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ÖZET 

Köse, Ç. Yüksek Glukozlu Ortamda Minosiklin’in Damar Yanıtlarına Olan Etkisinde 

JNK ve ERK Yolaklarının Rolü. İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa Lisansüstü Eğitim 

Enstitüsü, Tıbbi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji AD. Doktora Tezi. İstanbul. 

Tez çalışmamızda, rat aortasında yüksek glukoz inkübasyonu ile deneysel olarak 

oluşturulan endotel disfonksiyonun neden olduğu vazoreaktivite bozukluklarına 

Minosiklin’in etkileri ve bu etkilerde ERK, JNK ve Nrf2 yolaklarının rolü 

araştırılmıştır. 

Wistar Albino rat aortaları izole edilerek gruplara göre normal (11mM) ya da yüksek 

glukozlu (44mM) Krebs çözeltisinde 2 saat inkübe edilmişlerdir. İnhibitörlü gruplar ise 

glukozla inkübasyon öncesi 30 dakika inhibitöre maruz bırakılmıştır. Daha sonra izole 

preparatlarda kasılma ve gevşeme yanıtları organ banyosu düzeneğinde 

değerlendirilmiştir. ELISA yöntemi ile de biyokimyasal parametreler (ICAM, VCAM, 

TAS, TOS, eNOS, HO-1) ölçülmüştür.  

Gevşeme yanıtlarında yüksek glukozlu grupların Emax verileri kontrole göre anlamlı 

olarak düşükken (p<0,0001) Minosiklin ile tedavi edilen grupların Emax değerleri 

kontrol seviyelerine geri dönmüştür (YG grubuna göre; p<0,001). JNK inhibitörü 

SP600125 grubunun Emax yanıtı da yüksek glukoz grubu gibi kontrolden anlamlı 

olarak düşüktür (p<0,001).  

Kasılma yanıtlarının Emax değerleri yüksek glukoz grubunda kontrolden anlamlı olarak 

yüksekken (p<0,01), tedavi gruplarında düşmüştür (YG grubuna göre; p<0,0001). 

SP600125 grubunda ise yüksek glukozlu grup ile benzer şekilde Emax değeri yüksektir 

(p<0,001).  

Yüksek glukoz grubunun eNOS (p<0,05) ve TAS (p<0,001) verileri kontrole göre 

düşükken, HO-1 (p<0,001) ve TOS (p<0,05) değerleri yüksektir. Minosiklin ile tedavi 

bu biyokimyasal değişiklikleri kontrol değerlerine geri döndürmüştür. SP600125 

grubunda ise tüm biyokimyasal veriler yüksek glukoz grubu ile benzerlik 

göstermektedir.  

Çalışmamızın sonuçlarına göre; Minosiklin’in tedavi edici etkisinde özellikle JNK 

yolağı ile eNOS/NO yolağının önemli rol oynadığı düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Minosiklin, Yüksek Glukoz, Nrf2, JNK, Rat Aorta 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 25618 
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ABSTRACT 

Köse, Ç. The Role of JNK and ERK Paths in the Effect of Minocycline on Vascular 

Responses in a High Glucose Medium. Istanbul University - Cerrahpasa Institute of 

Graduate School, Medical Pharmacology and Clinical Pharmacology Department 

Doctoral Thesis, Istanbul. 

In this study, the effect of minocycline and role of ERK, JNK and Nrf2 pathways were 

investigated on endothelial dysfunction and vaso-reactivity disorders induced by high 

glucose incubation of rat aorta. 

Wistar Albino rat aortas were isolated and incubated for 2 hours in normal (11mM) or 

high glucose (44mM) Krebs solution. Inhibitor groups were exposed to respective 

inhibitors for 30 minutes before glucose incubation. Contraction and relaxation response 

of isolated preparations were investigated through organ bath. Biochemical parameters 

(ICAM, VCAM, TAS, TOS, eNOS, HO-1) were measured via ELISA technique. 

Emax data was found to be significantly low at relaxation response in high glucose 

group in comparison to control group (p<0.0001) whereas, minocycline treatment 

returned Emax values to normal (compared to high glucose group; p<0.001). Emax 

response of SP600125 (JNK inhibitor) group was low just like high-glucose group 

(p<0.001) in comparison to control. 

Emax values of contraction response for high glucose group were high (p<0.01) 

compared to control and were low in treatment group (compared to high-glucose; 

p<0.0001). Emax values in SP600125 group were found to be similar with high-glucose 

group (p<0.001).  

For high glucose group, eNOS (p<0.05) and TAS (p<0.001) values were low and HO-1 

(p<0.001) and TOS (p<0.05) values were high compared to control group. Minocycline 

treatment returned these values to normal. Whereas, SP600125 and high glucose group 

shared the similar biochemical  profile.  

In conclusion, it is observed that JNK and eNOS/NO pathways have an important role 

on Minocyline’s treatment effect. 

 

Keywords: Minocycline, high glucose, Nrf2, JNK, Rat Aorta 

 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Diyabet, dünya nüfusunun ciddi bir bölümünü etkileyen hastalık olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Yaklaşık 500 milyon yetişkin diyabetliyken sadece 2 kişiden biri 

tedavi görmektedir. IDF (Uluslararası Diyabet Örgütü) verilerine göre 2040 yılında 10 

yetişkinden birinin diyabetli olacağı düşünülürken, diyabet için ayrılan bütçenin 802 

milyon doları aşacağı öngörülmektedir (IDF). 

Diyabet, vücudun sadece belirli bölgesine etki gösteren bir hastalık olmayıp, 

birçok organda olumsuz etkileri gözlenmektedir. Diyabete bağlı nefropati, retinopati 

yarattığı hasarlardan bazılarıdır. Aynı zamanda kardiyovasküler sistem üzerinde de 

diyabetin hasar oluşturucu etkileri fazladır (Davignon ve Ganz 2004). Diyabet 

hastalarında MI (miyokard infarktüs) riskinin diğerlerine göre çok daha fazla olması, 

endotel hasarı gibi dolaşımsal sıkıntılar gözlenmektedir. Gözlenen endotel hasarı, 

oksidatif stres sonucu ortaya çıkmaktadır (Kaur, Kaur, ve Singh 2018). 

Hiperglisemide nitrik oksit (NO) sentezi azalmakta ve endotelde reaktif oksijen 

türleri (ROS) artmaktadır (Son ve ark. 2004; Reyes-Toso ve ark. 2002). Reaktif oksijen 

türlerinin artmasıyla oksidan etki gözlenir ve DNA, enzim ve endotel hücre membranı 

hasarı görülür, bu da endotel disfonsiyonuna neden olmaktadır (Sies ve Cadenas 1985). 

