksiiel disfonksiyon, tiropati)

- Dermatolojik

- Kemik ve mineral metabolizma bozukluklar

- Diyabetik ayak

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

DM’nin siiflandirilmasi

Diyabet hastalarinin %85'i Tip 2, %15'i ise Tip 1 DM’dir. Ve bu dagilimlar etnik koken,
cinsiyet, yaslanma, genetik ve c¢evresel parametreler ile iilkeden {ilkeye degisiklik

gosterebilmektedir (Ozata and Yonem 2006).
Tip-1 DM

1. Immiin nedenli

2. ldiyopatik
Tip-2 DM

1. Periferik instilin direnci 6n planda

2. Insulin sekresyon yetmezligi 6n planda
Gestasyonel DM

Diger spesifik tipler

A. B-hiicre fonksiyonunun genetik defektleri

1. Kromozom 20, HNF- 4a (MODY1)
2. Kromozom 7, glukokinaz (MODY?2)
3. Kromozom 12, HNF- 1a (MODY?3) ve digerleri

B. Insiilin fonksiyonunda genetik defektler

1. Tip A insiilin direnci

2. Leprechaunism



3. Rabson-Mendenhall sendromu ve digerleri
C. Ekzokrin pankreas hastaliklari

1. Pankreatitler
2. Travmal pankreatektomi

3. Neoplazitler ve digerleri
D. Endokrinopatiler

1. Akromegali
2. Cushing sendromu

3. Glukogonoma vd.

E. Tlac ve kimyasal sebepler

1. Vakor
2. Pentamidin
3. Nikotinik asit vd.

F. Enfeksiyonlar

1. Konjenital rubella

2. Sitomegalovirus enfeksiyonu vd.
G. Otoimmun diyabetin nadir formlari

1. Anti- insiilin reseptor antikorlar1

2. Stiff-man sendromu vd.
H-Diger genetik hastahklar

1. Down sendrumu

2. Klinifelter sendromu vd.
Diabetes mellitusun etiyolojik siniflandirilmasi (Anonymous 2005).
1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi (ADA) yeni siniflandirmay1 yayimlamustir.

1- Tip 1 DM (Otoimmiin tip DM ve Insiilin eksikliginin baska nedenlerle olustugu tip
1 DM) (IDDM)

2- Tip 2 DM (NIDDM)

3- Gestasyonel DM (GDM)

4- Ozel DM tipleri (American Diabetes Association 2012).
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Sekil 3. Diyabet tipleri ve insiilin davraniglar1 (Anonymous 2013).

Tip 1 DM hastalarinda insiilin hormonu bulunmamaktadir. Tip 1 diyabetin gelisimine
sebep olan asil gen yerlesimi 6. kromozomdaki HLA lokusudur. Immiinolojik siireglerle
pankreatik - hiicrelerinin bozulmasi veya total kaybina bagli olarak gelisen insiilin eksikligi
ile ortaya ¢ikan ve insiiline bagiml olarak siiriip giden diyabet tipi olarak tanimlanmaktadir
(Mellitus 2005). Kisilerde istahsizlik, agiz kurulugu, aclik hissi, ¢cok idrara ¢ikma, kilo kaybi,
kasinti, yaralarin gec¢ iyilesmesi, niikseden yaralar, bulanik gorme baslica bulgulardir.
Hastalarda yogun insiilin tedavisi uygulanmaktadir. Hastalik 30 yasindan Once ortaya
cikmaktadir (Guariguata et al. 2014). Tip 1 DM’si olan bir annenin ¢ocugunda yine Tip 1 DM
goriilme olasiligr oldukea yiiksektir. Tip 1 DM babada ise bu oran {i¢ kat artmaktadir. Sayet
hem anne hem de babada Tip 1 DM var ise risk oldukga fazlalasmaktadir (Sacks 2005). NIDM
insidanst diinya ¢apinda artmaktadir ve her yil yaklasik 90.000 c¢ocukta var oldugu
diisiiniilmektedir. insidans orami iilkeler arasinda nemli degisiklikler gdstermektedir. Bu
varyasyonun nedeni tam olarak bilinmemektedir, fakat genetik yatkinlik (6rnegin, HLA genetik
risk faktorlerinin popiilasyondaki prevalansi), muhtemelen hijyen ve cocukluk enfeksiyonlarini
igeren ¢evresel ve yasam tarzi faktorleri ile ilgili olabilecegine ihtimal verilmektedir (Diaz-
Valencia et al. 2015).

Prevalans1 oldukca yiiksek olan ve genellikle 40 yas {istli bireylerde goriilen Tip 2
diyabette de bulgular ¢ok benzerdir. Tip 2 insiilin salgisinin bozuklugu, glikoz tiretimindeki
artis ve farkli seviyelerdeki insiilin direnci ile karakterize olan heterojen bir diyabet tipidir
(Chatterjee et al. 2017). Beta hiicrelerinin kan sekerine olan yanit1 bozuktur ve beta hiicresi
glukozu tantyamamaktadir (Goldman 2006; Ronald and Codario 2007). Genetik yatkinlik,
obezite ve fiziksel hareketsizlik Tip 2 diyabetin ana sebepleri arasinda gosterilmektedir. Bu

diyabet tiirii ile birlikte goz, bobrek ve kardiyovaskiiler sistem hasar gorebilmektedir



(Chatterjee et al. 2017). Kan sekerinin optimal kontrolii saglanmadigr zaman morbiditeyi ve
mortaliteyi negatif yonde etkileyerek akut ve kronik olmak iizere baska komplikasyonlara
sebebiyet verebilir. Hiperglisemi, endotel, kalp, bobrek, goz ve sinir gibi glukoz taginimi
insiilinle iligkisi olmayan dokularda glukoz diizeyini artirir. S6z konusu durumun cesitli
komplikasyonlara ve bu dokularda hasara sebep oldugu bilinmektedir (Kawasaki et al. 1998;
Oates 2002). Diyabet hastaliginin olugsmasindan ve gelismesinden gesitli faktorler sorumludur.
Bunlarin ilki ve en 6nemlisi pankreatik B-hiicrelerindeki hasar sonucu meydana gelen insiilin
yetmezligi ve bazi anomaliler sonucu periferik hiicrelerde olusan insiilin direncidir. Diyabetik
hastalarda karbohidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklarin temel sebebi, insiilin
hormonunun hedef dokulardaki yetersiz etkisiyle iliskilendirilmistir (Altunoglu 2012). Insiilin,
plazmada bulunan glukozun, okside olup enerji metabolizmasinda veya glikojen olarak
depolanmasi i¢in kas ve yag dokusu gibi periferik dokulara tasinmasini saglarken karacigerde
glikojenoliz ve glukoneogenezi baskilayip hepatik glukoz iiretimini sekteye ugratmaktadir
(Donkin et al.1997; Breton et al. 2018). insiilin direnci gelismesi durumunda pankreatik -
hiicrelerinin ¢alisma prensipleri bozulur ve fonksiyon kaybi meydana gelebilir boylece Tip 2

diyabet meydana gelebilmektedir (Mooradian 2009).
Tip 2 DM ig¢in risk faktorleri:

. Etnik gruplar

Ailede var olan Tip 2 diyabet 6ykiisii
Genetik belirleyiciler

Cevresel faktorler

Obezite

Yas

Diyet

Diisiik fizik aktivitesi (Damc1 1999).
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Gestasyonel Diyabet (GDM) tanisi ilk olarak hamilelikte konulan glukoz intoleransidir
(American Diabetes Assosiation 1997). Gebeliklerin %7'si gibi bir kism1 GDM ile komplike
olmakta ve bu deger farkli toplumlarda degisebilmektedir (American Diabetes Assosiation
2003). Ozel DM tipleri ise malnutrisyonla iliskili ve bozulmus glukoz tolerans: ile beraber
seyreden diyabet olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir. Malnutrisyonla iliskili DM genellikle
tropikal ve gelismekte olan iilkelerde geng yetiskinlerde goriilmektedir (Acker et al.1999).
Bozulmus Glukoz Tolerans sahibi hastalarda plazma glukoz degeri normal deger ile diyabet
tanisi i¢in gereken deger arasinda bulunmaktadir. Bu deger OGTT ile Olgiilmektedir (Huysal
1999).



Enzim

Enzimler canli organizmalardaki kimyasal olaylarin tiimiinii gerceklestiren ve
reaksiyonlarin hizini attiran ve yan iriin olusturmadan %100'liik bir verim saglayan 6zgiil
biyomolekiillerdir. Dogada hali hazirda bulunan enzimler, temel aldiklar1 kaynaklarina gore
hayvansal enzimler, mikrobiyal enzimler ve bitkisel enzimler olmak {izere 3 gruba
ayrilmaktadirlar. Enzimler katalizledikleri tepkimeler sonucunda yok olmazlar ve tepkimenin
dengesini korurlar (Bairoch 2000). Neredeyse tiim enzimler (katalitik RNA molekiilleri harig)
protein yapida olmakla beraber proteinlerin en Ozellesmis ve en genis bolimiini
olusturmaktadirlar (Smith et al.1997). Protein yapida olduklarindan dolayr DNA tarafindan
kodlanmaktadirlar (Keha and Kiihrevioglu 2012). Katalitik aktivasyonlar1 dogal protein
konformasyonu ile iliskili olup enzimin denatiire olmasi, altbirimlerine ayrilmasi, amino
asitlerine doniisme durumunda katalitik aktivitesi diismekte ya da yok olmaktadir (Nelson and
Cox 2013). Tipki diger proteinlerin sahip oldugu gibi yaklasik olarak 12.000°den 1 milyona
kadar farklilik gosteren bir molekiil agirligina sahiptirler (Nelson and Cox 2013).

Biyokimya alanindaki ¢alismalarin ¢ogu enzim iizerine olup o6zellikle kataliz tizerine
odaklanmaktadir. ilk olarak enzim calismalar1 1760-1825 yillarinda mide organindaki enzimler
tizerinedir. Spesifik olarak bir enzim iizerine in vivo ortamda c¢alisan ilk bilim insan1 S.S.
Berzelius'tur. 1926 yilinda J.B. Sumner’in iireaz enzimini Jack bean bitkisinden elde edilmesi
ve sonrasinda kristallendirme c¢alismasi yaparak protein yapisini kanitlanmasi 6nemli bir
gelisme olmustur. 1930’1u yillarda J. Northrop ve Moses Kunitz’in pepsin, tripsin, kimotripsin
enzimlerini kristallendirmesi ile de bu desteklenmistir. J.B.S Haldene enzim ve substrat
arasindaki etkilesimlerin substrati degistirdigini ve tepkimelerde kataliz fonksiyonu

olabilecegini diisiinerek enzimatik katalizleme temellerini atmistir (Nelson and Cox 2013).

Canli organizmada organik maddelerin sentezi, yikimi, kas hareketleri ve solunum gibi
fizyolojik olaylar enzimlerin aracilifiyla gerceklesmektedir. Enzimler substrat molekiillerine
spesifik olarak baglanarak iirlin olusturmaktadirlar. Aktivasyon enerjisini distlirerek
reaksiyonun hizint arttiran enzimler diizenli tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel
molekiillerin ayrildig1 yiizlerce tepkimeyi katalizlemektedir (Champe and Harvey 1997).
Boylece kimyasal enerji korunur, doniistiiriiliir ve basit onciillerden biyolojik makromolekiiller
tiretilmektedir (Nelson and Cox 2013). Enzimler reaksiyon mekanizmalarima gdére 6 ana

kategoriye ayrilmaktadirlar.

Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasindaki oksidasyon rediiksiyon (yiikseltgenme-

indirgenme veya redoks) reaksiyonlarini katalizleyen ana enzim grubudur.



Transferazlar: Iki substrat arasindaki hidrojen haric diger islevsel gruplarin transferini

katalizleyen enzim grubudur.

Hidrolazlar: Farkli baglarin bir H2O molekiilii eklenmesiyle hidrolizini gergeklestiren

enzim grubudur.

Liyazlar: Hidroliz ve oksidasyondan ayrilan bir ¢alisma prensibi ile substratlardan

gruplar1 uzaklastirarak, ¢ift bag olusturan enzim grubudur.

Izomerazlar: Yapisal, optik ve geometrik izomerlerin birbirlerine olan reaksiyonlarini

gergeklestiren enzim grubudur.

Ligazlar (Sentetazlar): Fosfat bilesiklerinden fosfat baginin kopmasi ile olusan enerji

araciliiyla iki molekiiliin baglanmasini katalizleyen enzim grubudur (Keha and Kiihrevioglu

2012).

Enzimlerin katalizledikleri tepkimelerde aktif yere baglanan ve islenen maddelere
substrat denmektedir. Her substratin islenebilmesi i¢in viicutta degisken enzimler
bulunmaktadir. Enzimlerin bir kismi katalitik aktiviteleri icin kofaktor (Fe*2, Mg*?, Mn*2, Zn*?
gibi bir veya daha ¢ok inorganik iyona ihtiyag duymaktadirlar) veya koenzim (kompleks
organik ve metalloorganik molekiillere ihtiya¢ duymaktadirlar) adi verilen gruplara gereksinim
duymaktadirlar. Koenzimi ile birlikte kataliltik aktivitesi aktif olan enzimlere holoenzim denir
ve kofaktorii bulunmayan enzime ise apoenzim denilmektedir. Bazi enzimlerin katalizleme
gorevlerini yerine getirebilmek i¢in protein yapida olmalari yeterken, bazilari ise protein yapida

olmayan kofaktor gruplara mecbur kalmaktadirlar (Nelson and Cox 2013).
Apoenzim + Kofaktoér = Holozenzim (Nelson and Cox 2013).

Ayni tiirdeki canlilarda ayni reaksiyonlar1 gergeklestiren fakat farkli kimyasal ve
fiziksel ozelliklere sahip olan enzimlere izoenzim denilmektedir. Izoenzimlerin kendilerine
0zgli olan substratlarina, kofaktorlerine ve inhibitorlerine karsi egilimleri degiskenlik
gdstermektedir. izoenzimler arasindaki farkliliklar amino asit dizilimi ve sayisindan ve dogru
orantilt olarak farkli genlerinin olmasi, izoelektrik noktalarimin degiskenlik gostermesi,
elektroforetik hareketlerinin farkli olmasi, lokalizasyonlarinin degisken olmasi olmak {izere

siralanmaktadir (Devlin 2002).

Enzimler baz1 metabolik hastaliklar ile iligkisinden dolay1 yogun olarak iistiinde durulan
bir konudur. Baz1 hastaliklarda 6zellikle de kalitsal olan tiirlerde bazi enzim ya da enzimlerin
yoklugu s6z konusu olmaktadir. Ayn1 sekilde bir grup hastanin da hastalik kaynagi enzimin
asir1 aktivitesi sebep olabilmektedir. Eritrositlerde, kan plazmasinda ya da doku 6rneklerinden

elde edilen enzim aktivitesi hastalik tayini i¢in olduk¢a miithim olmaktadir. Bu nedenle enzim



aktivasyonu ve inhibisyonu sadece tip alaninda degil ayn1 zamanda biyokimya alaninda da ¢ok
fazla calisilan konular arasinda sayilmaktadir (Nelson and Cox 2013). Enzimlerin
aktivitelerinin bazi bilesikler veya organik sentezler ile artip azalmasiyla inhibisyon veya

aktivasyon caligmalar1 yapilmaktadir.
Enzim aktivasyon hizlarina etki eden parametreler

. Substrat konsantrasyonu

. Enzim konsantrasyonu

pH

. Sicaklik

. Inhibitér ve aktivator konsantrasyonu
. Kofaktor konsantrasyonu

. Iyonik siddet (Soyler 2006).