Bu durumda hücre savunma mekanizması ile antioksidan mekanizmalar aktive 

olmaktadır. ROS artışı Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) mekanizmasını 

indükleyerek protein kinaz c (PKC), ekstraselüler sinyalle düzenlenen kinaz (ERK) ve 

c-jun N-terminal kinaz (JNK) yolaklarını aktive eder. Bu yolaklar ile antioksidan etkisi 

olan Nuklear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) bağlı olduğu Keap1 proteininden 

ayrılarak aktive olur. NRf2 aktivasyonu; NADP-H:quinone oxidoreductase (NQO-1), 

heme oxygenase 1 (HO-1) gibi antioksidan enzimlerin sentezini arttırmakta (Huang ve 

ark. 2015; Zhu ve Fahl 2001; Nguyen, Huang, ve Pickett 2000) ve vücudun savunma 

mekanizması devreye girmektedir.  

Minosiklin, tetrasiklin grubundan bir antibiyotiktir. Yapılan son çalışmalar 

minosiklinin hücrede apoptozu önlediği, inflamasyonu inhibe ettiğini ortaya koymuştur 

(Wang ve ark. 2004). Minosiklin’in ayrıca endojen Nrf2 ekspresyonunu arttırarak 

antioksidan etkiyle oksidatif stresi azalttığı bildirilmiştir (Shahzad ve ark. 2016).  
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İzole organ banyosu Farmakolojide sık kullanılan deney yöntemlerinden biridir. 

Sıçan torasik aortası çıkarılarak organ banyosu düzeneğinde çeşitli ilaç denemeleri, 

kasılma-gevşeme yanıtlarına göre mekanizmasal araştırmalar yapılmaktadır (Altinok ve 

ark. 2015). İzole sıçan aortalarının akut yüksek glukoza maruz bırakılmaları, diyabette 

oluşan stres benzeri etki yaratan ve endotel hasarını gösteren bir yöntem olarak tercih 

edilmektedir. Yüksek glukozun yarattığı oksidatif stres, farklı mekanizmalara bağlı 

endotel hasar oluşumu model olarak kullanılmaktadır (He ve ark. 2009). Yüksek 

glukoza akut olarak maruz kalmak diyabetin damarda yarattığı hasar benzeri etki 

göstererek, asetilkolinin endotel-bağımlı damar gevşeme yanıtlarını azaltmaktadır (Guo 

ve ark. 2000). Aynı şekilde endotel-bağımlı kasılma yanıtlarında da azalma ya da artma 

gibi iki şekilde de değişim gözlenmektedir (El-Awady ve ark. 2014). 

Bu çalışmada, sıçan ortaları yüksek glukozlu ortamda inkübe edilerek endotel 

disfonksiyonu oluşturulmuş ve oluşan disfonksiyonun vazoreaktivite üzerine etkilerini 

göstermek için damarlarda kasılma-gevşeme yanıtları incelenmiştir. Endotel 

disfonksiyonu ayrıca hücre içi adhezyon molekülü-1 (ICAM), vasküler adhezyon 

molekülü (VCAM) gibi adhezyon molekülleri, total antioksidan (TAS), toktal oksidan 

seviye (TOS), hemeoksijenaz 1 (HO-1) gibi oksidan-antioksidan ile endotelyal nitrik 

oksit sentaz (eNOS) gibi biyokimyasal parametreler ELISA yöntemi ile ölçülerek de 

ortaya konulmaya çalışılmıştır. Bütün bu damar yanıtları ve biyokimyasal parametrelere 

minosiklinin etkisi araştırılmıştır. Son olarak ERK ve JNK yolaklarının inhibitörleri 

olan U0126 ve SP600125 kullanılarak Minosiklin’in gösterdiği etkilerde Nrf2 yolağının 

rolü aydınlatılmaya çalışılmıştır. 
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Çalışmamızın olası mekanizmaları Kegg Pathway Database sitesindeki yolaklardan 

yararlanılarak aşağıda grafik üzerinde de gösterilmiştir (Şekil 1-1). 

 

 

Şekil 1-1: Oksidatif stres (Yüksek Glukoz) ile indüklenen ERK/JNK/Nrf2 yolağı 

Kegg pathway database sitesinden yararlanılarak hazırlanmıştır (kegg pathway). 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Diabetes mellitus (DM) 

 

Diyabet, pankreasın yeterince insülin üretemediği ya da üretilen insülinin vücut 

tarafından etkin bir şekilde kullanılamadığı durumda ortaya çıkan kronik bir hastalıktır. 

İnsülin, vücut kan şekeri düzenlenmesinde rol oynamaktadır. Hiperglisemi durumu, 

zamanla vücuttaki birçok sisteme, sinir hücrelerine ve kan damarlarına ciddi zararlar 

vermektedir.  

Yıllara göre WHO verilerine bakıldığında; 2014 yılında 18 yaş üstü erişkilerin 

%8,5’inde diyabet görülmekteydi. 2016 yılında 1,6 milyon ölümün direkt olarak nedeni 

diyabet olarak belirtilmiştir (WHO 2019).  

Diyabetus Mellitus gelişimindeki risk faktörlerine bakıldığında;  

- Bozulmuş açlık glukozu, bozulmuş glukoz toleransı, 

- Diyabetli birinci derece yakının bulunması (Stumvoll, Goldstein, ve van 

Haeften 2005), 

- Etnik köken (Menke ve ark. 2015; Shai ve ark. 2006), 

- Obezite (Menke ve ark. 2014), 

- Sedanter yaşam (Crump ve ark. 2016), 

- Sigara (Willi ve ark. 2007), 

- Polikistik over sendromu (Ehrmann ve ark. 1999), 

- Hipertansiyon (Conen ve ark. 2007), 

- Kardiyovasküler hastalık (Mozaffarian ve ark. 2007) 

- Metabolik sendrom (Ford, Li, ve Sattar 2008) şeklinde faktörler 

sayılabilmektedir.  

 

Diyabetus Mellitusun genel sonuçlarına bakıldığında ise; 
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- Diyabetli yetişkinlerde kalp krizi ve inme riski 2-3 kat daha fazladır 

(Emerging Risk Factors ve ark. 2010) 

- Kan akışının azalmasıyla, ayaklardaki nöropati; ayak ülseri riskini arttırır, 

enfeksiyon ve sonucunda amputasyona sebep olabilir. 

- Diyabetik retinopati körlüğün önemli bir nedenidir ve retinadaki küçük kan 

damarlarındaki hasarın bir sonucu olarak ortaya çıkar. Global körlüğün 

%2,6'sı diyabete bağlanabilir (Bourne ve ark. 2013). 

- Diyabet, böbrek yetmezliğinin önde gelen sebepleri arasındadır (Saran ve 

ark. 2015).  

Diyabet, vasküler komplikasyonlar ile de ilgilidir. Kronik hiperglisemi özellikle 

endotel ve sinir hücreleri için zararlıdır. Bu hücrelerde meydana gelen fonksiyon 

bozuklukları, temel olarak diyabet hastalarının yaşadığı mikro ve makro 

vasküler komplikasyonların artması riskini oluşturur (Matzinger, Fischhuber, ve 

Heiss 2018) (Şekil 2-1). 