T N Y N O

Enzimlerin aktivasyonunu diisiiren veya yok eden bilesiklere inhibitdr denmektedir
(Sehitoglu 2012). Enzim inhibitorleri tepkimeleri yavaslatmakta veya sonlandirmaktadirlar.

Enzim inhibitdrleri iki genel gruba ayrilmaktadir (Keha et al. 2014).
Geri Déniisiimlii Inhibisyon: Inhibitérler enzime nonkovalent baglanmaktadirlar.

A- Yarismah Inhibisyon: Inhibitorler enzimin aktif bolgesine baglanmakta ve yapisal
olarak substrata benzemektedirler. Vmax (enzimin reaksiyonda gelebilecegi

maksimum hiz) degismez iken Km (Enzimin substarata olan ilgisini gdsteren)

artmaktadirlar.
k k
E+S ‘L ES SHENG E+P
+ 2
|
Ki

|
Sekil 4. Yarismali inhibisyon (Nelson et al. 2013).

B-Yarismasiz inhibisyon: Inhibitorler farkli bolgeye es zamanli baglanabilmektedir.
Bu durum baglanmanin oldugu yerin enzimin ayni bolgesinde olmadigin1 géstermektedir. Vmax
azalir iken Ky sabit kalmaktadir. Farkli baglanimdan otiirii iki ¢esit inaktif kompleks
olusabilmektedir.
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Sekil 5. Yarismasiz Inhibisyon (Nelson et al. 2013).

C-Yar1 Yarismal Inhibisyon: Inhibitorler, serbest enzimlere baglanamamakta ve
ES’ye baglanmaktadirlar. Fazla substratli enzimlerde bu tip inhibisyon goriilmektedir. Km ve

Vmax azalmaktadir.

k
E.,.S‘;ES 3 » E+P
+ 2 p-
|
aKi

Ki
El +S =—= ESI

Sekil 6. Yar1 Yarismali inhibisyon (Nelson et al. 2013).

Geri Déniisiimsiiz Inhibisyon: Inhibisyon enzime kovalent bag ile baglanabilmektedir
Ve zor ayrisan bir komplex meydana getirebilmektedir. Donlisiimsiiz inhibisyon tipinde Vmax

azalir, Kv ise degismez. (Gliner 2007; Nelson and Cox 2013).

ks

k
E+S L= ES » E+P
+ K
I
El

Sekil 7. Geri doniisiimsiiz Inhibisyon (Nelson et al. 2013).
Poliol yolag

1956°da yaptig1 bir calismada Hers, enerji kaynagi olarak sperm hiicrelerinin, seminal
kesede poliol yolu (PP) vasitasiyla glukozun fruktoza doniisiimiinii gostermistir (Hers 1956;
Kador et al. 1986; Bhatnagar and Srivastava 1992). Sonraki ¢alismalarda poliol yolunun varligi
diyabetik sican lensinde tespit edilmistir (Heyningen 1959). Optimum standartlarda poliol
yoluna giren glukoz total glukoz miktarinin %0,1'inden azdir (Vander Jagt et al. 1988; Petrash

et al. 1992). Glikozun oldukga fazla bir kism1 hekzokinaz enzimi ile fosforillenerek glikoz-6-
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fosfota doniismekte ve bununla beraber glikoliz reaksiyonu ile metabolize olmaktadir. Bu
durumda aldoz rediiktaz (AR) enziminin glukoz i¢in afinitesinin oldukga diisiik olmasindan
dolayi, fosforilize olmayan glikozun ortalama %3'i poliol yoluna dahil olarak sorbitol ve

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

hekzokinaz
Glukoz »  Glukoz-6P ————_ % CO2
NADP* NADPH
NADFPH NADP" NAD™ NADH
Sorbitol Fruktoz
aldoz rediiktaz sorbitol dehidrogenaz

Sekil 8. Glukoliz ve poliol yolagi (Gonza'lez et al. 1984).

Glukozun sorbitole doniigiimiinii saglayan poliol yolagi sorbitol dehidrogenaz (SDH)
ile tamamlanmakta ve bodylece poliol yolaginda NADPH’in kullanimi1 ve olusturulmasiyla
birlikte, glikoz fruktoza dontistiiriilmiis olmaktadir (Petrash 2012). Poliol yolunun ilk enzimi
olan AR, aldo sekerlerin ve diger doymus ve doymamis aldehitlerin azalmasini katalize
etmektedir (Demir et al. 2019; Sever et al, 2020). Sorbitol Dehdirogenaz (SDH), PP'nin ikinci
enzimidir, koenzim olarak NAD™ kullanir ve oksidorediiktaz enzim ailesinin bir {iyesidir. Poliol
yolunun genel iriinleri sorbitol, fruktoz ve NADH'dir. NADH iiretimi ise NADPH
tiiketiminden kaynaklanmaktadir. PP'de sorbitoliin fruktoza doniisiimiinde hayati bir rol
oynayan homotetramerik bir enzimdir. Bu metabolik yol, sperm hiicreleri, plasenta, bobrek,

retina, lens ve karaciger dahil bir¢ok doku i¢in ¢ok 6nemlidir (Demir et al. 2020).

Poliol yolagimin diyabette hem noral hem de vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde
onemli bir rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir (Tang et al. 2012; Kaneko and Ramasamy 2004). AR
inhibisyonunun diyabetiklerde vaskiiler ve diger komplikasyonlar1 tersine ¢evirdigi
gosterilirken, SDH inhibisyonunun Streptozotocin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sican
modelinde otonomik noéropatiyi siddetlendirdigi gosterilmistir (Verrotti et al. 2014; Schmidt et
al. 2001). Bu ayrica sorbitoliin diyabet otonomik noropatide sinir hasarina aracilik etmede
onemli bir rol oynayabilecegi gercegini desteklemektedir (Yagihashi et al. 2011). Olmasi
gereken optimum kosullar altinda total glukoz tiiketiminin az bir kismi poliol yolag: araciligiyla
metobilize edilmektedir. Hiperglisemik sartlar olunca hiicre i¢i glukoz konsantrasyonu

artmakta ve bunun neticesinde polialkollerin sorbitole doniislimii artmaktadir. Boylece,
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NADPH miktar1 azalmaktadir. Sorbitolun fruktoza indirgenmesi, ortamda bulunan NAD*
kofaktorii ile, SDH tarafindan meydana getirilmektedir. Hiperglisemi meydana gelmesi
durumunda glukozun poliol yolag: ile kullanilmast ortalama %11-%33 oranlar1 arasinda
degisim gostermektedir. Bu nedenle, poliol yolagmmin diyabetik komplikasyonlarin

olusumundaki rolii oldukga fazladir (Brownlee 2001).

Patolojik kardiyak hipertrofi gelisiminde poliol yolaginin roliinii incelemek i¢in sinirlt

caligmalar yapilmistir (Baba et al. 2018).

o

o -.\.""\'U H HD ,_a-'-"“GH HO

HO HO HO,
- AR b sDH M H

=
AP WAL OH  wap*  MADH QH
o OH MNAIFH Ho HO
Glukoz Sarhitol Fruktoz

Sekil 9. Poliol (sorbitol) yolu (Alim and Beydemir 2012).
AR enzimi

Aldo-keto rediiktaz siiper aile iiyeleri monomerik yapida olan genellikle 315- 330 amino
asitten meydana gelen proteinlerdir (Hara et al. 1983). Bu protein ailesi ara metabolizma,
detoksifikasyon ve biyosentez gibi pek ¢cok fonksiyondan yiikiimlii holoenzimleri igermektedir.
Yine bu aileye mensup olan AR enzimi (Alditol: NADP* 1- oksidorediiktaz, E.C. 1.1.1.21),
indirgenmis formdaki NADPH’ 1 kofaktor gorevinde kullanan, glukoz indirgeyerek glukozun
sorbitole doniisiimiini NADPH’a bagimli olarak katalizleyen 6nemli bir enzimdir. AR enzimi
toksik aldehitleri inaktif alkollere doniistirmektedir. Bu doniisiim diyabetik komplikasyonlar
i¢in anahtar rol oynayarak ve diyabet hastalarinda gelisen hiperglisemi, oksidatif stres ve hiicre
fonksiyonunun bozukluguyla iliskilendirilmektedir (Askwith et al. 2009) Hiicrenin sitozoliinde
bulunan AR, ortalama 36 kDa olup, aminoasit sayis1 325°dir. (Tiirkes et al. 2019; Kumar and
Reddy 2007). AR enzimi, aminoasitlerin o/ (8 o ve 8 B bulunmaktadir) katlanmasiyla
meydana gelen fi¢1 yapisindadir ve substrat baglanma bolgesi 3 kivrimlarinin son kisminda
bulunan karboksi terminal ucunda bulunmaktadir (Bohren et al. 2005; Wilson et al. 1992). AR,
genis bir substrat spesifikligi sergilemekte ve metabolik hastaliklarla iliskili endojen substratlar
arasinda, sorbitol, galaktitole doniistiiriilen glukoz ve galaktoz bulunmaktadir. Ayrica AR igin
miikemmel substratlar aldoheksozlardan tiiretilen reaktif sekerler ve triozlardir (Vander et al.
1995). Normal sartlar altinda yiiksek orandaki kismi hekzokinaz enzimi araciligiyla fosforile

edilmekte ya da pentoz fosfor icin substrat olarak kullanildigindan glikozun az bir bolimii
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poliol yoluyla metabolize edilmektedir. Hiperglisemi ile poliol yolagindan gegen glukoz akisi
oldukca artmaktadir (Cheng et al. 1986).

o Heliks yapt B- Diiz zinar yapt

Sekil 10. Aldoz rediiktaz enziminin temel yapis1 (Costantino et al. 1999).

Kataraktogenez

T

Membran Hasar

T

Elektrolit Dengesizligi

T

Ozmotik Stres

Aldoz Rediiktaz T
Glukoz ﬁ} Sorbitol /\ P  Fruktoz
+ ~ ¢
NADPH NADP NAD NADH

—

Redoks Dengesizligi Inorganik Fosfat ve

ATP Seviyesinde Azalma

v '

Oksidatif Stres
Biyosentez Yolaklarinin
¢ inhibisyonu
Reaktif Oksijen Tirleri

v

Hiicre Proliferasyonu, Apoptoz, Doku Hasari

v

Néropati, Nefropati, Retinopati,
Vaskller Komplikasyonlar, Kataraktogenez

Sekil 11. AR ve SDH enzimlerinin diyabetik komplikasyonlarla iligkisine genel bakis
(Srivastava et al. 2005).
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AR, kataraktogenez, nefropati, retinopati ve néropati gibi diyabetik komplikasyonlarda
anahtar rol oynayan poliol yolunun ilk ve hiz kisitlayici enzimidir (Kato et al. 2009). AR
enziminin inhibitdrleri, poliol sentezindeki ilk basamagin katalizorii olmasindan kaynakli
olusan bu komplikasyonlarin 6nlenmesi i¢in miihim bir terapotik ajan potansiyeli olarak
diistiniilmektedir. Diyabet hastalariin yasam kalitelerini arttirabilmek i¢in yeni inhibit6r
arastirmalarinin yapilmasi kaginilmazdir (Ziegler 2004). Bu sebeple, AR katalizoriinii daha iyi
anlamak ve diyabet iligkili dokularda sorbitoliin sentezini engelleyebilmek i¢in terapotik
stratejiler gelistirilmeye calisilmaktadir. Enzim seviyesinin, diyabetik komplikasyonlarin hedef
dokularinda daha yiiksek miktarda olmasi, bu durumlarin olusumundan AR’nin sorumlu
oldugunu isaret etmektedir (Tanimoto et al. 1998). AR enziminin aktif kismi, a, f katlanmasi

ile meydana gelen fi¢1 yapinin karboksil terminalinde bulunmaktadir.

Genellikle inhibitdrler, piridin halkasina yakin olan polar bas kisima baglanmaktadirlar

ve muhtemel aromatik ve apolar kalintilar olusturmaktadir (Petrash, 2004).

SDH enzimi

SDH, dehidrogenaz/rediiktaz protein ailesine mensup bir oksidorediiktazdir. SDH
enzimi hiperglisemi gelistiginde aktiflesen mikrovaskiiler ve makrovaskiiler gibi diyabetik
komplikasyonlarin olusumunda 6nemli olan bir enzimdir (Obrosova et al. 1999; Nishikawa et
al. 2000; Chu-Moyer et al. 2002; Amano et al. 2003). Bu baglamda diyabetin g¢esitli
komplikasyonlarinin azaltilmasi ve tedavi i¢in kullanilabilecek ilaglarin gelistirilmesi amaciyla
onem tagimaktadir. Karbonhidratlarin poliollere indirgenmesi ve karsilik gelen ters
reaksiyonlar, ¢ok farkli kaynaklardan gelen bir takim enzim tarafindan katalize edilmektedir.
SDH (L-iditol: NAD* oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14) “in sistematik ismi L-Iditol’diir. (Lindstad
et al. 1994). SDH, ¢esitli dokularda gosterilmis ve tetramer olmak {izere alt birimi basina bir
¢inko iyonu igermektedir ve insan SDH enziminin tiim alt birimleri katalitik aktiveye sahiptir
(Eklund et al. 1985). Her biri 356 kalint1 ve tek ¢inko (Zn) atomundan olusan yaklasik 37 kDa
alt birimi ile 155 kDa'lik bir tetramerik molekiildiir (Jeffery et al. 1984; Jeffery et al. 1981).
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Sekil 12. insan SDH enzimin yapis1 (Pauly et al. 2004).

Cesitli dokulardaki sorbitol birikimi diyabet iliskili olusan komplikasyonlar ile
iliskilendirilmektedir. SDH aktivitesinin yiikselmesi ile meydana gelen NADH, NADH-
oksidaz (Nox) enziminin katalizledigi reaksiyonla serbest oksijen radikalleri (ROS) olugmasina
sebep olmaktadir (Tesfamariam 1994; Morre et al. 2000). ROS‘lar gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz enziminin inhibe olmasina, AR enzim aktivitesi artisina ve poliol yoluna daha
¢ok glukozun girisine neden olmaktadir (Stevens et al. 2000). SDH enziminin aktivasyonu,
dokular lizerinde zararl1 bir etkiye sahip olan artan sorbitoliin uzaklagtirilmasini saglamaktadir
(Cameron et al. 1997; Kador et al. 1998). AR inhibitorii ve SDH aktivatoriiniin eszamanli
kullanimi, sorbitol birikimine daha etkili bir ¢6ziim saglayabilmekte, boylece diyabetik
komplikasyonlar igin etkili bir tedavi olasihigini arttirabilmektedir. SDH, koenzim olarak
NAD™ 1 kullanarak bir alkol olusumu olan ve hidrofilik 6zellik gosteren sorbitolun fruktoza
oksidasyonunu katalizlemektedir. (Jeffery et al. 1984; Jornvall et al. 1984). SDH’in katalitik
kisminda bir H20 ve His69, Glu70, Cys44 ile iligkili olan ¢inko atomu mevcuttur (Pauly et al.
2003).
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Sekil 13. SDH enziminin aktif bolgesindeki ¢inko iyonunun koordinasyonu (Johansson et al.
2001).

SDH, karaciger, beyin, goz lensleri ve eritrositler dahil olmak {izere biitiin memeli
dokularda neredeyse her yerde eksprese edilmektedir. Diyabetik komplikasyonlarin ortaya
cikmasindaki rolinden dolayr biiyik 1ilgi goérmektedir (El-Kabbani et al. 2004).
Hiperglisemiden kaynaklanan komplikasyonlar arasinda ndropati, retinopati ve nefropati ile
kalp hastalig1 ve inme gibi kardiyovaskiiler problemler yer almaktadir (Jedziniak et al. 1981;
Costantino et al. 1999). Sorbitoliin SDH yoluyla fruktoza oksidasyonu, sitozolik NAD*/NADH
oraninda bir azalmaya sebep olmaktadir. Normal kosullarda, bu redoks dengesi, piruvatin
laktata indirgenmesiyle korunmaktadir. Bununla birlikte, hiperglisemik kosullarda, NADH
seviyelerindeki biiytik artis, gliseraldehit-3-fosfattan 1,3-bifosfogliserat liretimini inhibe ederek
(Ross et al. 1966) NAD®' rejenerasyonunu yavaslatmakta ve glikoliz yolunu
etkileyebilmektedir. Nihayetinde glikozun poliol yoluna daha fazla kanalize edilmesi, sitozolik
NAD*/NADH oranini azaltmaktadir, bu da viicutta pentoz fosfat dongiisii ve trikarboksilik asit
(TCA) dongiisti gibi cesitli siiregleri etkileyen bir olaylar zincirini baslatmaktadir. NAD*
diizeylerindeki azalma, damar gecirgenliginde ve ayrica glukoz ve lipid metabolizmasinda

degisikliklere yol agabilmektedir (Jeffery et al. 1983).

a - Glukozidaz

a-Glukozidaz enzimi karbonhidrat metabolizmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Taslimi et
al. 2017). Mikroorganizmalar tarafindan nisastanin pargalanmasi1 o-glukozidaz ile
gerceklestirilmektedir. a-glukozidazlar genelde transglukozilasyon aktivitesine sahip ve geri

dontisimlii olarak bilinmektedirler a-Gukozidik baglarin hidrolizini katalize etmektedirler
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(Truscheit et al. 1981) ve nisasta pargalanmasinin son basamagini katalizlemektedirler. o-
glukozidaz enzimleri lokal olarak ince bagirsagin fircamsi yiizey tabakasinda bulunmaktadirlar.
a-glukozidazlar  oligo ve  disakkaridleri  monosakkaridlere  parcalamaktadirlar.
Monosakkaridlerde bagirsak duvarindan emilip kana ge¢mektedirler. a-glukozidaz enzim
inhibitorleri bu enzimleri yarismali olarak inhibe etmektedirler. Bilinen miihim a-glukozidaz
enzimleri glukoamilaz, sukraz, maltaz, izomaltaz, laktazdir (Tatar 2007). Ortalama %10 ila
%30 degerinde amiloz ve %70 ile %90 degerinde amilopektin polimerlerinde olusmaktadirlar.
Amiloz 6000 D- glukoz molekiiliiniin a-1,4 glukozidik bag araciligiyla baglanmasi sonucu
meydana gelen diiz zincirler bulunduran bir polimerdir ve amilopektin polimeri ise o-1,4
glukozidik bagi vasitastyla bagli olan 10- 60 kadar glukoz molekiiliiniin bulugmasiyla
olusturdupu kisa diiz zincirler ve yine bu zincirlere a-- 1,6 glukozidik bag ile baglanmis 15-45
kadar glukoz molekiiliinden meydana gelmektedir. Enzimin molekiil agirlig: 30 ile 102 kDa
arasinda degismektedir (Coleri 2007; Maarel et al. 2002). a- Glukozidazlar (E.C.3.2.1.20, a-
D-glukozid glukohidrolaz, ekzo-a-1,4- glukozidaz) nisasta yapisi D-glukoz monomerlerinden
meydana gelen bir polisakkarit olup, amiloz ve amilopektinin par¢alanma {iriinleri olan kisa
zincirli oligosakkaridlerdeki a-1,4 glukozidik baglarini hidroliz ederek parcalayan serbest
glukoz birimleri meydana getiren enzimlerdir ve primer yapilarindaki farklilar nedeniyle
birbirinden ayrilan 13. ve 31. a- Glukozidaz olmak iizere iki familyaya ayrilmaktadirlar (Piller
et al. 1996; Henrissat et al. 1995; Henrissat et al. 1993). Substratlari, 6zgiinliiklerine baglh
olarak -oligo- ve polisakkaritlerdir. a-Glukozidazlar bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda her
yerde bulunan hidrolazlardir. a-glukozidazlar 6zellikle ekzo tipi hidroliz reaksiyonu ile
substratin rediikleyici olmayan terminal ucundan her seferinde bir D-glukoz molekiiliini
serbest birakmaktadirlar (Taslimi et al. 2017). Bu baglamda diyabet hastalarinin tedavisi i¢in
polisakkarit molekiilleri hidrolize eden ve bunlart monosakkarite doniistiirebilen enzimlerin
inhibisyonu c¢alismalar1 dikkat cekmektedir. Gilincel olarak bir¢ok sektorde kullanildig: tizere
ozellikle saghk sektorii, temel enzimolojik c¢alismalar, nisastanin islenmesi ve
oligosakkaritlerin sentezi gibi 6nemli endiistriyel protokollerde termostabil a-glukozidazlar ile
oldukga fazla ilgilenilmektedir (Cdleri 2007). (Truscheit et al. 1981).
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Sekil 14. a-Glukozidaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 (Lin et al. 2019).
Acil Tiyoiire bilesikleri

Genel olarak R1IR2N—C(S)-NR1R4 molekiil formiilii ile gosterilebilen tiyoiire tiirevi
bilesikleri, azot atomlar1 tizerindeki ikame derecesine bagli olarak mono-, di-, tri- veya tetra-
stibstitlientli tiyotire tiirevleri olabilmektedir. 1-(ag¢il/aroil) siibstitiie tiyoiire tiirevi bilesikler ise
tire ¢ekirdegine bagl bir karbonil grubunun varligina isaret etmektedir. Bu molekiil sinifinin
ilk ornegi olan CH3C(O)NHC(S)NH: bilesigi yaklagik bir asirdan beri bilinmektedir.
Siibstitiisyon genellikle 1-(agil/aroil)-3-(monosiibstitiie) ve 1-(agil/aroil)-
3,3(distibstitiie)tiyoiire tiirevlerini veren ikinci azot atomunda olmaktadir. Agil/aroil tiyotire
tiirevi bilesiklerin genel olarak molekiil formiilii RiC(O)NHC(S)NR2R3 seklindedir.
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\ﬁ/ (1) -
|
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Sekil 15. Acil Tiyotire molekiil yapisi

Son yirmi yilda 1,3-distibstitiie tiyolirelerin sentezi ve bu bilesiklerin ila¢ kimyasi,
koordinasyon kimyasi, analitik kimya, malzeme kimyasi gibi pek ¢ok disiplinde uygulamalari
ile ilgili caligmalar ¢ok yogun bir sekilde gerceklesmistir. 1-(Agil/aroil)-3-siibstitiie tiyoiireler,

her azot atomunda bir tane olmak iizere iki serbest hidrojen atomunun bulunmasi nedeniyle ¢ok
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cesitli heterosiklik bilesiklerin sentezi i¢in ara iiriin olarak kullanilarak tiyazol, tiyohidantoin
vb. gibi ¢ok Onemli farmakofor gruplarin sentezinde kullanilmalari, bu tiir bilesiklerin ilag

kimyasinda dnemli bir yere gelmesine de katki saglamistir (Nural et al. 2018; Ersen et al. 2017).

Ayrica, agil/aroil tiyoiirelerin molekiiler yapilarinda bulunan karbonil ve tiyokarbonil
gruplar1 bu bilesiklerin ¢ok cesitli metal iyonlar1 ile koordinasyon bilesikleri olusturmalarina
katki saglamaktadir. Koch 2001 yilinda 1-(agil/aroil)-3-(alkil)- ve 1-(agil/aroil)-3,3-(dialkil)-
tiyotirelerin, Ozellikle platin grubu metallerle yaptiklar1 koordinasyon bilesikleri iizerinde
yogun ¢alismalar yapmistir. Son yillarda, tiyoiire ligandlarina sahip ¢esitli metal kompleksleri
cevresel kontrolde kullanilan faydali ara maddeler olarak ve iyon segici elektrotlarda (ISE'ler)
iyonoforlar olarak, (Otazo-Sanchez et al. 2001 ve Wilson et al. 2001) kullanimlarina ek olarak
acil tiyoiire ligandlarinin da hem saglik hem de ¢evre i¢in 6nemli anyonlar olarak kabul edilen
floriir ve siyaniir gibi pek ¢ok anyonun tayinlerinde kemosensor olarak kullanimlar1 da (Gemili
et al. 2018) yogun bir sekilde ¢alisilmigtir. Agil/aroil tiyoiire tiirevi baz1 metal komplekslerin
floresans ozellik gosterdigi ve metal siilfit nanopartikiiller i¢in prekursor olarak fonksiyon
gosterdikleri de literatiirde yer almaktadir (Semeniuc et al. 2010; Afzaal et al. 2010, Bruce et
al. 2007). Bu tiir bilesiklerde ¢ok fazla sayida X-igin1 kristal yapilarinin mevcudiyeti son
yillarda ilag kimyasinda ki 6nemini artirmistir (Saeed et al. 2014). Bu nedenle, yiiksek verimli
ilag benzer ozellikleri optimize etmek icin yapi-aktivite iligkisi analizleri yapilabilir. Bir dizi
salisilik asit-tiyotire tlirevi bilesigin, floriir iyonu gibi biyolojik olarak 6nemli anyonlar igin
secici ve hassas bir sekilde tayinlerine imkéan veren kemosensorlerin gelistirildigi de literatiirde
rapor edilmistir (Li et al, 2012). Bununla birlikte, a¢il/aroil tiyoiire tiirevi bilesiklerin antikanser
(Koca et al. 2016; Koca et al. 2013) antibakteriyel, antifungal (Ersen et al. 2017; Gemili et al.
2017) ve analjezik (Shoaib et al. 2014) gibi genis spektrum farmakolojik aktiviteler
gosterdikleri literatiirde mevcuttur. Bununla birlikte, baz1 polisiibstitiie a¢il tiyotire tiirevlerinin
gliclii influenza virisii inhibitor 6zelligi gosterdigi bilinmektedir. Bir grup (Anchoori et al.
2008), iire ve tiyotire bilesiklerinin kanser hiicrelerinin tedavisi i¢in ajanlar olarak kullanimini
kapsaml1 bir sekilde ¢alismis ve bu bilesiklerin mitotik durmaya ve nihayetinde hiicre 6liimiine

neden olan mikrotiibiil diizenegine miidahale etme yeteneklerinin oldugu bildirmistir.

Deneysel calismamizda kullandigimiz 6nceden sentezlenmis Acil tiyoiire bilesikleri
potansiyel olarak nanoteknolojik ¢alismalar, ilag gelistirme ¢alismalari, ilag hammaddesi olarak
kullanim ve biyolojik calismalara kadar yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir. Ayrica, son
yillarda 1,3-di- substitide edilmis tiyoiirelerin uygulamalarinin sentezinde esi goriilmemis bir
artis gorlilmektedir. Bu bakimdan sentezlenmis bu bilesiklerin diyabet ile poliol yolu

iliskisinden otiirii diyabetik ¢alismalarda oldukga fazla kullanilan AR, SDH, ve karbonhidrat
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par¢alanmasinda oldukg¢a 6nemli bir rol oynayan a-glukozidaz enzimleri iizerine inhibisyon
calisilmamis olmasi ve bu bilesiklerin diyabette yer alan enzimler {izerine inhibisyon etkilerinin
6n deneme calismalar1 sayesinde tespit edilmesiyle, bu tiirevlerin potansiyel bir diyabet 6nleyici
ajan ve ilag gelistirmede belirli bir potansiyele sahip olabilecekleri diisiincesi ile boyle bir

calisma yapilmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Teze Genel Bakis

DM, dogrudan insiilin direncinden, yetersiz insiilin sekresyonundan veya asir1 glukojen
sekresyonundan temel alan hiperglisemi ile karakterize edilen bir grup fizyolojik fonksiyon
bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Diyabet iki sinifa ayrilmaktadir. Tip 1 Diyabet (T1D),
pankreas beta hiicrelerinin harabiyeti sonucu meydana gelen otoimmiin bir hastaliktir.
Prevalans1 daha yiiksek olan Tip 2 Diyabet (T2D), islevsiz pankreas beta hiicresi ile insiilin
direncinin birlesimi sonucu artan bozulmus glukoz regiilasyonu sonucu meydana gelmektedir
(Lewis et al. 2014, Ignatavicius and Workman, 2016). Diyabet komplikasyonlar iki kategoriye
ayrilmaktadir (WHO 2013). Mikrovaskiiler komplikasyonlar kii¢iik kan damarlarinin hasar
gormesinden kaynaklanmaktadir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar ise bobrek hasarina
(nefropati) sebep olarak bobrek yetmezligine yol agmaktadir; korliige yol acan retinopati ve
enfeksiyonlara ve ampiitasyonlara neden olabilen iktidarsizlia ve diyabetik ayak
rahatsizliklarina, ndropatiye neden olmaktadirlar. Makrovaskiiler komplikasyonlar, daha biiyiik
kan damarlarmma verilen hasardan kaynaklanmaktadirlar. Makrovaskiiler komplikasyonlar
inme, kalp krizi ve bacaklara kan akisi yetersizligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklart

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

Poliol yolu bazi diyabetik komplikasyonlarda 6nemli role sahip olan ve hiicresel
toksisiteyi aciklayan en 6nemli mekanizmadir. Kan glukoz seviyesinin yiikselmesiyle poliol
yolu aktiflesmekte ve hiicrede birtakim birikimler meydana gelmektedir (De la Fuente et al.
2003). Poliol yolunun ilk enzimi olan AR diyabetik komplikasyonlarin patofizyolojisinde rol
oynamakta ve poliol yolunun hiz belirleyici enzimidir. AR enzimi bu sebeple diyabetik
komplikasyonlar1 engelleyebilmek ve tedavi edebilmek amaci ile dnemli bir terapotik ajan
potansiyeli tasimaktadir (Lucia et al. 2021). SDH enizimi ise poliol yolunun ikinci enzimi olup
koenzim olarak NAD™i kullanan ve sorbitol ile fruktoz arasindaki doniisiimlii oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonunu katalizleyen bir metalo enzimdir (Linstand et al. 1994). SDH enzimi
de diyabet iliskili komplikasyonlarin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. a-Glukozidazlar
diyabet hastalarinin tedavisi ve Onlenmesi i¢in polisakarideomolekiilleri hidrolize eden ve
bunlart monosakkarite doniistiirebilen enzimlerin inhibisyon c¢aligmalar1 dikkat ¢ekmektedir

(Taslimi et al. 2017).
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Agil tiyotire tiirevleri, gliniimiizde giderek 6nemli hale gelmektedir. Tiirevlerin bazilari
mantar oldiirlicii, antiviral, antimikrobiyal (Saced et al. 2009) parazit 6ldiiriicii (Miiller et al.
2009), antitiimoral (Faidallah et al. 2012), hasere oldiiriici (Wang et al. 2005; Duan et al. 2010)
ajan olarak kullanilmaktadir. Bazilari ise HIV inhibisyon aktvitesi gostermektedir (You et al.
2011).