 

 

Şekil 2-1: Diyabetin sebep olduğu mikro ve makro hastalıklar (Matzinger, Fischhuber, ve 

Heiss 2018) 
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2.1.1. Tip I Diyabet 

 

Önceleri çocukluk diyabeti, insüline bağımlı diyabet olarak bilinmekte olan 

diyabet çeşididir. Pankreasın az insülin ürettiği ya da üretmediği durumlarda geçerlidir. 

Vücutta eksik insülin üretimi ile karakterizedir. Tip I diyabet, genellikle çocukluk 

çağından itibaren görülse de yetişkin dönemde de gelişebilir. Tip I diyabet hastaları, 

kandaki glukoz miktarını düzenlemek için günlük dışarıdan insülin uygulamasına 

ihtiyaç duyarak hayatlarına devam ederler. İnsülin, glukozun enerji vermek üzere 

hücrelere girişini sağlayan hormondur. 

Tip I diyabetin kesin sebebi bilinmemekle birlikte önlenebilir durum da değildir. 

Tedavi komplikasyonlarını önlemek için kan şeker seviyesi, diyet, yaşam tarzı, insülin 

ile dengede tutulmaya çalışılır (WHO 2019; Clinic 2019).  

 

2.1.2. Tip II Diyabet 

 

Tip II diyabet (daha önceleri insüline bağımlı olmayan olarak adlandırılırdı), 

vücudun pankreas tarafından üretilen insülinin etkisine uygun şekilde cevap 

verememesinden kaynaklanır. Vücut insüline dirençli hale gelir ya da pankreas 

tarafından yeterince insülin salgılanamamaya başlar. Yani insülin direnci ve beta hücre 

disfonksiyonu durumlarını içeren patofizyolojiye sahiptir (Stumvoll, Goldstein, ve van 

Haeften 2005).  Hastalarda kademeli olarak hiperglisemi olduğundan diyabetin 

semptomları başta görülmeyebilir. Semptomlar görülmese bile, hastada mikro ve 

makrovasküler komplikasyonlar görülebilir, komplikasyonları önlemek için teşhis 

edilmesi büyük önem taşımaktadır (American Diabetes 2018). Neden gerçekleştiği tam 

olarak bilinmemekle beraber, genetik, aşırı kilolu ve inaktif olmak gibi faktörler de 

çevresel faktörler gibi sebebinde rol oynamaktadır. Tip II diyabet, Tip I’e göre çok daha 

yaygındır ve dünya genelindeki diyabet vakalarının %90’ını oluşturur. Yetişkinlerde 

çok sık görülürken ergenlerde de giderek artış gösterdiği dikkat çekmektedir (WHO 

2019; Martinez, Sherling, ve Holley 2019).  
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2.1.3. Gestasyonel Diyabet 

 

Gestasyonel diyabet, gebelik sırasında kan şekeri değerlerinin normalin üstünde 

olan diyabet tanısı altındaki hiperglisemidir. Gebelik diyabeti olan kadınlar, hamilelik 

ve doğum sırasında komplikasyon riski altındadır. Ayrıca anne ve bebek de gelecekte 

tip II diyabet riski altındadır (Group 2002). Gebelik diyabeti, bildirilen semptomlar 

yerine doğum öncesi tarama ile teşhis edilir (WHO 2019). 

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) gebeliklerin yaklaşık %5'inde görülür, 

ancak populasyonun demografik özelliklerine ve kullanılan kriterlere bağlı olarak 

oldukça değişkenlik gösterir. Gittikçe artan şişmanlık problemi devam ettikçe 

prevalansın artması beklenmektedir (Ben-Haroush, Yogev, ve Hod 2004). GDM'den 

etkilenen gebeliklerde yenidoğan hipoglisemisi, hiperbilurinemi gibi risk faktörleri 

artmaktadır (Catalano ve Ehrenberg 2006). Bu nedenle GDM’un teşhisi anne ve bebek 

için de büyük önem taşımaktadır (Kampmann ve ark. 2015).  

 

2.2. Endotel Yapısı ve Görevleri 

 

Endotel, damarların kan lümen yüzeyini kaplayan bir hücre tabakasıdır. Endotel, ilk 

olarak 1980 yılında, “damar duvarının iç yüzünü örten ve damar tonusunu düzenleyen 

doku” olarak tanımlanmıştır (Furchgott ve Zawadzki 1980). 1980’lerden önce elektrolit 

ve su geçişi için seçici geçirgen özellikte damar yüzeyini saran astar olarak 

düşünülmüştür. Yapılan çalışmalar, endotel hücrelerinin kalpten kılcal damarlara kadar 

tüm vasküler sistemde, damar yüzeylerinde etkili, önemli fonksiyonlara sahip bir 

endokrin organ olduğunu göstermektedir. Bunlardan bazıları; 

- Böbrek glomerüllerindeki gibi sıvı filtrasyonu 

- Platelet lökosit etkileşimi 

- Koagulasyon mekanizması 

- Vasküler tonus ve büyüme regülasyonu kontrolü 

- Hemostazis 

- Hücre proliferasyonu ve anjiogenezis 

- Hormon trafiği 
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- İnflamasyon durumunda sitokin salınması 

- Damar kasılma-gevşeme yanıtları 

- Tromboz, tromboliz gelişim kontrolü şeklinde sıralanabilir. 

Endotelin rolü; proteinler, lipit taşıyan parçacıklar, metabolitler ve hormonların yanı 

sıra hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşimlerini yöneten spesifik proteinler ve 

reseptörler dahil olmak üzere çeşitli moleküller için membrana bağlı reseptörlerin 

varlığıyla gerçekleştirilmesidir (Anderson 1999; Feletou 2011; Feletou ve 

Vanhoutte 2006).  

Endotel hücreleri ayrıca kan akışını düzenlemede önemli bir rol oynar. Plazma 

ve hücresel bileşenlerin damar yayılımı boyunca geçişini kolaylaştıran antitrombotik 

yüzey oluşturma kapasitesi ile kanın laminer akışını sağlar.  

İnflamasyon, oksidatif stres gibi durumlarda meydana gelen problemler 

endotelin normal aktivitesinin bozulmasına sebep olur. Endotel, hücrelerin 

protrombik ve antifibrinolitik bir ortam oluşturmasına sebep olur. Kan akışı da 

kısmi olarak endotel tarafında vasküler yatakları daraltmak veya genişletmek için 

salgılanan ya da emilen vazoaktif maddeler ile düzenlenmektedir. 