Literatiir Ozeti

AR, glikozu poliol yolunda sorbitole doniistiiriir. Diyabetik komplikasyonlar1 6nlemek
icin 6nemli bir enzimdir. Demir ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada, bromofenol tiirevlerinin
AR, oa-glukozidaz ve a-amilaz enzimleri iizerindeki inhibitdr etkilerini incelemislerdir.
Bromofenol serilerinde, bilesik 1f’nin, £0,01 uM K degeri ile AR'ye karsi maksimum
inhibisyon etkisi gosterirken, bilesik 1d’nin, 1,13 + 0,99 uM K degeri ile AR'ye kars1 en diisiik
inhibisyon etkisini gosterdigini bulmuslardir. Ek olarak, enzim olarak domuz pankreasindan
elde edilen a-amilaz ve Saccharomyces cerevisiae'den elde edilen a-glukosidaz enzimi
kullanmiglardir. Bu ¢alismada, tiim bilesikler a-glukosidaz enziminin inhibisyonu i¢in test
edilmis ve bu bilesiklerin a- glukosidaza kars1 43,62 +5,28 ila 144,37 +-16,37 nM araliginda K;
degerleri ile etkili inhibisyon profilleri gosterdigini belirlemislerdir. Ayrica bu bilesikler, 9,63-
91,47 nM araliginda ICso degerleri ile etkili bir inhibisyon profili belirleyen a-amilaz enzimine
kars1 test edilmistir. Bu bilesiklerin, antidiyabetik ajanlar olarak AR, -glukosidaz ve a-amilaz

enzimlerinin se¢ici inhibitorleri olabilecegi belirtilmistir (Demir et al. 2018).

Caglayan ve arkadaglari, sicanlarda sodyum arsenit kaynakli farkli organ toksisitesi
tizerine hesperidin'in antidiyabetik ve antikolinerjik potansiyeller olarak metabolik enzimler
tizerindeki etkilerini arastirmistirlar. a-Gly, biitirilkolin esteraz (BChE), asetilkolin esteraz
(AChE) sicanlarin beyin, kalp, karaciger, testis ve bobrek dokularindaki enzim aktiviteleri
kontrole kiyasla HSP, SA, SA+HSP-100 ve SA+HSP-200 verilen sicanlarin testis, karaciger ve
kalp dokularinda CA aktiviteleri 6nemli olglide azaldigr gosterilmistir (p<0,05). Karaciger
dokusunda tiim gruplarda verilen AChE ve BChE enzim aktiviteleri 6nemli 6l¢iide azaldigi
ortaya konmustur. Tiim dokularda, tim gruplarda verilen a-Gly aktivitesi azaldig: belirtilmistir.
Mevcut ¢alismada, AR enzim aktivitesi, standart ile karsilastirildiginda tiim gruplarin testis,
beyin ve kalp dokularinda 6nemli Sl¢iide azaldigr bildirilmistir (p<0,05). Sicanlarin HSP
gruplarinin bobrek ve karaciger dokularinda PON1 enzim aktivitesinin kontrole gore anlamli

olarak arttig1 ve SA gruplarinin azaldig tespit edilmistir (Caglayan et al. 2019).
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Tiirkes ve arkadaglart AR inhibisyonunun diyabetik komplikasyonlarin &niine
gecebilmek amaci ile yaptiklarr ¢calismada, AR enzimi koyun bobreginden basit yontemlerle
saflagtirmis ve bazi kalsiyum kanal blokerleri ile enzim arasindaki etkilesimleri belirlemistirler.
Kalsiyum kanali blokerlerinin (sinnarizin, nilvadipine, amlodipin besilat, nifedipin, isradipin,
ve nitrendipin), AR enzimi tizerine I1Cso degeri 5,87-8,77 uM araliginda; K; degerleri 2,07 +
0,72-5,62 + 1,53 uM araliginda bulunmustur. Kalsiyum kanal blokerleri farkli inhibisyon
mekanizmalar1 gdstermistir. Isradipin ve nitrendipin disindaki tiim c¢alhisilan bilesiklerin
yarismali inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Bu ilaglar arasinda, sinnarizin en giiglii AR
inhibitori oldugu (Ki: 2,07 + 0,72 uM) ve diyabetik komplikasyonlarin tedavisinde ve/veya
onlenmesinde faydali olabilecegi gosterilmistir (Tiirkes et al. 2019).

Demir ve arkadaslari AR’nin basit kromatografik yontemlerini kullanarak koyun
karacigerinden saflagtiritlmasi ve Pirazolil-tiyazollerin ((3a R ,4 S ,7 R ,7a S )-2-(4-{1-[4-(4-
bromofenil)tiazol-2-il]-5-(aril) inhibitor etkileri -4,5-dihidro-1 H -pirazol-3-il}fenil)-3a,4,7,7a-
tetrahidro- 1H -4,7-metanoizoindol-1,3( 2H )-dion tiirevleri; (3a -i) AR ve a-glikosidaz
enzimleri tizerine etkileri arastirilmigtir. Tim bilesiklerin, AR ve a-glikosidaza karsi iyi bir
inhibitor etkisi gosterdigi ve bu bilesikler arasindan, bilesik 3d’nin, AR enzimine kars1 en iyi
inhibisyon profili ortaya koydugu tespit edilmistir. (Ki: 7,09 £ 0,19 uM) 3e’nin, diisiik
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Ki: 21,89 + 1,87 uM). Ayrica, biitiin bilesiklerin
a-glikosidaza karsida etkili inhibisyon profili gosterdikleri ve K degerlerinin 0,43 + 0,06-2,30
+ 0,48 uM araliginda oldugu belirlenmistir. Son olarak calismada, bilesiklerin AR ve a-
glikosidaza kars1 baglanma afinitelerini tahmin etmek i¢in molekiiler modelleme yaklagimlari

uygulanmistir ve molekiillerin ADME analizleri yapilmistir (Demir et al. 2020).

Aslan, AR ve SDH enzimlerini koyun karacigerinden saflastirmistir. AR enzimi;
homojenat hazirlanmasi, DE-52 Seliiloz iyon degisim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Sephadex
G-100 jel filtrasyon ve 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleri kullanilarak
%2,11 verimle ortalama 161,9 kat saflagtirmistir. SDH enzimi ise; koyun karacigerinden
homojenat hazirlanmasi, DE-52 Seliiloz iyon degisim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, CM-
Selilloz C-52 iyon degisim ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yontemleri
vasitastyla %0,53 verimle ortalama 9,07 kat saflastirmistir. Enzim saflik kontrolii ve alt
birimlerin molekiil kiitlelerini belirtmek amaciyla SDS-PAGE yapmis ve AR 38,82 kDa ve
SDH 37,74 kDa olarak tespit etmistir. Enzimlerin Ky ve Vmax degerlerini hesaplayarak yine bu
enzimler lizerine baz1 fenolik asitlerin etkileri saptamistir. Linewear-Burk grafikleri ve K;

sabitleri ve inhibisyon tiplerini belirlemistir. Calisilan bilesikler igerisinde kafeik asit
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bilesiginin Kij; 0,002 degeri ile kuvvetli bir AR inhibitori oldugu elagik asitin Kj; 0,045 degeri
ile giiclii bir SDH inhibitori oldugu sonucuna ulagsmistir (Aslan 2015).

Prostat kanseri kemoterapiye direngli oldugundan Aldo-keto rediiktaz 1C'nin (AKR1C)
ekspresyonu, cesitli kanserlerde ilag direnci ve hastalik ilerlemesi ile iligskilendirilmistir. Huang
ve arkadaslari, prostat kanserinde AKR1C ekspresyonu ile hastalik progresyonu arasindaki
iligkiyi arastirdiklar1 ¢calismada. 1996°dan 2005'e kadar prostat kanseri olan Cin kdkenli 86
hastadan; Amerika kokenli 31 hastadan &rnek toplamistirlar. Immiinohistokimyasal yontemler
ile, dokulardaki AKR1C2nin ekspresyonu degerlendirmistirler. AKRIC2'nin asiri
ekspresyonunun, prostat kanserinde hastaligin ilerlemesi ile iliskili oldugunu; 86 Cinlinin
77'sinde (%89,5) ve 31 Amerikan 6rneginin 28'inde (%90,3) asir1 eksprese edildigini ve
AKRI1C2'nin asirt ekspresyonunun, prostat kanserinde hastaligin ilerlemesi ile iliskili

bulundugu bildirilmistir (Huang et al. 2010).

Santos ve arkadaslari, o-glukozidaz inhibitorleri olarak ksantonlarin, etki
mekanizmalariin, deneysel prosediirlerinin ve yapi-aktivite iligkilerinin ¢alisildig literatiiriin
kapsamli bir incelemesi olan bu calismada 280'den fazla dogal ve sentetik tiirevi kapsayan
ksantonun analoglarin1 kullanmislardir. Bu ¢alisma diyabet i¢in ana terapétik hedeflerden biri
olan a-glukozidaz enzimine karsi potansiyel inhibitor etkisi arastirilmistir. Caligmada analiz
edilen yapilar ve bunlarin engelleyici profilleri arasindaki korelasyona derin bir anlayis
saglamak icin bir dizi QSAR modeli uygulanmis ve tartisilmistir. Calismanin sonucunda,
ksantonlar a-glukozidaz inhibitérleri olarak ayricalikli bir motife sahip heterosiklik bilesiklerin
bir sinifi oldugu ve yeni gelistirilmis anti-diyabetik ajanlarin arayisinda gelecekteki arastirmalar

icin Ozel ilgiyi hak ettigi bildirilmistir (Santos et al. 2018).

Bir dizi aminoresorsinol bilesiklerinin tiirevleri ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada,
sigan bagirsak a-glukozidaz inhibisyonu iizerine etkisi aragtirilmistir. Calismanin sonucunda 2-
aminoresorsinol giiclii bir a-glukosidaz inhibitér etkisi oldugu bildirilmistir (Gao and
Kawabata 2008).

Literatiirde tiyotiire bilesiklerinin 6zellikleri hakkinda cesitli ¢alismalarda mevcuttur.
Ornegin, yapilan bir calismada yeni 5,5-difenilpirolidin N- aroiltiyoiire tiirevlerinin ve
islevsellestirilmis bir heksahidro-1 H- pirolo[1,2- ¢ ] imidazoliin sentezi ve antimikrobakteriyal
aktivitesi calisilmis ve bu c¢alismada, bes yeni 5,5-difenilpirolidinden benzer sekilde
hazirlanmig, N-aroylthiourea tiirevlerinin stereoselektif yapilart sentezlenmistir. Cis-
heterosiklik tioiire tlirevleri sterokimya, tekli kristal X-1s1n1 kirinim ¢aligmalar ile karakterize
edilmistir. Bilesiklerin, Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve

Staphylococcus aureus’ a karsi antibakteriyel aktivitesi bildirilmistir. Acinetobacter baumannii
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ve E. Coli suslarina kars1 62,5-1000 pg/mL araliginda minimum inhibitér konsantrasyon
degerleri tespit edilmistir. Bilesiklerin antimikobakteriyel aktivitesi M. tuberculosis H37Rv
susuna kars1 tespit edilmistir ve tiim bilesikler, 80 pg/mL minimum inhibitoér konsantrasyon

degeri ile antimikobakteriyel aktivite sergiledigi bildirilmistir (Ersen et al. 2017).

Diger bir ¢alismada, yeni 4-metilbenzoil i¢eren 5,5-difenilpirrolidin N-aroiltiotireler, 2-
klorobenzoil, 2,4-diklorobenzoil ve 2-naftoil bilesikleri sentezlenlenmis ve yapisal analizleri
1H Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), 13C NMR, Kizil6tesi spektroskopi (FT-IR) yontemi,
kiitle spektrometrisi (MS) yontemi ve HRMS teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. 5,5-
difenilpirrolidin Naroyltiyoiire tiirevi bilesiklerinin asit ayrisma sabitleri Hyperquad bilgisayar
programi kullanilarak belirlenmistir. Bu baglamda 3b ve 3d bilesikleri icin iki asit ayrigma
sabiti elde edilmis ve N-H ve enol ile iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir. N-H, entiol ve enol
gruplari ile ilgili ve 3c bilesigi i¢in elde edilen dort asit ayrigsma sabiti N-H, enthiol, enol ve

karboksil gruplariyla iliskili olduklar1 tespit edilmistir (Nural 2017).

Antypenko ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada dokuz yeni asil tiyoiire sentezlemisler
ve sentezledikleri bilesiklerin safliklarini LC-MS spektrumlart ile dogrulamis ve her yapi
element analizi, IR, 1H ve 13C NMR spektrumlari ile aydinlatmistirlar. Antifungal
potansiyellerinin bir in vitro taramasini yaparak, ti¢ madde (3, 5 ve 6) fitopatojenik 6neme sahip
11 mantar ve 3 Phytophthora susuna karsi yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ilag
benzerligi, lipofilisite degerlendirmesi olarak Salmonella ters mutajenite testi ile gen
toksisitesinin analizi ve sinir molekiiler orbitallerinin hesaplamalarin1 yapmistirlar. Molekiiler

kenetleme ve yapi-aktivite iliskisini ortaya koymusturlar (Antypenko et al. 2019).
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MATERYAL VE METOD

Materyal

Tez caligmasinda kullanilan enzimlerden, AR ve SDH koyun bébreginden saflastirilarak

elde edilmis ve ¢ a-glukozidaz ise ticari olarak temin edilmistir.

Cahsmalarda Kullanilan Cihazlar

Tablo 1. Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 Siemens
Spektrofotometre Beckman Coulter DU 730
pH metre Thermo Orion Star A211
Hassas terazi Denver

Elektroforez tanki Biorad

Sogutmali santrifiij Hermle Z323 K
Peristaltik pompa Ismatec

Otomatik pipet Eppendorf

Magnetic karistirici lka C- Mag HS7
Calkalayici Ika

Saf su cihazi Merck

Giig kaynagi Bio Rad Power Pac 3000

Onceden sentezlenmis olan acil tiyoiire tiirevi bilesikler

(2a): Dimetil 1-((4-metilbenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat
(Nural 2017)

(2b): Dimetil 1-((4-tert-butilbenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-
dikarboksilat (Ersen et al. 2017)

(2¢): Dimetil 1-((4-metoksibenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-
dikarboksilat (Ersen et al. 2017)

(2d): Dimetil 1-((2-naftoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat (Nural
2017)

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

(29): Dimetil 1-((2,4-diklorobenzoil)karbamotiyol)-5,5-difenilpirolidin-2,4
dikarboksilat (Nural 2017)

ph Ph S o Ph Ph S o ph Ph S o
A A A
H H H
MeO,C MeO,C MeO,C
Me OMe
2b

CO,Me CO,Me CO,Me

2a 2c

Ph Ph i o) Ph Ph jj\ o) cl Ph Ph )SJ\ o
N N N N N N
H H H
MeO,C MeO,C MeO,C |
CO,Me O CO,Me CO,Me c
2d - 2f

ph Ph S

)J\ o) cl
N N
H
MeO,C
cl

Co,Me
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Sekil 16. Acil tiyoiire tiirevi bilesiklerin agik yapilart (Nural 2017; Ersen et al. 2017)
Cahismada kullanilan kimyasal maddeler

Tablo 2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici
Firma

Trihidroksimetilaminometan ~ (Tris),  Sodyumtiyosiilfat, ~ Glutaraldehit,
N,N,N,N’tetrametiletilendiamin(TEMED),  Guaiakol, Hidrojen peroksit,
Formaldehit, Sodyum Kkloriir, N,N'-metilen bisakrilamid, Standart serum

albumin, Coomassie brillantblue G-250, Etanol, Coomassiebrillantblue R-250, Cﬁ:e%ni]?al

Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Akrilamid, Sodyum karbonat, Sodyum bikarbonat, Compan

Brom timol mavisi, Gliserol, Metanol, Diklorometan, Etil asetat, Diyaliz torbasi, pany

sodyum fosfat, potasyum fosfat, NADP*, NADPH, sorbitol, DL-gliseraldehit, -

merkaptoetanol, glisin, kolon materyalleri

Hldroklorlk asit, Fosforik asit, Glimiis nitrat, Sodyum siilfat, Siilfirik asit, E Merk AG

Izoproponal

Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit (TCA) Riedel de
Haen
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Metod
Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi
Aldoz Rediiktaz enziminin aktivite olgiimii icin gerekli olan ¢ozeltiler:

pH=5, 5 olacak sekilde 100 mM Na-fosfat tampon ¢ozeltisi igin : 6 g NaH2POg tartilip
40 ml saf su ile ¢ozilmiistiir, pH=5,5'e ayarlanmis ve saf su ile toplam hacim 50 ml olacak

sekilde tamamlanmustir.
0,11 mM NADPH cozeltisi i¢in: 0,009 g NADPH tartilip 10 ml saf su ile ¢oziilmuistiir.

4,7 mM DL-gliseraldehit ¢ozeltisi i¢in: 0,0105 g DL-gliseraldehit tartilip 5 ml saf su ile

¢Ozilmiistiir.

Sorbitol Dehidrogenaz enziminin aktivite ol¢iimiinde gerekli olan ¢ozeltiler:

pH=9,9 olacak sekilde 71,5 mM Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi igin: 1,08 g Glisin 180
ml saf su ile ¢oziilmustir. 1 M NaOH ile pH=9,9 ayarlanmasinin ardindan saf su ile toplam

hacim 200 ml ye tamamlanmastir.

4,7 mM B-NAD" ¢ozeltisi i¢in: 0,031 g B-NAD™ alinmis 10 ml 71,5 mM Glisin/NaOH

tampon ¢ozeltisi i¢cin (pH=9,9) igerisinde ¢Oziilmiistiir.

100 mM sorbitol ¢ozeltisi icin: 0,091 g sorbitol alinip 5 ml 71,5 mM Glisin/NaOH

tampon ¢ozeltisi i¢cin (pH=9,9) igerisinde ¢Oziilmiistiir.

a-glukozidaz Enziminin Aktivite Olgiimlerinde Gerekli Olan  Cézeltilerin
Hazirlanmasi

Sodyum Fosfat Tamponu (Aktivite d6lgmesi i¢in, 0,1 M): 5,99 g sodyum fosfat
tartilmigtir ve 450 mL distile su igerisinde ¢oziinmiistiir. pH's1 6,9'a ayarlanip daha sonra distile

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

5 mM’lik 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin:
37,6 mg ilgili olan substrattan tartim yapilip 0,1 M'lik 25 mL fosfat tamponundan ¢oziilerek

hazirlanmastir.

AR enziminin saflastirilmasi icin gerekli olan ¢ozeltiler:

Homejanat tamponu: pH=7,4 olacak sekilde 10 mM Na-fosfat tampon ¢ozeltisi igin:
1,2 g NaH2PO4 tartilip 900 ml saf su ¢ozllmiistiir. pH=7,4'e ayarlanip saf su ile toplam hacim

1000 ml’ye tamamlanmuistir.
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Diyalizinde tamponu: pH=7,4 olacak sckilde 5 mM B-Merkaptoetanol ihtiva eden 10
mM Na-fosfat tampon ¢dzeltisi i¢in:1,2 g NaH2POg tartilip ortalama 900 ml saf su igerisinde
¢oOziilmiistiir ve 72 pl B-Merkaptoetanol eklenmistir. pH= 7,4'e ayarlanip daha sonra saf su ile

toplam hacim 1000 ml olacak sekilde tamamlanmuistir.

DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve
afinite kromatografisi yonteminde gerekli olan tampon: pH=7,4 olacak sekilde 10 mM Na-
fosfat tampon ¢ozeltisi ig¢in: (DEAE-Sephadex iyon degisim kolonunun dengelenmesi ve
yikanmasi gayesiyle hazirlanan tampon ¢ozeltisi): 1,2 g NaH2POg tartilip ortalama 900 ml saf
su ile ¢Oziilmiistiir. pH= 7,4'e ayarlanip daha sonra ise saf su ile toplam hacim 1000 ml’ye

tamamlamistir.

SDH enziminin saflastirilmasi icin gerekli olan ¢ozeltiler:

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

saf su ile ¢6ziilmiis, pH=7,0'a ayarlanip daha sonra saf su araciligiyla toplam hacim 100 ml’ye

tamamlanmustir.

Diyaliz tamponu: pH=7,9 olacak sekilde 5 mM KH,PO4 tampon ¢ozeltisi i¢in: (1 mM
B-merkaptoetanol igeren), 0,34 g KHoPO4 yaklasik 450 ml saf su ile ¢6ziildi. 1M NaOH ile
pH=7,9'a getirildikden sonra igerisine 36 ul B-merkaptoetanol katilarak, son hacim saf su ile

500 ml'ye tamamlandi.

DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisinde kullanilan tampon: pH=7.9
olacak sekilde 5 MM KH2PO4 tampon ¢ozeltisi i¢in: 0,68 g KH2PO4 ortalama 900 ml saf su ile
¢ozilmistiir. 1M NaOH araciligiyla pH=7,9'a ayarlanip daha sonra saf su ile en son hacim 1000

ml’ye tamamlanmaistir.

CM-Seliiloz C-50 iyon degisim kromatografisinde gerekli olan tampon: pH=6,2
olacak sekilde 5 MM KH2PO4 tampon ¢ozeltisi i¢in: 0,68 g KH2PO4 ortalama 900 ml saf su ile
¢ozilmiistiir. IM NaOH araciligiyla pH=6,2'ye ayarlandiktan daha sonra saf su ile son hacim

1000 ml'ye tamamlanmustir.

Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan tampon: pH=7,0 olacak sekilde 50 mM
KH2PO4 tampon ¢ozeltisi (Kolonun dengelenmesi igin ve eliiSyon isleminde kullanilmasi igin
gerekli olan ¢ozelti); 6,8 g KH2PO4 yaklasik 900 ml saf su ile ¢6ziildii. 1 M NaOH ile pH=7,0'ye

getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml'ye tamamlanacak sekilde tamamlandi.

30



Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cozeltiler:

50 mg Bradford yontemi igin gerekli olan coomassie brillant blue G-250, 25 ml %95°lik
etanol i¢inde ¢Oziilmiistiir. Bu ¢ozelti icerisine %95°lik 50 ml fosforik asit eklenmistir. Cozelti

saf su ile var olan hacmi 500 mL tamamlanmuistir.

Standart serum albumin ¢6zeltisi i¢in (1 mg/ml; protein tayini i¢in gerekli olan ¢ozelti):

1 mg standart serum albuminin 1 ml saf su ile ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

pH=8,8 olacak sekilde 1M Tris-HCI : 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilip 80 ml saf su ile
¢oziilmiistiir, IM HCI ilavesiyle pH=8,8'e getirilip daha sonra saf su ile toplam hacim 100 ml

olacak sekilde tamamlanmuistir.

pH=6,8 olacak sekilde 1 M Tris-HCI : 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilip 80 ml saf su ile
¢ozilmistir, IM HCI ilavesiyle pH=6,8'e getirilip daha sonra saf su ile son hacim 100 ml'ye

tamamlanmugtir.

%30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢6zeltisi i¢in: 0,4 g bisakrilamid ve 15 g akrilamid
ve 34,6 g saf su karistirilip ¢ozlilmiistiir.

%10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi i¢in: 1 g amonyum persiilfat maddesi tartilip saf

su araciligryla 10 ml'ye tamamlanmigtir
%10’luk SDS i¢in: 1 g SDS, 9 g saf su igerisinde ¢oziilmiistiir.

Yiirtitme tampon ¢6zeltisi i¢in: (12,5 mmol) 1,51 g Tris ve (0,1 mol) 7,51 g glisin tartilip
450 ml saf su ile ¢ozilmistir; Hazirlanan %10'luk SDS'den 5 ml eklenip pH=8,3'e

ayarlanmistir ve saf su araciligiyla toplam hacim 500 ml'ye tamamlanmustir.

pH=8,0 olacak sekilde Numune tampon ¢o6zeltisi igin: 1 M Tris-HCI ¢ozeltisinden 0,5
ml, %210'luk SDS’den ise 1 ml, %100'lik gliserinden 1 ml ve %0,1'lik bromtimol mavisinden 1
ml alinip saf su ile 10 mI’ye tamamlanmistir. Bu numune tampon ¢ozeltisi kullanilmadan hemen

once 950 pul numune tampon ¢ozeltisinden 50 ul B-Merkaptoetanol ilave edilmistir.
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Tablo 3. Giimiis Boyama Yo6nteminde Kullanilan Cozeltiler

Tespit ¢ozeltisi 120 mL su, %9611k 60 mL etanol ve 20 mL asetik asitten hazirlandi.

Rediiksiyon ¢ozeltisi 45 mL etanol ve 80 mL su karistirilds. Icerisinde 4,8 g sodyum asetat ¢oziildii.
Asetik asitle pH 6 olacak sekilde titre edildi. 3 mL glutaraldehit ve 150 mg
sodyum tiyosiilfat eklendikten sonra saf su araciligiyla 150 mL'ye
tamamlandi.

Boyama ¢dzeltisi 100 mL saf suda 100 mg gilimiis nitrat ¢ozildii ve iizerine 30 pl formaldehit
eklendi.

Yikama Cozeltisi 1 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf suda ¢oziilecek ve tizerine 120 pl
formaldehit eklendi.

Yikama ¢ozeltisi 2 2 mL gliserin ve %5'lik asetik asitin 500 mL'si karistirilarak hazirlandi.

AR ve SDH enziminin aktivite 6l¢iimii

AR enziminin aktivite 6l¢iimii Cerelli ve arkadaslarinin (1986) kullandig1 prosediiriin
modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir. 340 nm de enzim aktivitesindeki degisim takip
edilmis ve SDH enziminin aktivite 6l¢timii 340 nm’de 3 dakika siireyle NAD™’nin indirgenmesi
sonucu olusan absorbans artisina bagli olarak dl¢iilmiistiir (Lindstad et al. 1994).

Her iki enzim i¢inde enzim tiinitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmistir.

AOD  Vj

EU/ml = X
/m 622 Vg

X Sg

Bu formiilde bulunan simgeler asagidaki gibidir;

6,22 : B-NADH 'in 340 nm'deki milimolar ekstinksiyon katsayisi
EU/ml  : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

V1 : Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi
VE : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
Sr : Seyreltme Faktorii

a-Glukozidaz enzim aktivitesinin dél¢iimii

Ticari olarak satin alinan a-Glukozidaz enzim aktivitesi, Tao ve arkadaslarinin (2013)
daha once yapmis olduklari prosediire gore para-nitrofenol B-D-glikopiranosid (p-NPG)
substrat olarak kullanilmasiyla belirlenmistir.

AOD  Vj

i/ = 80DV
U/ml= 1457 vy

X Sg

Bu formiilde bulunan simgeler asagidaki gibidir;
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181 : p-NPG 'nin 405 nm'deki molar ekstinksiyon katsayisi
EU/ml  :1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

VT : Olgiimiin yapildig toplam kiivet hacmi
VEe : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
Sk : Seyreltme Faktori

Koyun bobrek dokusundan AR enziminin saflastirilmasi
Homojenatin hazirlanmast

Koyun bdbrek dokulari sivi azot kullanilarak homojenize edilmistir. Sonrasinda

homojenat eldesi, +4°C'de 13500 rpm’de santrifiij edilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Koyun bobreginden elde edilen homojenat sirasiyla %20'den baslayip %90'a kadar 10'ar
birim araliklarda kat1 amonyum siilfat aracihigiyla ¢oktiiriilmiistiir. Coktiirme islemi bittikten
sonra homojenat +4°C, 13500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
olusan pelletler, olusturulan homojenat tamponu igerisinde ¢oziiliip aktivite 6l¢timii yapilmig

ve ¢Oktlirme araligi belirlenmistir.

Diyaliz
Amonyum siilfat ¢oktlirmesi iglemi sonucu elde ettigimiz numune diyaliz torbasina

konarak bir gece boyunca diyaliz tamponuna kars1 diyaliz edilmistir.

DE-52 seliiloz anyon degisim kromatografisi

AR enziminin saflastirilmasi i¢in DE-52 seliiloz kolonu (3,0 x 50 cm) dengeleme
tamponu ile dengelendikten sonra akis hizi1 12 ml/saat olacak sekilde ayarlanmistir. Enzim
homojenati kolondan gegirilip tiiplere 2'ser ml toplanmistir. Her bir tiipteki numunenin 340
nm’de aktivitesine bakilmis ve enzim aktivitesi goriilen fraksiyonlar daha sonraki islemlerde

kullanilmistir.