Vasküler homeostazın önemli bir regülatörü olan endotel, vazodilatasyon ve 

vazokonstrüksiyon arasındaki dengeyi, migrasyonun engellenmesi ve ilerletilmesini 

ve düz kas hücrelerinin proliferasyonunu, fibrinolizi ve trombojenezi ve aynı 

zamanda trombositlerin adezyon ve agregasyonunun önlenmesi ve stimülasyonunu 

sağlar (Sena, Pereira, ve Seica 2013). Vazodilatör ve antiproliferatif etki gösterir 

(Şekil 2-2).  
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Şekil 2-2: Endotelin çeşitli görevleri (Sena, Pereira, ve Seica 2013) 

 

 

Endotel kaynaklı faktörlere bakıldığında; 

- Endotel kaynaklı hiperpolarizasyon faktörü (EDHF) (Chen, Suzuki, ve Weston 

1988) 

- Nitrik oksit (NO) (Ignarro ve ark. 1987) 

- Prostasiklin (PGI2) (Moncada ve ark. 1976) 

- Endotelin-1 (ET-1) (Yanagisawa ve ark. 1988) 

- Anjiyotensin II (Endemann ve Schiffrin 2004) 

- Reaktif oksijen türevleri (ROS) (Just, Whitten, ve Arendshorst 2008) 

vazokonstriktör etki gösteren mediyatörlerdir.  

Endotelyal hücreler ayrıca hem antitrombotik (NO ve PGI2 hem trombosit 

agregasyonunu inhibe eder) hem de protrombotik molekülleri trombosit agregasyonunu 

destekleyen Willebrand faktörü ve fibrinolizi inhibe eden plazminojen aktivatör 

inhibitörü-1 (PAI-1) üretirler (Feletou 2011) (Şekil 2-3). 

Bu dengenin bozulması, endotel disfonksiyonuna yol açmaktadır. 
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Şekil 2-3: Endotelyal hücreler birçok fizyolojik fonksiyondan sorumludurlar; 

1- Vazolilatör ve vazokonstriktörler ile vasküler tonusun düzenlenmesi 

2- Trombosit aktivitesi, pıhtılaşma kaskadı ve fibrinolitik sistemi düzenleyen faktörler ile 

kan akışkanlığı ve pıhtılaşma kontrolü 

3- Sitokin ve adhezyon moleküllerin ekspresyonu yoluyla inflamatuvar süreçlerin 

regülasyonu (Ach, ATR, BK, EDHF, NO, PAI-1, PGH2, PGI2, O2.-, t-PA, TM, TxA2, vWf). 

 

 

2.3. Endotelyal Disfonksiyon 

 

Endotelyal disfonksiyon, endotelyum aktivitesinin azalmış vazodilatasyon, 

proinflamatuvar duruma ve protrombik özelliklere kayması durumu ile karakterizedir. 

Hipertansiyon, koroner arter hastalığı, kronik kalp yetmezliği, periferik arter hastalığı, 

diyabet ve kronik böbrek yetmezliği gibi birçok kardiyovasküler hastalık ile ilişkilidir. 

Endotelyal disfonksiyonda azalmış vazodilatatör cevaplara katılan mekanizmalar 

arasında nitrik oksit üretimi, oksidatif fazlalık ve hiperpolarize edici faktörün azalmış 

üretimi sayılabilir. Adezyon moleküllerinin upregülasyonu, makrofaj kemoreatraktan 

peptit-1 gibi kemokinlerin üretimi ve plazminojen aktivatör inhibitör-1'in üretimi 

inflamatuvar tepkiye katılır ve protrombik duruma katkıda bulunur. Endotel 

disfonksiyonu, aterosklerozun patogenezinde önemli bir erken olaydır ve plağın 

başlangıcına ve ilerlemesine katkıda bulunur.  
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Endotel disfonksiyon şiddetinin, kardiyovasküler olaylar için prognostik değere 

sahip olduğu gösterilmiştir. Endotel disfonksiyonunun düzeltilmesi kardiyovasküler 

riskin azalmasıyla ilişkili olabilir. Dolaşımdaki endotelyal progenitör hücreler, 

endotelyal disfonksiyona potansiyel bir terapötik yaklaşım için kullanılabilir 

(Endemann ve Schiffrin 2004). 

En erken aşamalarda, ana endotelyal değişiklik sadece fonksiyoneldir. Vasküler 

endotelyumun fonksiyonel bozukluğu, tüm kardiyovasküler hastalıklarda ve ayrıca 

insülin direnci, obezite ve tip 2 diyabetlilerde bulunmaktadır (Endemann ve Schiffrin 

2004; Wheatcroft ve ark. 2003). Endotelyal disfonksiyonun ayırt edici özelliği 

bozulmuş NO biyoyararlanımıdır.  

Ayrıca endotelyal disfonksiyon, aşağıdaki özelliklerin bir veya daha fazlasıyla 

karakterize edilir (Taddei ve ark. 2003; Cade 2008; Hirose ve ark. 2010) (Tablo 2-1):  

- Endotel aracılı gevşeme yanıtlarının azalması, 

- Hemodinamik düzenlemelerin azalması, 

- Fibrinolitik yeteneğin bozulması, 

- Büyüme faktörlerinin aşırı üretimi, 

- Adhezyon molekülleri ve inflamatuvar gen ekspresyonunun artması, 

- ROS artışı, 

- Oksidatif stres artışı, 

- Hücre katmanlarının geçirgenliğinin artması 

 

Endotel disfonksiyonuna birçok risk faktörü doğrudan katkıda bulunmaktadır. Risk 

faktörlerine baktığımızda; 

- Yüksek LDL, düşük HDL kolesterol seviyeleri (hiperlipidemi) 

- Yüksek trigliserit seviyeleri 

- Hipertansiyon 

- Yüksek c-reaktif protein (CRP) seviyeleri 

- Yüksek omega6/omega3 oranı 

- Artmış homosistein değerleri 

- Sigara kullanımı 
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- Yetersiz D vitamini seviyeleri birçok risk faktöründen bir kısmı olarak 

sayılabilir.  

 

Endotel disfonksiyonunun varlığı ateroskleroz ve tromboz patogenezinde, hem 

koruyucu kabiliyetinin kaybı hem de protrorombotik mekanizmaların uyarılmasında 

rol oynamaktadır (Versari ve ark. 2009; Grover-Paez ve Zavalza-Gomez 2009). 

 

Tablo 2-1: Sağlıklı ve disfonksiyonel endotel farkları 

 

 

 

2.4. Endotelyal Disfonksiyon Patofizyolojisi 

 

Endotel disfonksiyonun patofizyolojisi karmaşıktır ve çoklu mekanizmalar ile 

gerçekleşir. Bunun yanı sıra, görülen mekanizmaların çoğu diğer hastalıklarla da ortak 

olarak görülmektedir.  

Endotelyum tarafından salınan, vazodilatör olarak aktivite gösteren, 

inflamasyonu önleyen ve trombositler üzerinde anti agregan etkileri olan NO’dur. 