CM-seliiloz katyon degisim kromatografisi

SDH enziminin saflastirilmast i¢in CM-selilloz katyon degisim kromatografisi
yapilmistir. Enzim homojenati kolondan gegirilip tiiplere 2'ser ml tiiplerde toplanmistir. Her bir
tiipteki numunenin 340 nm'de aktivitesine bakilmistir. Enzim aktivitesi goriilen fraksiyonlar

daha sonraki islemlerde kullanilmistir.
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Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi

SDH ve AR enzimlerinin saflagtirilmasi igin Sephadex G-100 kolon materyali
kullanilarak kolon hazirlanmistir. Enzim numunesi kolona tatbik edildikten sonra 280 nm'de

absorbans degerlerine ve enzim aktivitesine bakilmistir.

Afinite kolonunun hazirlanmasi ve koyun bobrek AR enziminin saflastirilmasi

2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli firmanin onerdigi prosediir uygulanmistir. Elde edilen
protein ¢ozeltisi tampon ile dengelenmis olan kolana uygulanmistir ve Sonrasinda kolon ayni1
tamponla yikanmistir. Daha sonra ise 0,2-2,5 mM NaCl gradientli Na-fosfat tampon ¢ozeltisi

sayesinde eliisyon islemi gergeklestirilmis ve sonucunda AR enzimi elde edilmistir.

Protein tayini
Kalitatif protein tayini

Saflagtirilan proteinler 280 nm’de kuvartz kiivetlere konularak, absorbanslari

spekrofotometrede kore kars1 okunmustur.

Kantitatif protein tayini

Protein tayininde kullanilan Coomassie blue G-250 negatif (-) bir yiike sahipken protein
tizerindeki pozitif (+) ylike baglanmaktadir. Baglanma gergeklesirken kirmizi form mavi forma
doniismektedir. Reaksiyon birgok kez tekrarlanabilmektedir. Renk stabilitesi 2 saat kadar
devam etmektedir. Reaktif bir kere hazirlandiktan sonra uzun siire kullanilabilmektedir.
Sodyum dodesil siilfat (SDS) VE Triton X-100 deterjanlar1 reaksiyonu bozmaktadirlar.
Protokol su sekildedir:

10-200 pg protein igeren 0,1 mL’lik ¢ozelti, 5,0 mL Coomassie blue boya reaktifine
(100 mg Coomassie brilliant blue G-250, 50 mL %095 etil alkol ig¢inde ¢oziilmektedir; 100 mL
%385’ fosforik asit eklenmekte ve toplam hacim su ile 1 litreye tamamlanmaktadir.) ilave
edilerek 5 dakika beklendikten sonra, asorbans 595 nm’de 6l¢lilmiistiir. Standart egri ise genel
olarak sigir serum albiimin kullanilarak hazirlanmistir. Bradford metoduna uygun yapilmistir
(Bradford 1976).

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile AR ve SDH
enzimlerinin safligimin kontrolii

%3-8 kesikli SDS-PAGE yontemi enzimler saflagtirildiktan sonra Laemmli metoduna

uygun enzimin saflik derecesi kontrol edilmistir (Laemmli 1970).
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IC50 ve Ki degerlerinin belirlenmesine yonelik calismalar

Sentezlenmis acil tiyoiire tiirevlerinin inhibisyon etkisi yiiksek olanlarin %Aktivite-[l]
grafikleri ¢izilip, egrinin denkleminden ICsg degerleri hesaplanmistir. Koyun boébregi AR, SDH
enzimleri ile ticari olarak satin alinan a-glukozidaz enzimlerini inhibe eden ti¢ farkli
konsantrasyonda ve bes farkli subsrat degerinde ¢alisilarak elde edilen degerlerle Lineweaver-

Burk grafikleri ¢izilmistir.

Onceden sentezlenmis olan agil tiyoiire tiirevi bilesiklerin sentez yontemi

AR, SDH, a-glukozidaz enzimleri tizerine etkileri incelenen ve yapilari daha 6nce Nural
ve ark. tarafindan rapor edilen agil tiyoiire tiirevi bilesikler (2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f ;29) literatiirde
belirtildigi sekilde dimetil 5,5-difenilpirolidin-2,4-dikarboksilat bilesiginin gesitli izotiyosiyat
bilesikleri ile tepkimeleri sonucunda sentezlenmis ve yapilart IH NMR, 13C NMR ve HRMS
teknikleri ile aydinlatilmistir (Nural 2017; Ersen et al. 2017).

X
COOMe COOMe 2
EE— - H
A N
Ph” >Ph Me0OC” " Fpp | i X,
1 2a-g
a. X-| =H X2 = Me
b. X-| =H X2 = CMe3
C. X-| =H X2 = OMe
d. Xy=H X5 = Naftalen-2-il
e. X-| = ClI X2 =H
f. X-| =H X2 = ClI
g. X,=Cl  X,=Cl

Sekil 17. Acil tiyoiire tiirevi bilesiklerin sentezi (Nural 2017; Ersen et al. 2017)
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ARASTIRMA BULGULARI

Kullanilan Standart Grafik

Koyun bobreginden elde edilen AR ve SDH enzim ¢ozeltilerinin kantitatif protein tayini
Bradford metodu ile belirlenerek standart grafik hazirlanmistir. Standart ¢cozeltilerin absorbans

degerleri Sekil 25'te gosterilmistir.

1,6 -

1,4 4
y = 0,015x

R?=0,9986

Absorbans (595 nm)
o o @ =
Y o)) o] = N

o
N)

o

0 20 40 60 80 100 120
ug protein

Sekil 18. Bradford metodu kullanilarak proteinlerin kantitatif tayinininde kullanilan standart
grafik

Koyun Bobregi Ar Enziminin Saflastirilmasi Sonuclari

Koyun bobreginden homojenat hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi (0-%70), DE-
52 seliiloz iyon degisim kolon kromatografisi, Sephadex G-100 jel filtrasyon kolon
kromatografisi ve 2’5’ ADP Sepharoz 4B Afinite kromatografisi kullanilarak AR enziminin

saflastirilmasi sonucu elde edilen verilen Tablo 4'te gdosterilmistir.
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Tablo 4. AR Enzimi Saflastirma Basamaklari

Toplam Toplam Spesifik
protein aktivite aktivite %
mg) (EU) EUmg O Katsays

Toplam Saflastir

Saflastirma Aktivite Protein Verim

Basamaklari (EU/mI) (mi) (mg/ml)

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

Amonyumsilfat 50 a5 9955 78960 224 0028 8160 156
coktiirmesi ve diyaliz

DE-52 seliiloz iyon
degisim kolon 0,37 12 9,45 113,40 4,44 0,039 16,17 2.17
kromatografisi

Sephadex G-100 jel
filtrasyon kolon 0,21 8 2,13 17,04 1,68 0,099 6,12 5,50
kromatografisi

2°5> ADP Sepharoz 4B

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

Koyun Bobregi SDH Enziminin Saflastirilmasi1 Sonug¢lari

Koyun bobreginden homojenat eldesi, (NH4).SO4 ¢oktiirmesi (0-%70), DE-52 seliiloz
iyon degisim kolon kromatografisi, CM seliiloz iyon degisim kolon kromatografisi ve Sephadex
G-100 jel filtrasyon kolon kromatografisi kullanilarak SDH enziminin saflastiriimasi sonucu

elde edilen verilen Tablo 5'de gosterilmistir.

Tablo 5. SDH Enzimi Saflastirma Basamaklari

Saflagtirma Aktivite Topl_am Protein Topla_m Top_le_lm Spe_s ".clk Verim Saflastirma
Basamaklar (EU/mI) hacim (mg/ml) protein - aktivite  aktivite (%) Katsayisi
(ml) (mg)  (EU) (EU/mg)
Homojenat 0,56 45 34,56 155520 25,2 0,016 100 1

Amonyum siilfat

e . - 0,51 30 20,13 603,90 1530 0,025 60,71 1.56
coktiirmesi ve diyaliz

DE-52 seliiloz iyon
degisim kolon 0,31 21 8,11 17031 6,51 0,038 25,83 2.38
kromatografisi

CM seliiloz iyon
degisim kolon 0,15 14 1,93 27,02 2,10 0,078 8,33 4.88
kromatografisi

Sephadex G-100 jel
filtrasyon kolon 0,08 5 0,21 1.05 0,40 0,38 1,59 23,75
kromatografisi

Koyun Bibregi AR ve SDH Enziminin SDS-PAGE ile Saflik Kontrolii

Koyun karacigerinden elde edilen saf enzim SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra
fotografi ¢ekilmistir (Sekil 26). Koyun bobreginden saflastirilan AR ve SDH enzimlerinin
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molekiil kiitlesi log Mk-Rs grafigi cizilerek bu grafik ile hesaplamalar gergeklestirilmistir (Sekil
27). Grafikten faydalanilarak koyun bobregi AR enziminin molekiil kiitlesi ise yaklasik 38,95
kDa; SDH enziminin molekiil kiitlesi ise yaklasik 37,46 kDa degerinde hesaplanmastir.

180 kDa

130 kDa

100 kDa
70 kDa
55 kDa
40 kDa

35 kDa
25 kDa

15 kDa

10 kDa

Sekil 19. Koyun bobreginden saflagtirilan AR ve SDH enzimlerinin SDS-PAGE yo6ntemi ile
saflik kontrolii

2,5 1
y =-1,3966x + 2,285
R2=0,9837
2
» 1,5 1
=
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= 14
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0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Sekil 20. SDS-PAGE sonucu gizilen R¢- log Mk grafigi

Koyun Bébregi AR, SDH Enzimleri ile Ticari Olarak Temin Edilen o-Gly Uzerine Bazi
Aciltiyoiire Bilesiklerinin Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar:

Elde ettigimiz tiim enzimler i¢in ayr1 ayri olmak lizere, aktiviteleri lizerine calisilan
bilesikler i¢in minimum 5 farkli inhibitor konsantrasyonundaki aktiviteler hesaplanarak tespit
saglanmis ve bu baglamda %Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 28-48) ve bu grafiklerden ICsg

degerleri hesaplanarak Tablo 6,7 ve 8’de verilmistir.
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Sekil 21. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2a bilesigi %Aktivite-[2a] grafigi
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Sekil 22. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2b bilesigi %Aktivite-[2b] grafigi

y= 100e-1,758x
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100
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Sekil 23. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2c bilesigi %Aktivite-[2C] grafigi
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Sekil 24. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2d bilesigi %Aktivite-[2d] grafigi
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Sekil 25. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2e bilesigi %Aktivite-[2e] grafigi

y = 100e71:29%
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

[2f] (uM)

Sekil 26. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2f bilesigi %Aktivite-[2f] grafigi
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120 - y= 100e"L1,642x

R2=0,9954

100
80 A

60 A

% Aktivite

40 A

20 A

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

[2g] (uM)

Sekil 27. AR enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 29 bilesigi %Aktivite-[2g] grafigi

120 -

y = 100e034
R2=0,9819

100

80 -

60

% Aktivite

40 A

20 A

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

[2a] (kM)

Sekil 28. SDH enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2a bilesigi %Aktivite-[2a] grafigi

120 y = 100e-0401x

R?=0,9927
100

60 A

% Aktivite

20 A

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

[2b] (uMm)

Sekil 29. SDH enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2b bilesigi %Aktivite-[2b] grafigi
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120 -

y = 100e70,548
R?=0,9662

100

80

60

% Aktivite

40

20 A

0 T T T T T T T 1
0 02 04 06 08 1 12 14 16

[2¢] (uM)

Sekil 30. SDH enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2c bilesigi %Aktivite-[2C] grafigi

120 1 y= 100e-0.319x

R?2=0,9742

100
80

60

% Aktivite

40

20 A

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
[2d] (uMm)

Sekil 31. SDH enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2d bilesigi %Aktivite-[2d] grafigi

120 -
y= 100e-0,432x

R?=0,9844
100

80

60

% Aktivite

40

20 A

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

[2e] (kM)

Sekil 32. SDH enzimi igin 5 farkli konsantrasyonda 2e bilesigi %Aktivite-[2e] grafigi
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120 - y = 100045
R? = 0,9807
100

80

60

% Aktivite

40

20 A

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

[2f] (uM)

Sekil 33. SDH enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2f bilesigi %Aktivite-[2f] grafigi

y= 100e-0,658x
R*=0,9969

120 -

100

80 -

60

% Aktivite

40 A

20 A

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

[2g] (uM)

Sekil 34. SDH enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2g bilesigi %Aktivite-[2g] grafigi

120 -
y = 100e-1-16¢
100 R?=0,9956

60 -

% Aktivite

20 A

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[2a] (kM)

Sekil 35. a-gly enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2a bilesigi %Aktivite-[2a] grafigi
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120 -

y = 10070797
R?=0,9821

100

80 -

% Aktivite
[e)]
o

40 A

20 A

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

[2b] (uM)

Sekil 36. a-gly enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2b bilesigi % Aktivite-[2b] grafigi

120 -

100
y = 10062295

R?=0,9807

80

60 A

% Aktivite

40 -

20 A

0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[2¢] (uM)

Sekil 37. a-gly enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2¢ bilesigi %Aktivite-[2c] grafigi

120 -

y = 100e70.864
R2=0,9825

100

80

60

% Aktivite

40

20 A

0 0.2 0,4 06 0,8 1 1,2
[2d] (uMm)

Sekil 38. a-gly enzimi igin 5 farkli konsantrasyonda 2d bilesigi % Aktivite-[2d] grafigi
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120 -

y= 100e-1,413x
100 R?=0,9975
80 -
b
2
£ 60
<
X
40
20 A
0 T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
[2e] (uM)

Sekil 39. a-gly enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2e bilesigi %Aktivite-[2e] grafigi

120 -

y= 100e-1,807x
R*=0,986

100

60 A

% Aktivite

40 -

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

[2f] (uM)

Sekil 40. a-gly enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2f bilesigi %Aktivite-[2f] grafigi

120 -

y= 100e-2,612x

100 R?=0,9957
80 -

60 A

% Aktivite

20 A

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[2g] (uM)

Sekil 41. a-gly enzimi i¢in 5 farkli konsantrasyonda 2g bilesigi %Aktivite-[2g] grafigi
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AR, SDH ve a-glukozidaz Enzimleri Uzerine Calisilan inhibitor Etkisi Gosteren Bazi Acil
Tiyoiire Bilesikleri Icin Ki Degerlerinin Tespit Edilmesine Ait Yapilan Cahsmalarin
Sonuclarn

Koyun bobreginden elde edilen AR, SDH enzimi ile ticari olarak temin edilen o-
glukozidaz enzimlerinin  aktivitesi tizerine giiclii inhibisyon etkisi gosteren Onceden
sentezlenmis acil tiyoiire bilesiklerinin Ki degerlerini tespit etmek gayesiyle sabit 3 uygun agil
tiyoiire bilesiklerinin konsantrasyonlart ve 5 substrat konsantrasyonu tespit edilip aktivite
degerleri oOlgiilerek elde edilen bu degerler 1s181inda Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir, y
ekseni tzerinde kesisen dogrularin olusturdugu grafigi veren inhibitdr yarigmali kabul
edilirken, x ekseni ftizerinde kesisen dogrularin olusturdugu grafigi veren inhibitor ise
yarismasiz sayilmistir. Elde edilen grafiklerdeki her bir dogrunun denkleminden K; degerleri

hesaplanmistir. (Sekil 49-69) ve bu grafiklerden Kjidegerleri hesaplanarak Tablo 6,7 ve 8'de

verilmistir.
Kontrol
[11]=0,387 uM 120 -
12]=0,872 uM
[12] H 100 4
[13]=1,162 uM
= 80 1
(]
60
40 A
20—
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/s