Azalmış NO seviyeleri, bozulmuş endotel fonksiyonu durumlarında sıkça bildirilmiştir. 

Bu durum endotelyal NO sentezinin (eNOS; endojen veya eksojen inhibitörlerin bir 

sonucu olarak veya substratın varlığındaki azalma)  ya da biyoyararlanımının 

azalmasından kaynaklı olabilmektedir (Endemann ve Schiffrin 2004).  

Sağlıklı Endotelyum

• Vazodilatasyon ( NO, PGI2)

•Oksitadif stres, düşük ürik 
asit

• Anti-koagülant ( PAI-1, 
vWF,P-selektin)

• Anti-inflamatuvar ( , 
sICAM, sVCAM, E-
seleksiyon, CRP, TNF-a, 
IL-6, MCP-1)

• Tamir (ECPs), tahrip 
(CECs, MPs)

Disfonksiyonal Endotelyum

• Vazodilatasyon ( NO, PGI2)

• Oksidatif stres, ürik asit

• Pro-koagülant ( PAI-1, 
vWF,P-selektin)

• Pro-inflamasyon ( , 
sICAM, sVCAM, E-
seleksiyon, CRP, TNF-a, 
IL-6, MCP-1)

• Tamir (ECPs),  tahrip 
(CECs, MPs)
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ROS’un sitotoksik oksidan olan peroksinitrit ile NO’yu baskıladığı ve protein 

fonksiyonunu etkilediği, bu şekilde endotel disfonksiyonu da etkilediği bilinmektedir 

(Koppenol ve ark. 1992). Peroksinitrit, proaterojenik olarak LDL oksidasyonunda 

önemli bir aracıdır. Ayrıca eNOS kofaktörünün bozulmasına sebep olarak eNOS 

ayrılmasına yol açar (Milstien ve Katusic 1999).  

Diyabetik farelerde peroksinitritin bozulmasını sağlayan FP15 maddesi 

denendiğinde endotel ve kardiyak disfonksiyonun önlenebileceği gösterilmiştir (Szabo 

ve ark. 2002). Bu şekilde endotelyal disfonksiyon üzerinde ROS etkisi de gösterilmiştir.  

Oksidasyon durumu arttığında, eNOS aktif dimerinin oksijenaz aktivitesi ve 

dolayısıyla NO üretimi azalır. eNOS’un redüktaz formu aktive olur ve daha çok ROS 

üretimi gerçekleşir. NO yerine ROS üretimi gerçekleştiği için oksidan fazlalığı, 

endotelyal ve vasküler fonksiyon üzerinde zararlı etkiler meydana getirir (Landmesser 

ve ark. 2003). Oksidatif artış, damar duvarındaki proinflamatuvar süreç ile bağlantılıdır. 

ROS, adhezyon (ICAM-1 ve VCAM-1)  ve kemotaktik moleküllerin (MCP-1) üretimini 

upregüle eder. İnflamasyon, NO biyoyararlanımını azaltır. C-reaktif proteinin (CRP) de 

eNOS aktivitesini azalttığı gösterilmiştir (Venugopal ve ark. 2002).  

 

2.5. Endotel Disfonksiyonu ve Yüksek Glukoz İlişkisi 

 

Diyabette, bazı mekanizmalar endotel disfonksiyonunu tetikleyebilir. Tip 2 

diyabet (T2DM) gibi insülin direnci durumlarında, insülin sinyali değiştirilir ve insülin 

reseptöründen çıkan iki ana yolu farklı şekilde etkiler. Fosfoinositid 3-kinaz, 

fosfoinositide bağımlı kinaz-1 ve Akt / protein kinaz B üzerinden eNOS'un 

fosforilasyonu ve aktivasyonuna giden yol downregüle edilirken, MAPK yoluyla 

mitojenik etkilere giden yol ve büyüme etkilenmez. Dahası, hiperglisemi, endotel 

disfonksiyona sebep olması, aminoguanidin ile glikozilasyonu inhibe ettiği gibi AGE’ye 

de yol açar (Bucala, Tracey, ve Cerami 1991).  AGE, interlökin-6, VCAM-1 ve MCP-

1'in ekspresyonu ile ROS'u indükler ve vasküler inflamasyon oluşumuna katkıda 

bulunmaktadır (Zhang ve ark. 2003). Bu durum, diyabetik nefropatide kısır döngüye 

dönüşmektedir, çünkü böbrek yetmezliğinde, AGE'nin klerensi gecikir, bu durum da 

vasküler hasar ve böbrek hasarını arttırır (Makita ve ark. 1991). Akut hipergliseminin 
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kendisi NO'yu azaltabilir ve insanlarda in vivo endotel bağımlı vazodilatasyonunu 

azaltabilir sonucuna varılmaktadır (Williams ve ark. 1998). 

Çeşitli çalışmalarda, endotel fonksiyonunun, hem makro hem de mikro-vasküler 

komplikasyonlarda, hayvan modellerinde ve insan çalışmalarında uzun süreli, geçici ve 

akut hiperglisemiye bağlı ortaya çıktığı gösterilmiştir (Grassi ve ark. 2012; Kaur, Kaur, 

ve Singh 2018). Mikro vaskuler komplikasyonlar, makro-vasküler komplikasyonlarla 

karşılaştırıldığında daha yoğun olduğu görülmektedir (Skyler ve ark. 2009).  

Hipergliseminin, NO biyoyararlanımı ve ROS birikimi ile reaktif azot türlerinin (RNS, 

endotel disfonksiyonuna yol açar) birikmesi arasında dengesizlik yaratarak damar 

hasarını tetiklediği düşünülmektedir. Ayrıca hiperglisemi (Brownlee 2005); 

- çeşitli hücresel mekanizmalarla vasküler yatağa zarar vermektedir. 

- AGE’lerin fazla üretimine sebep olmaktadır. 

- AGE reseptörlerinin (RAGE) ekspresyonlarında artışa sebep olmaktadır. 

- heksozamin yolağının aşırı aktivasyonuna sebep olmaktadır. 

- Protein kinaz C aktivasyonuna sebep olmaktadır. 

Altta yatan ana sebep oksidatif strestir. 

Ayrıca, in vivo ve in vitro çalışmalar, kronik oksidatif stres seviyelerinin insülin direnci 

ve T2DM'nin yol açtığı ilk anormallikler arasında olduğunu göstermiştir (Kuroki ve ark. 

1996; Vincent ve ark. 2004) (Tablo 2-2).  

Artan ROS, glikol metabolizmasını glikolizle bozar ve alternatif poliol ve 

hekzosamin yolakları ile değişime sebep olur (Brownlee 2001).  Ayrıca, hipergliseminin 

aracılık ettiği oksidatif stres, nükleer poli (ADP-riboz) polimerazın (PARP) aktivasyonu 

ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz aktivitesinin azaltılmasıyla DNA hasarını ve 

ADP-riboz polimerinin üretimini indükler. Bunun sonucunda, yukarıda bahsedilen 

çeşitli zarar verme mekanizmalarını tetikleyen glikolitik ara maddelerin seviyelerini 

arttırır. Bu mekanizmaların genel sonuçları artmış vasküler geçirgenlik, oksidatif stres 

ve apoptozdur. Hiperglisemi ayrıca düşük dereceli vasküler inflamasyona aracılık eden 

nükleer faktör-κB'yi (NF-κB) aktive eder (Brownlee 2005; Creager ve ark. 2003; 

D'Souza ve ark. 2009). Ayrıca, NF-κB aktivasyonu, vasküler duvarda inflamatuvar 

hücrelerin aktivasyonu ile sonuçlanan vasküler adezyon moleküllerinin, sitokinlerin 
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üretiminin artmasına yol açar. Ek olarak, glukotoksisite, protrombotik bir duruma yol 

açan, PAI-1 gibi pıhtılaştırıcı doku faktörlerinin ekspresyonunun artmasına neden olur. 

Hiperglisemi ile birlikte dislipidemi ve hiperinsülinemi de vasküler ton düzenleyicilerin 

dengesizliği yoluyla vasküler tonu etkilemektedir (Potenza ve ark. 2009). 

 

Tablo 2-2: Diyabette endotel disfonksiyon 

 

 

 

 

 

Hiperglisemi 

Dislipidemi Oksidatif stres 

(ROS ve RNS 

artışı) 

Hiperinsülinemi 

 cNOS salınımında azalma 

 AGEs yapılarında artış, 

endotelyal türevi sıkışma 

faktörleri 

 PKC, poliyol ve hekzasamin  

yolaklarının aktivasyonu 

 Endotelin-1 salınımında artış 

 Insulin direnci 

 NO bioerişiminin 

azalması 

 NF-KB aktivasyonu 

 Prostasiklin sentezi 

salınımında artış 

 Stres uyartımı 

Vazokonstriksiyon Artışı Vazorelaksasyon Bozulması 

Endotelyal Disfonksiyon 



 16 

AGE'lerin oluşumu ayrıca matriks bileşenlerinin yapısal, fonksiyonel ve reseptör 

tanıma özelliklerinin değişmesine neden olur. AGE reseptörü RAGE’ye bağlanma, 

makrofaj kaynaklı vasküler inflamasyonu teşvik eden süperoksit üretimini arttırır 

(Schmidt ve ark. 1999; Wautier ve ark. 2001; Chavakis, Bierhaus, ve Nawroth 2004). 

AGE'ler ayrıca eNOS ekspresyonunda azalmayı bunun yanında NO sentezinde 

azalmayı, ET-1 ekspresyonunda artışı indüklerken endotel disfonksiyona yol açar. Bu 

nedenle, hiperglisemik koşullarda AGE, ROS, RNS, 3-deoksiglukozon, diaçilgliserol ve 

metilglioksal gibi çeşitli biyokimyasal ürünlerin oluşumundaki değişiklikler diyabetik 

hastalarda endotel disfonksiyonuna belirgin bir katkıda bulunur (Sena, Pereira, ve Seica 

2013).  

Kardiyovasküler hastalık tanısı yeni konmuş T2DM hastalarında iyi bir glisemik 

kontrol yapıldığında gelişmiş mikrovasküler fonksiyon görülmüştür (Casanova ve ark. 

2017). Ancak, hastalık süresi uzamış hastalarda bu ilişki ortadan kalkmıştır. Dekstroz 

aracılı hiperglisemi, ERK, p38 ve Akt yolaklarını inhibe ederek insan umbilikal ven 

endotel hücrelerinde göçün yanı sıra endotel hücre proliferasyonunun bozulmasına 

neden olmuştur (Chen ve ark. 2017).  

 

2.6. Transkripsiyon faktörü (Nükleer Faktör Eritroid 2) ile İlişkili Faktör 2 (Nrf2) 

 

Evrimsel süreçte, tüm organizmalar çeşitli stres unsurlarına maruz kalmışlardır ve 

yalnızca işlevsel savunma sistemlerine sahip organizmalar hayatta kalıp sürece devam 

edebilmiştir. Bu sistem, Transkripsiyon faktörü (nükleer faktör eritroid 2) ile ilişkili 

faktör 2 (Nrf2) ve sitosolik reseptör protein Kelch-benzeri ECH-ilişkili protein 1 

(Keap1) arasındaki etkileşimler ile düzenlenmektedir (Bellezza ve ark. 2018). Bazik 

lösin fermuar proteinlerinin Cap-n-Collar ailesinin bir üyesi olan Nrf2 ilk önce Moi ve 

arkadaşları tarafından β-globin gen ekspresyonunun bir aktivatörü olarak tarif edilmiş 

(Moi ve ark. 1994) ve daha sonra hücrede oksidatif stresin ana algılayıcısı olarak 

tanımlanmıştır (Itoh ve ark. 1999; Martin ve ark. 1998).  

Nrf2 oksidatif stresin ana düzenleyicisidir. Nrf2, hücredeki redoks homeostazını 

korumak için birçok antioksidan genin ve detoksifiye edici proteinlerin ekspresyonunu 

yönetmektedir (Niture, Khatri, ve Jaiswal 2014; Baird ve Dinkova-Kostova 2011). 

Homeostatik koşullar altında, Keap-1 sitoplazma içinde Nrf2 ile bağlıdır. Bu şekilde 



 17 

düşük Nrf2 konsantrasyonları korunmuş olur. Aktivasyon gerçekleştiğinde, Nrf2’nin 

Keap-1 bağımlı ubiquinasyonu inhibe olur, Nrf2 antioksidan yanıt elementi (ARE) 

güdümlü genleri transaktive ettiği çekirdekte toplanır (Şekil 2-4) (de Haan 2011). Nrf2 

oksidatif strese cevap olarak aktive olan transkripsiyon faktörüdür. Nrf2-Keap1-ARE 

yolağı hücresel homeostazın düzenlenmesi için primer düzenleyicidir. Bu yolak 

üzerinden oksidatif stres ile ilişkili çok sayıda gen fonksiyonu düzenlenir (Kensler, 

Wakabayashi, ve Biswal 2007).  