Sekil 42. AR enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2a bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
120 -
[11]=0,359 uM
100 -
[12]1=0,538 uM
80 -
[13]=0,717 uM >
i
60 1
40 A
20—
r T O T T 1
10 5 0 5 10 15
1/s

Sekil 43. AR enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2b bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Kontrol
120 -
[11]=0,188 uM
100 A
[12]1=0,376 uM
[13]1=0564pM > 30
S~
i
60 A
40 A
20
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/s

Sekil 44. AR enzimi aktivitesi tlizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2c bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol 120 -
[11]1=0,453 pM
100 -
[12]1=0,725 uM
[13]1=0,997 uM 80
>
5 60 -
40 A
20
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/s

Sekil 45. AR enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2d bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
[11]1=0,372 uM
120 -~
[12]1=0,651 uM
[ 13 ] =0,930 uM 100 -
> 80 1
S
—
60 +
40 A
204
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/s

Sekil 46. AR enzimi aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi arastirilan 2e bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Kontrol
[11]=0,280 uM 120 -
[12]1=0,559 uM 100 A
[131=0,839 uM
80 4
<
= 60 4
40 -
20—
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/s

Sekil 47. AR enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2f bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
120 -
[11]=0,210 uM
[12]=0,420 uM 100 -
[3]=0630uM 80 1
S~
[ ] 60 .
40 A
204
-10 5 0 5 10 15
1/s

Sekil 48. AR enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 29 bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
[11]1=1,162 uM 30 -
12]=1,936 uM
[12] H 55 |
[13]1=2,324 uM
20 -
>
~
15 -
10 -
5 4
T 0 T 1
-10 0 10 20
1/s

Sekil 49. SDH enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi aragtirilan 2a bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Kontrol
[11]1=0,076 uM ”5 -
[12]=1,612 uM
[13]1=2,150 uM 20 ~
>
S 15 -
104
5 -
r T T O T 1
-30 -20 -10 0 10 20
1/s

Sekil 50. SDH enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2b bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol 25 -
[11]1=0,752 uM
[12]=1,128 uM 20 -
[13]=1,504 pM rd
15
10
5 -
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/S

Sekil 51. SDH enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2¢ bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
[11]=0,906 uM 20 -
[12]=1,812 uM
[13]=2,718 uM 16 1
>
= 12 A
8 =
4 -
-30 -20 -10 0 10 20
1/s

Sekil 52. SDH enzimi aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2d bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Kontrol
[11]1=0,752 uM
[12]=1,128 uM 20 ~
[13]= 1,504 uM 18 1
16 A
s 14 A
12
104
8 =
6 _
4 -
2 _
-30 -20 -10 0 10 20
1/S

Sekil 53. SDH enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2e bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
[11]1=0,744 uM 30 -
[12]=1,490 uM
25 A
[13]1=2,360 uM
20 -
<
= 15 -
10 A1
5 -
r T C T T 1
-10 -5 0 5 10 15
1/s

Sekil 54. SDH enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2f bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
[11]=0,526 uM
30 1
[12]=1,050 uM
[13]=1,576 pM 25 1
> 20 N
S~
(]
15 -
10 -
5 -
-10 5 0 5 10 15
1/S

Sekil 55. SDH enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2g bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Kontrol
1,2 - [11]1=0,291 uM
[12]=0,581 uM
09 4 [13]1=0,872 uM
>
S~
(]
0,6
0;3
r c T T T 1
-10 0 10 20 30 40
1/S

Sekil 56. a-gly enzimi aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2a bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
0,8 1~
[11]=0,574 uM
[12]1=0,860 uM
0,6 1 [13]=1,200 uM
>
-
0,4 -
0,2
r C T T T 1
-10 0 10 20 30 40
1/s

Sekil 57. a-gly enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2b bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

Kontrol
1,2 1 [11]=0,132 uM
[12]=0,282 uM
09 1 [13]=0,414 uM
>
~
(o]
0,6
0.3 -
r C T T T 1
-10 0 10 20 30 40
1/s

Sekil 58. a-gly enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2¢ bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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Kontrol
1,2 - [11]1=0,363 uM
[12]=0,725 uM
0.9 [13]=1,087 uM
>
S
(]
0,6 -
;3
-10 0 10 20 30 40
1/S

Sekil 59. a-gly enzimi aktivitesi tizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2d bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

12 - Kontrol
[11]1=0,242 uM
[12]=0,484 uM
0,9 1 ©[13]=0,725uM
>
<
i
0,6 -
0,3 A
-10 0 10 20 30 40

1/s

Sekil 60. a-gly enzimi aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi arastirilan 2e bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi

1 A Kontrol
[11]=0,187 uMm
0,8 | [12]=0,372 uM
[13]1=0,559 uM
> 0,6 4
S
-
0,4
0,2_-
-10 0 10 20 30 40
1/s

Sekil 61. a-gly enzimi aktivitesi izerine inhibisyon etkisi arastirilan 2f bilesiginin Lineweaver-
Burk grafigi
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1,6 q Kontrol

Sekil 62. a-gly enzimi aktivitesi {izerine inhibisyon etkisi arastirilan 2g bilesiginin Lineweaver-

Burk grafigi

Tablo 6. AR enzim Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[I] 1Cso Degerleri, Ki Sabitleri ve

1/s

[11]1=0,140 uM
1,2 - [12]1=0,210 uM
[13]1=0,420 uM
L
- 0,8 1
0,4 4
r C T T 1
-10 0 20 30 40

Inhibisyon Tiirleri

inhibitor ICso (uM) Ki (uM) inh Tiirleri
2a 0,851 2,194 £+ 0,405 Yarismasiz
2b 0,546 0,927+0,181 Yarigsmasiz
2C 0,394 0,200+0,024 Yarigmali
2d 0,746 1,407+0,240 Yarismasiz
2e 0,649 1,270+ 0,300 Yarismasiz
2f 0,536 0,898 £ 0,141 Yarismasiz
29 0,422 0,844 + 0,048 Yarigmasiz

Tablo 7. SDH Enzim Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[I] 1Cso Degerleri, Ki Sabitleri ve

Inhibisyon Tiirleri

Inhibitor ICso (uM) Ki (uM) Inh Tiirleri
2a 1,986 5,033+0,979 Yarismasiz
2b 1,728 4,860+0,086 Yarismasiz
2C 1,265 0,247+0,014 Yarigsmali
2d 2,172 7,040+0,625 Yarigsmasiz
2e 1,604 4,850+1,230 Yarigsmasiz
2f 1,540 0,530+0,034 Yarigsmali
29 1,053 0,114+0,010 Yarigsmali
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Tablo 8. a-gly Enzim Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[I] ICso Degerleri, Ki Sabitleri ve
Inhibisyon Tiirleri

inhibitor ICso (uM) Ki (uM) Inh Tiirleri
2a 0,597 0,327+0,025 Yarigmali
2b 0,870 1,050+0,171 Yarigmali
2C 0,302 0,129+0,024 Yarigsmali
2d 0,802 0,438+0,053 Yarigsmali
2e 0,490 0,093+0,012 Yarigsmali
2f 0,384 0,335+0,038 Yarigsmali
29 0,265 0,055+0,010 Yarigsmali
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TARTISMA ve SONUC

Diabetes mellitus, diinyada en ¢ok 6liim sebebi olarak bilinen ve tedavisi i¢in oldukga
fazla ¢alisma bulunan bir hastalik tiiriidiir. Giiniimiizdeki aragtirmalar ve mevcut tedavi
sekillerine dayanarak, bu alanda baz1 yeni ve gelecek vadeden yaklasimlar kapsamli bir sekilde
tartisilmaktadir. Bu ¢alisma her gecen gilin yapilan calismalarin 1s18inda dizayn edilmistir.
Calismamizda kullandigimiz onceden sentezlenmis ama enzim inhibisyonu iizerine etkisi
calisilmamig bilesiklerin birgok tiirevi bulunmakla beraber, diyabet ile iliskisi bilinmediginden

calismamizin odak noktas1 haline gelmistir.

AR diyabetik komplikasyonlara dahil oldugu kavraminin gelisimi, Dr Van Heyningen'in
1959'da seker kataraktlarinda poliolleri kesfettigi ilk zamandan beri bilinmektedir (Kinoshita
1990). Poliol yolundaki ilk enzim olan AR, glikozu sorbitole indirger ve daha sonra SDH ile
fruktoza doniistiiriir (Chung et al. 2003). Sonug olarak diyabetik komplikasyonlarin énlenmesi
icin yapilan bu diyabetik enzimlerin inhibisyon calismalarinda AR ve SDH ile calismak
kacinilmazdir. Aldoz rediiktaz (ALR2) hem poliol yolunun anahtar enzimidir hem de
aktivasyonu hiperglisemik kosullar altinda, kronik diyabetik komplikasyonlarin gelismesine
yol acgar ve ¢ok Onemli normoglisemik bir durum altinda bile inflamatuar ve sitotoksik
kosullarin destekleyicisidir. Buna gore, mitkemmel bir ila¢g hedefini temsil eder ve yeni

bilesiklerin ifsa edilmesi i¢in biiylik bir ¢aba sarf edilmektedir (Quattrini and Motta 2019).

a-glukozidaz ise biiylik karbonhidratlar1 parcalayip glukozu agiga ¢ikaran 6nemli bir
enzimdir. Bu baglamda diyabet hastalarinin tedavisi amaciyla polisakkarit molekiillerini
hidrolize eden ve bunlari monosakkarite doniistiirebilen enzimlerin inhibisyonu ¢alismalari

onem arz etmektedir (Avci et al. 2019).

Yapilan bu ¢alismada AR ve SDH enzimleri koyun bobreginden saflastirilmis o-
glukozidaz ise ticari olarak elde edilmistir. AR enzimi ¢esitli kromatografik teknikler
kullanilarak 2,00 spesifik aktiviteyle 22,78 kat saflagtirillmistir. SDH enzimi ise 1,59 spesifik
aktiviteyle 23,75 kat saflagtirilmistir. Saflastirilan bu enzimlerin saflik kontrolii SDS-PAGE
ile kontrol edilmistir. AR ve SDH enzimlerinin molekiil kiitlesi log Mk-Rs grafigi ¢izilerek
hesaplanmistir. Grafikten faydalanilarak koyun bobregi AR enziminin molekiil kiitlesi yaklasik
38,95 kDa; SDH enziminin molekiil kiitlesi ise yaklasik 37,46 kDa olarak hesaplanmaistir.
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Onceden sentezlenen agil tiyoiire tiirevlerinin inhibisyon etkisi %Aktivite-[1] grafikleri

cizilip, egrinin denkleminden ICso degerleri bulunarak hesaplanmistir.

AR enzimi i¢in agil tiyotire bilesiklerinin ICso degerlerinin etkisi siralandiginda 2c
(ICs0: 0,394 uM) > 2g (ICs0: 0,422 uM) > 2f (1Cs0: 0,536 uM) > 2b (ICso: 0,546 uM) > 2e
(ICs0: 0,649 uM) > 2d (ICso: 0,746 uM) > 2a (ICsp: 0,851 puM) olarak belirlenmistir. K;
degerlerinin etkisi siralandiginda 2¢ (Ki: 0,200+0,024uM) > 2g (Ki: 0,844 + 0,048 uM) > 2f
(Ki: 0,898 £ 0,141 uM) > 2b (Ki: 0,927 + 0,181 uM) > 2e (Kj: 1,270+ 0,300 uM) > 2d (Ki:
1,407+£0,240 uM) > 2a (Ki: 2,194 + 0,405 uM) olarak belirlenmistir 2a ve 2c bilesikleri
yarismali inhibisyon sergilerken diger bilesikler AR enzimi iizerine yarismasiz inhibisyon etkisi
gostermistir. Sonuglara bakildiginda AR enzimi iizerine en iyi inhibitér olma 6zelligini 2¢c

maddesi gostermistir.

SDH enzimi i¢in agil tiyotire bilesiklerinin ICso degerlerinin etkisi siralandiginda 29
(ICs0: 1,053 uM) > 2¢ (ICso: 1,265 uM) > 2f (ICso: 1,54 pM) > 2e (ICso: 1,604 uM) > 2b (ICso:
1,728 uM) > 2a (ICso: 1,986 uM) > 2d(ICso: 2,172 uM) olarak belirlenmistir. Ki degerlerinin
etkisi siralandiginda 2g (Ki: 0,114+0,01uM) > 2¢(Ki: 0,247 £ 0,014 uM) > 2f (Ki: 0,53+ 0,034
uM) > 2e (Ki: 4,85+ 1,23vuM) > 2b (Ki: 4,86 + 0,086 uM) > 2a (Ki: 5,033 £ 0,979uM) >2d
(Ki: 7,04+ 0,625uM) olarak belirlenmistir. 2¢, 2f ve 2g bilesikleri yarigmali inhibisyon
sergilerken diger bilesikler AR enzimi lizerine yarismasiz inhibisyon etkisi gostermistir.
Sonuglara bakildiginda SDH enzimi iizerine en iyi inhibitér olma 6zelligini 2g maddesi

gostermistir.

AR inhibitorlerinin diyabetik komplikasyonlari engelleyici veya tedavi edici potansiyeli
oldugundan fakat pek ¢ok yan etkisi ve/veya farmasotik profillerinin yetersizligi hastalarin
kararsiz olmasina sebep olmustur. Literatiirde bu enzimlerin aktiviteleri iizerine g¢esitli sentez
molekiillerin etkileri incelenmistir. Ornegin, Taslimi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada
bromofenol tiirevi bilesiklerin AR, a-amilaz ve a-glikosidaz, enzimleri tizerine etkilerini
incelemistirler. ai-amilaz enzimi igin ICso degerleri 3,84-29,61nM bulunmustur. a-glikosidaz
icin, Kj degerleri 14,44+0,88-43,53+£9,06 araliginda; AR i¢in, K; degerleri 1,09+0,29-
0,092+0,015 uM araliginda bulunmustur.

Diger bir calismada Demir ve ark. genistein, pelargonidin, delfinidin klortir, tangeretin

ve formononetin AR, a-amilaz ve a-glikosidaz enzimleri iizerine etkilerini incelemis a.-amilaz

enzimi icin ICsp degerleri 601,56-2067,78 nM bulunmustur. a-glikosidaz i¢in, Kj degerleri
169,25 £27,22-572,88 + 106,76 nM araliginda; AR icin, Kjdegerleri 8,48 = 0,56-43,26 + 7,63
uM araliginda belirlemistirler (Demir et al. 2019).
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Lin ve arkadaglar1 yaptiklart calismada diyabetik fareler {izerinde caligsarak
protokatekuik asidin AR ve SDH enzimlerinin mRNA ifadeleri ve aktiviteleri {izerine etkilerini
incelemiglerdir. Protokatekuik asidin AR ve SDH enzimlerinin ekpresyonunu ve aktivitesini
azalttigin1 belirlemislerdir ve bu sebep ile protokatekuik asidin diyabetik komplikasyonlarin

azaltilmasi ve/veya 6nlenmesinde faydali olabilecegi sonucuna varmustirlar (Lin et al. 2011).