 

 

Şekil 2-4 Aktivatör moleküller ile Nrf2'nin Keap 1'den ayrılması (de Haan 2011) 

 

 

Antioksidan enzimler, antiinflamatuvar faktör ve detoksifiye edici proteinler gibi 

proteinlerin gen diziliminin ekspresyonunu indükler. Bu genler redoks dengesizliğini 

önlemeye çalışır ve ROS’u ortadan kaldırır (Suzuki ve Yamamoto 2015). Bu genlere 

örnek olarak; 

 

- Heme-oksijenaz (HO-1),  

- Glutatyon S-transferaz (GSTs),  

- Glutamat sistein ligaz (GCL),  

- Glutatyon redüktaz (GR) (Liu ve ark. 2018) 

 

Nrf2 

 

Aktivasyon 

İnaktif 

komplex 

Nrf2 

ARE 

Nrf2 

Faz II 

detoksidasyon 

ezimlerinin 

düzenlenmesi 
Küçük molekül 

aktivatörleri 

Sülforafan 

Bardksolon 

Ebselen 
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-  NAD(P)H kinin oksidoredüktaz (NQO1), 

- Glutatyon S-transferaz (GST) (Halliwell ve Gutteridge 1986) örnek verilebilir.  

 

 Nrf2, genel olarak faz II detoksifiye edici enzim kodlarını upregüle eder ve 

gen indüksiyonlarını regüle eder (Şekil 4). Nrf2 knock-out farelerde yapılan çalışmada 

faz II enzim ekspresyonlarının down-regüle olduğu gösterilmiştir (Itoh ve ark. 1999; 

Itoh ve ark. 1997). Faz II enzimleri, faz I reaksiyonları tarafından üretilen ara 

metabolitleri, toksik ksenobiyotikleri detoksifiye ederek hızlı bir şekilde atılımını sağlar 

(Brigelius-Flohe ve Flohe 2011). 

 Benzo[a]piren, faz I metabolizmasından sonra yüksek derecede reaktif bir ara 

ürüne dönüşen, faz II reaksiyonları ile detoksifiye edilen bir karsinojendir. Yapılan 

çalışmalara göre Nrf2 knock-out olan fareler, benzo [a] pirene bağlı tümör oluşumuna 

daha duyarlıdır, bu nedenle Nrf2'nin faz II metabolizması için gerekli olduğunu 

düşünülmektedir (Ramos-Gomez ve ark. 2003; Kwak ve ark. 2001). Diğer çalışmalar 

Nrf2 sisteminin faz I ile ilişkili genleri ve aynı zamanda faz III ksenobiyotik taşıyıcıları 

(Hayashi ve ark. 2003; Vollrath ve ark. 2006) kontrol ettiğini, dolayısıyla Nrf2'nin tüm 

ksenobiyotik metabolizma sürecinden sorumlu olduğunu göstermektedir (Bellezza ve 

ark. 2018). Ayrıca, heme oksijenaz 1 (HO-1) gibi antioksidan genler, upstream ARE 

sekansları içerdiğinden, Nrf2, oksidatif stres cevabının ana düzenleyicisi olarak kabul 

edilebilir (Bellezza ve ark. 2012; Minelli ve ark. 2009). Çeşitli toksik kimyasal stres 

faktörleri ROS üretir, bu nedenle Nrf2, kimyasal olarak türetilmiş streslere karşı 

savunmada merkezi bir rol oynar.  

 ROS, balon anjiyoplasti sonrası arteriyel yaralanmaya yanıtın da dahil olduğu 

bir çok kardiyovasküler patolojide rol oynar. Esas olarak vasküler düz kas hücrelerinden 

(VSMC) türer ve advers etki olarak iyileşme için hücrelerin proliferasyon ve göçüne 

sebep olur (Griendling ve FitzGerald 2003; Jacobson ve ark. 2003). Özellikle 

NQO1’lerin VSMC’lerde hiperplaziye yol açan ROS kaynağı olarak rolü gösterilmiştir. 

Ayrıca hücre dışı süperoksit dismutaz (EC-SOD) down-regülesyonunun ROS üretim-

yıkımı ile remodeling arasındaki dengede rolü olduğu gösterilmiştir (Leite ve ark. 

2003). Ayrıca HO-1, ya da EC-SOD artışı gibi antioksidan savunmayı arttıracak gen 

tedavisi terapotik yaklaşımları, hayvan modellerinde yaralanmaya bağlı oluşan 

neointima oluşumunu inhibe eder (Tulis ve ark. 2001).  HO-1 indüksiyonunun endojen 

antioksidan savunmayı arttırması gibi bir potansiyeli gösterilmiştir. Ayrıca HO-1 
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regülasyonunun Nrf2 tarafından yapıldığı belirtilmiştir (Motohashi ve Yamamoto 

2004). 

 

Süperoksit anyonu, hidroksil radikali ve peroksit gibi ROS’lar oksidatif strese 

neden olur ve kanser, katarakt gibi hastalıklar da dahil olmak üzere çeşitli dejeneratif 

hastalıkların oluşumu ile bağlantılıdır. Kanser hücrelerinde, JNK'nin ROS ile 

indüklenmiş hiperfosforilasyonu onkogenik sinyalleri çevirebilir, böylece ERK'in 

aracılık ettiği proliferasyon sinyallerine ek olarak AP-1'in aktivasyonu ile hücresel 

proliferasyonu destekleyebilir (Benhar, Engelberg, ve Levitzki 2002). Bu nedenle, ROS 

tümor ilerlemesinde önemli bir rol oynayabilmektedir. Hücresel savunma sistemi, 

oksidatif strese karşı NADH, SOD ve HO-1 gibi aktif savunma sistemlerini içerir. HO-

1, yüksek oranda dalak ve karaciğerde eksprese edilir ve ekspresyonu birçok etken ile 

indüklenebilir (Farombi ve Surh 2006). Koruyucu bir mekanizma olarak 

indüklendiğinden, bu enzimin uyarılması oksidatif doku hasarına karşı koruma için 

önemli bir etken olarak kabul edilir. HO-1’in uyarılmasının düzenlenmesi için bir dizi 

hücre için sinyal molekülü tanımlanmıştır. Ana transkripsiyon faktörü, Nrf2’dir (Chen 

ve ark. 2005). Ksenobiyotik mekanizmasına karşı etkin bir antioksidan savunma için 

Nrf2 temel faktörlerden biri olarak düşünülebilir. 

 Nrf2’yi aktive eden çeşitli yolaklar vardır, hücre içerisindeki ERK, JNK ve 

p38 yolakları bunlardan bazılarıdır. ROS ile fosforilize olan bu yolaklar Nrf2’yi aktive 

ederler. MAPK ile Nrf2 aktivasyonu bu yolaklardan geçerek gerçekleşir (Chen, Yu, ve 

ark. 2000; Shen ve ark. 2004). Nrf2 Keap1’den ayrılarak nukleusa geçer ve antioksidan 

gen ekspresyonları gerçekleşir  (Hu ve ark. 2017; Jeong ve ark. 2017; Levonen ve ark. 

2007). 

 P38 ve JNK, MAPK kaskadının üyeleridir ve hücre içi redoks durumunu 

ayarlamak için oksidatif stres ile aktive olurlar (Gong, Ivanov, ve Hei 2016; Kim ve ark. 