Evcimen N-asetil dehidroalanin tiirevlerinin, sigan karaciger AR enzimi iizerine etkisini
incelemistir. Yapilan deneyler sonucunda N-asetil dehidroalanin tiirevlerinden en yiiksek
inhibisyonun h ve b numarali tiirevler oldugu ve %19, 56 ve %13, 13 oraninda inhibisyon

gosterdigini ortaya koymustur (Evcimen 2008).

Imran ve ark. AR inhibitorii olarak kumarin bazli bir dizi tiyosemikarbazon tiirevi
maddeleri sentezlemistirler. N-(2-florofenil)-2-(1-(2-okso-2H-kromen-3-il)etiliden)
hidrazinkarbiyotioamid (3n), 2,07 uM ICso degeri ile ARnin en etkili inhibitdrii oldugunu
bildirmistirler (Imran et al. 2021).

Xie ve arkadaslart Swertia cinsinden tipik bilesenlerin aldoz rediiktazina kars1 inhibitor
etkisi incelenmistirler ve bunun in vivo bobrek koruyucu kabiliyetini ve altinda yatan
mekanizmayr arastirmak i¢cin db/db fare modelinde ¢aligmalarini yliriitmiistiirler.
Demetilbellidifolinin (DMB), AR'nin aktif bolgesini stabilize ederek 1,9 + 0,16 uM ICsp ile
AR'ye Karst en giiclii inhibitor aktiviteyi gosterdigini bildirmistirler. In vivo deneyde ise
DMB'nin kan sekeri ve alblimintiri seviyesini 6nemli ol¢lide azaltabilecegini ve oksidatif stres
tepkisini hafifletebilecegini dogrulamistirlar. Bu arada histopatolojik inceleme, db/db farelerde
bobrek hasarinin DMB ile tedaviden sonra 6nemli 6l¢iide iyilestigini de gostermislerdir. Daha
fazla mekanizma calismasi, DMB'in poliol yolu iirlinlerinden biri olan sorbitol birikimini
Onleyebilecegini gostermistirler. Ayrica DMB, Nephrin ve Podocin ekspresyonunu yukari
dogru diizenleyerek podosit yapisinin biitiinliigiinii koruyabilir ve poliol yolunda AR, Collagen
IV ve TGF-B1 ekspresyonunu inhibe ederek renal koruyucu etkilerini gosterdigini

bildirmistirler (Xie et al. 2021).

Shehzad ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada adamantil-tiyosemikarbazon tiirevlerini
sentezleyerek aldehit rediiktaz (ALR1) ve AR enzimleri iizerine etkilerini incelemislerdir. Fenil
(3a), 2-metilfenil (3g) ve 2,6-dimetilfenil (3m) igeren bilesikler, sorbinil ile karsilastirildiginda
sirastyla 3,99+0,38, 3,55+0,26 ve 1,37+0,92 uM ICsp degerleri ile en giiclii AR inhibitorleri
olarak tanimlanmstir. Bilesikler 3a, 3g ve 3m’nin sirastyla 7,75+0,28, 7,26+0,39 ve 7,04+2,23
uM ICso degeri ile ALR1' inhibe ettigini bildirmislerdir (Shehzad et al. 2019).

Wang ve arkadaslarimin yaptigi bu calismada, 24 Peru demlenmis cay bitkisinin

antioksidan ve aldoz rediiktaz inhibitor aktiviteleri arastirilmistir. Phoradendron sp. aldoz
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rediiktaz (ICsg, 1,09 + 0,06 ug/mL) ve onemli antioksidan (DPPH'nin ICsgsi, 58,36 + 1,65
pg/mL; ABTS'in ICspsi, 9,91 + 0,43 pg/mL) en yiiksek inhibisyonu gostermistir. Klorojenik
asit, 3,5-di-O-kafeoilkinik asit ve 1,3,5-tri-O-kafeoilkinik asit’i, antioksidanlar ve aldoz
rediiktaz inhibitorleri olarak tanimlamustirlar; apigenin’i antioksidan olarak tanimlamislardir.
Son olarak, Phoradendron sp. ve onun aldoz rediiktaz inhibitorleri ayrica hiicresel toksisite
olmaksizin doza bagli bir anti-inflamatuar etki gosterdigi bildirilmistir. Bu sonuglar
Phoradendron sp. bir antioksidan, aldoz rediiktaz inhibitérii ve anti-inflamatuar ajan olarak

giiclii bir fonksiyonel gida bileseni olabililecegini ortaya koymusturlar (Wang et al. 2017).

Yaprakli sebzelerin poliol yolu enzimleri olan aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
aktiviteleri tizerindeki inhibitor etkileri arastirtlmistir. Afrika patlican1 (Solanum macrocarpon
L), ac1 yaprak (Vernonia amygdalina Del.), oluklu balkabag (Telfairia occidentalis Hook.) ve
karanfil feslegen yapragiin (Ocimum gratissimum L) sulu ekstraktlar1 substratlar (glukoz ve
sorbitol) ile inkiibe edilmis ve enzimlerin inhibisyon yiizdesi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Diisiik ICso degeri nedeniyle, her iki enzimin kinetigini degerlendirmek i¢in ac1
yapragin sulu 6zii kullanilmistir. Calismada Afrika patlicani harig, tiim bitkiler sorbitol
dehidrogenazin aldoz rediiktazdan daha giiglii inhibisyonu sergilemistir. V. amygdalina, aldoz
rediiktaz (78,03 pg'mL™?) ve sorbitol dehidrogenaz (22,17 ugmL™) icin en diisiik ICsoyi
sergiledigini bildirmistirler. V. amigdalina aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenazi sirasiyla
rekabetci olmayan ve karisik rekabetci olmayan bir sekilde inhibe ettigi bildirilmstir. V.
amygdalina 6ziinin, poliol yolu enzimleri {izerine giiglii inhibisyon sergiledigi bildirilmistir
(Kazeem et al. 2021).

o-Gly inhibitorleri ince bagirsakta bu enzimin inhibisyonunu saglayarak karbonhidrat
emilimlerini geciktirmektedirler. Akarboz, miglitol ve vogliboz bu grupta yer alan ilaglardir.
Tiirkiye’de sadece akarboz ilact mevcuttur. Her ana yemegin basinda igilerek veya ¢ignenerek
kullanilir. Aglik plazma glukozunda 20-30 mg/dl, A1C’de %0,5-0,7 azalma yapmaktadirlar.
Tokluk hiperglisemi tedavisinde etkilidir. Yiizde 20 oraninda gaz, siskinlik, abdominal agri ve
diyare gibi gastrointestinal yan etkilere sebep olabilmektedir. Bu inhibitoér grubu ilaglarin gaz
ve diyare yan etkilerini azaltmak i¢in tedaviye diisiik dozda baslayip yavas yavas verilen dozun
arttirilmasi onerilmektedir (Ayvaz and Kan 2010).

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda, a-Gly enzimi iizerine de agil tiyoiire bilesiklerinin
etkileri incelenmistir. a-Gly enzimi igin agil tiyotire bilesiklerinin ICso degerlerinin etkisi
siralandiginda 2g (1Cso: 0,265 uM)> 2¢ (ICsp: 0,302 uM) > 2f (ICsp: 0,384 uM) > 2e (ICso:
0,490 puM) > 2a (ICso: 0,597 uM) > 2d (ICso: 0,802 pM) > 2b (ICso: 0,870 pM) olarak
bildirilnistir. Ki degerlerinin etkisi siralandiginda 2g (Ki 0,055+0,01uM) > 2e (Ki: 0,093 +
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0,012uM) > 2c¢ (Ki: 0,129 + 0,024 uM) > 2a (Ki: 0,327 + 0,025 uM) > 2f (Ki: 0,335+ 0,038
uM) > 2d (Ki: 0,438+ 0,053 uM) > 2b (Ki: 1,05 £ 0,171 uM) olarak bildirilmistir. Tim
bilesikler yarismali inhibisyon tipi gostermistir. Sonuglara bakildiginda a-Gly enzimi tizerine

en iyi inhibitor olma 6zelligini 29 maddesi gostermistir.

Yapilan bir ¢alismada bir dizi 2-fenil-1H-benzo[d]imidazol bazli a-gly inhibitorii
sentezlenmistir [n vitro ve in vivo olarak bilesiklerin anti-diyabetik potansiyelleri
degerlendirilmis ve tiirevlerin cogu, 6a tlirevinden daha yiiksek etki gostermis ve en potansiyel
inhibitorlerin, sirastyla 2,09 + 0,04 ve 0,71 = 0,02 uM ICso degerleri ile 150 ve 22d bilesikleri
oldugu bulunmustur. Floresan sondiirme deneyi, 150 ve 22d bilesiklerinin o-gly ile dogrudan
baglanmasin1 dogrulamistir. Kinetik c¢aligmalar, her iki bilesigin de rekabet¢i olmayan
inhibitdrler oldugunu bildirilmistir. Hiicre canlilig1 degerlendirmesi, LO2 hiicrelerine kars1 150
ve 22d'nin toksisitenin olmadigi bildirilmistir. Ayrica, in vivo farmakodinamik ¢alismalarda,
bilesik 150 'nun, pozitif kontrol akarboza kiyasla 6nemli hipoglisemik aktivite ve gelismis oral

sakaroz toleransi gosterdigini ortaya koymusturlar (Li et al. 2021).

Yapilan baska bir ¢alismada, Rhododendron luteum ve Rhododendron caucasicum
bitkilerinin antidiyabetik ve antioksidan oOzellikleri arastirilmis ve DPPH radikal siipiiriicii
aktivitesi ve antidiyabetik aktivitesinin belirlenmesi i¢in o-amilaz ve a-gly enzimleri tizerine
inhibisyon etkileri spektrofotometrik olarak belirlenmistir. R. luteum c¢icek 6ziitii, a-amilaz
enzimi tizerine ICso degeri 792,52 + 10,49 ug/mL olarak bulunmustur. a-gly enzimi iizerine R.
caucasicum yapragi ekstresinin ICso degeri 235,59 + 1,27 pg/ml olarak belirlenmistir (Ozdemir
2021).

Shamim ve arkadaslari indazol Schiff bazlarin1 (1-24) sentezlenmis ve yapisal olarak
EI-MS, HREI-MS, 1H- ve 13C-NMR gibi farkli spektroskopik tekniklerle karakterize etmistir.
Bu bilesiklerin in vitro olarak o-gly enzimi {izerine etkileri incelenmistir. Standart olarak
kullanilan akarboz ile karsilastirildiginda 1 kodlu bilesigin (IC50=9,43+0,1 uM) etkili oldugu
bulunmustur. Yarismali inhibisyon gosteren bu bilesigin in siliko ¢alismalarla analoglar

(ligandlar) ile enziminin aktif bolgesi arasindaki etkilesim ayrintilar1 gosterilmistir (Shamim et

al. 2021).

Xie ve arkadaslart tetrahidrobenzo[b]tiofen-2-il)iire ¢ekirdekli oa-glukozidaz
inhibitorlerinin kesfi ve optimizasyonu arastirmasi yapilmistir. Bu tiirevlerin ¢ogu, ana bilesik
5a'ya (26,71 + 1,80 uM'lik 1Cso) ve pozitif kontrol akarboza (258,53 1,27 uM'lik I1Cso'ye) gore

a-glukosidaza karsi artan inhibitor aktivite gosterdigi belirtilmistir. Bunlar arasinda, 8r (ICso =
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0,59 + 0,02 uM) ve 8s (ICso= 0,65 £ 0,03 uM) bilesiklerin gii¢lii inhibitorler oldugu ve o-
amilaza gore se¢icilik gosterdigi belirtilmistir. (Xie et al. 2021).

Shareghi ve arkadaslart fenoksimetil-1,2,3-triazol tiirevlerine bagli yeni bir
hidrazineylidendolinon serisi tasarlayarak sentez yapip etkili anti-diyabetik ajanlar gelistirmeye
yonelik acil ihtiya¢ nedeniyle anti- a-glukosidaz aktiviteleri agisindan degerlendirmislerdir.
Test edilen 15 bilesigin arasinda, 8 tiirev (9a, 9b, 9c, 9d, 9e, 9f, 9h ve 90), pozitif kontrol
akarboz ile karsilastirildiginda iistiin giic gosterdigi bildirilmistir. Ozellikle bilesik 9d, inhibitor
aktivitede yaklasik 46 katlik bir gelisme ile en iyi anti-a-glukozidaz aktivitesine sahip oldugu
bildirilmistir ve 9d bilesiginin, yapilan kinetik c¢alismada rekabetci tipte bir inhibisyon
gosterdigi bildirilmistir (Shareghi et al. 2021).

Yu ve arkadasglari, omeprazoliin a-gly ve enzimatik olmayan glikasyon iizerindeki
inhibitor etkisi ve mekanizmasini, multi-spektroskopik yontemler ve molekiiler yerlestirme
yonteminin kullanarak in vitro olarak arastirmiglardir. Enzim kinetik sonuglarina gore,
omeprazoliin a-gly donlisiimlii ve yarismasiz bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. (ICso= 0,
595 £+ 0,003 mM). Caligmanin sonucuda, a-gly ve enzimatik olmayan glikasyonun diyabet

komplikasyonlarinin tedavisi i¢in uygulanabilir bir aday olabilecegi ¢ikarimi ortaya atilmistir

(Yuetal. 2021).

Sonug olarak; Yiiksek lisans tez ¢alismasi sonucunda asagida belirtilen bulgular elde

edilmistir.

1- AR enzimi, koyun bobreginden kromatografik teknikler kullanilarak 0,41 EU/mg
protein spesifik aktivite, 2,00 verimle 22,78 kat saflagtirilmistir. SDH enzimide 0,38
EU/mg protein spesifik aktivite, 1,59 verimle 23,75 kat saflastiriimustir.

2- Saflastirma islemi sonucunda elde edilen enzimlerin saflik derece kontrolii SDS-
PAGE yontemi ile yapilmistir. AR enziminin molekiil kiitlesi yaklasik 38,95 kDa;
SDH enziminin molekiil kiitlesi ise yaklasik 37,46 kDa olarak hesaplanmistir.

3- AR, SDH ve a-Gly enzimleri iizerine 7 farkli agil tiyoiire bilesiklerinin etkileri
incelenmistir. 1Cso, Ki sabitleri ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir. AR enzimi igin
en yiiksek inhibisyonu 2¢ bilesigi; SDH enzimi igin 2g bilesigi, a-Gly i¢in 2g
bilesigi gdstermistir.

Calismamizin sonuglarina gore agil tiyoiire bilesikleri farmakolojik etkileri agisindan

olduk¢a Onem arz etmekte ve ileri calismalar iginde iyi bir potansiyel etki gostermektedir.
Ayrica mevcut ¢alismada inhibisyon ¢alismasi, medikal amaclar i¢in yol gosterici olarak

degerlendirilebilmektedir.
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