2015; Liu ve ark. 2017). Oksidatif strese cevap olarak Nrf2, Keap1’den ayrılıp nükleusa 

geçer ve ARE’lere bağlanır (Kobayashi ve Yamamoto 2005). Nrf2/Keap1/ARE yolağı, 

faz II detoksifiye edici ve antioksidan enzimlere aracılık ederek oksidatif strese karşı 

hücresel bir savunma mekanizmasıdır (Pedruzzi ve ark. 2012). ROS oluşumu ile birlikte 

p38 ve JNK fosforilasyonun arttığı da çalışmalarda gösterilmiştir (Zhao ve ark. 2013; 

Zhao ve ark. 2015) (Şekil 2-5).  
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Şekil 2-5: Oksidatif stres mekanizması (Liu ve ark. 2017) 

 

 

2.7. Nrf2 Diyabet İlişkisi 

 

 Tip 2 diyabet (T2D); genetik, yaşam tarzı ve çevresel faktörlerin 

kombinasyonu şeklinde ortaya çıkan metabolik bir hastalıktır. Oksidatif stres, T2D’in 

insülin direnci ve pankreas β-hücresi disfonksiyonu gibi ortaya çıkan iki ana 

patogenezinde kritik rol oynamaktadır. ROS, sitotoksik olmasına rağmen glukoz 

algılanmasında rol oynayan önemli hücre için sinyali olarak da işlev görmektedir. Çok 

fazla antioksidan ya da endojen antioksidanların sürekli uyarılması da insülin 

sekresyonunu ve aksiyonunu kontrol eden sinyal transdüksiyonunun etkisinin 

azalmasına sebep olabilir. Oksidatif stres altında, hücresel ROS-temizleme kapasitesi, 

çoğunlukla Nrf2 aktivasyonu ve antioksidan enzimlerin transkripsiyonel indüksiyonu 

yoluyla düzenlenebilir. Nrf2 aracılı antioksidatif savunma, glukoz homeostazını 

düzenlemede denge rolünü oynuyor gibi görünmektedir (Şekil 2-6).  
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Şekil 2-6: ROS, antioksidan ve Nrf2'nin Denge Rolleri 

  

 ROS nötrleyici ajanlar veya Nrf2 indükleyicileri ile antioksidan tedaviler, 

çeşitli komplikasyonların tedavisinde faydalı etkiler göstermektedir. Nrf2, ROS ve 

antioksidanlar arasındaki çapraz düzenlemeler, uygulanabilecek ROS modülasyon ve 

stratejileri ile T2D ve komplikasyonları ile mücadele edilebileceği düşünülmektedir (Fu 

ve ark. 2016). Aşağıdaki tabloda Nrf2-ARE aktivatörlerinin diyabetik 

komplikasyonlardaki etkilerine örnekler verilmiştir (Tablo 2-3).  

 

 

Tablo 2-3: Nrf2-ARE aktivatörlerinin diyabetik komplikasyonlardaki etkileri 

Kimyasal 

İsmi 

Tanım Test Modeli Etkisi Referans 

Aralia 

Taibaiensis 
Antidiyabetik ilaç HG, H9c2 hücreleri Kardiyomiyopati(+) (Duan ve ark. 

2015) 
Siyanidin 3-

glikozit 

Roselle bitkisinden, 

sebze ve meyvelerdeki 

flavonoid 

PA, HUVEC 

hücrelerinde 

Vasküler hastalıkta 

(+) 

(Fratantonio ve 

ark. 2015) 

 

ROS Sinyali 
İnsulin 

Salınımı 

Antioksidanlar Oksidatif  

Hasar 

Oksidatif 

Stres 

Nrf2 

Nrf2 

Çevresel ve beslenmeye 

bağlı stres faktörleri 

Antioksidanlar 
Oksidatif  

Hasar 

Glukoz 

 

İnsulin 

Salınımı 
İnsülin 

  

 

ROS Sinyali 

Tip 2 

Diyabet 

İnsulin 

Salınımı 

İnsulin 

Duyarlılığı 
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Dimetil fumarat  Multiple siklerozis 

(MS) için FDA onaylı 

ilaç 

HG, ARPE-19 

hücreleri VSMCs, D 

vitamini indüklü 

vasküler 

kalsifikasyon 

Korneada yara 

iyileşmesi (+), 

vasküler hastalık (+) 

(Foresti ve ark. 

2015) 

Ferulik asit Fenolik asit HG, kardiyomiyosit, Kardiyotik oksidatif 

stres (+) 

(Song ve ark. 

2016) 

Resveratrol Bitkilerden üretilen 

doğal fenol 

Endotel hücreleri, 

HFD, Nrf2 knock-

out farelerde 

Kardiyomiyopati(+) (Ungvari ve ark. 

2010; Bonnefont-

Rousselot 2016) 

Pentaeritil 

tetranitrat 

Organik nitrat STZ’li sıçanlarda Vasküler sistem (+) (Schuhmacher ve 

ark. 2011) 

MG132 Proteozom inhibitörü Ove26 farelerde Vasküler hastalık 

(+), 

Kardiyomiyopati(+) 

(Cui ve ark. 2013; 

Miao, Cui, ve ark. 

2013) 

Çiğ sarımsak 

homojenatı 

Sarımsak homojenatı Yüksek fruktoz, 

sıçanlarda 

Kardiyomiyopati(+) (Padiya ve ark. 

2014) 

Sülforapan  Turp biyoaktif 

komponenti 

Db/Db fare Vasküler hastalık (+) (Velmurugan ve 

ark. 2013) 

Çinko Eser element OVE26 Fare Vasküler hastalık (+) (Miao, Wang, ve 

ark. 2013) 

Kaynak:(Fu ve ark. 2016). 

 

Azalan Nrf2/ARE aktivitesi damar yapısında oksidatif stres ve mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğunun artışına katkıda bulunur. Bu durum da endotel 

disfonksiyonuna, insülin direncine ve diyabette gözlenen anormal anjiyogeneze yol açar 

(Cheng, Siow, ve Mann 2011). Nrf2 ekspresyonunun kardiyak hücrelerdeki oksidatif 

hasar ve yüksek glukoz seviyelerinin neden olduğu ölümlerden korumadaki kritik rolü 

de çalışmalarda gösterilmiştir (He ve ark. 2009; Tan ve ark. 2011). İn vitroda kardiyak 

miyositlerde, oksidatif stresin ERK aktivitesindeki artış ile insülin direncini indüklediği 

belirtilmiştir. STZ indüklü tip I diyabetik fare kalplerinde diyabetin geç evrelerinde 

Nrf2’nin kardiyak ekspresyonu baskılanmıştır. Antioksidatif savunma sisteminin ana 

transkripsiyonel faktörü olan Nrf2’nin kardiyomiyositlerde ve kalpte oksidatif stres 

kaynaklı insülin direncinin negatif regülatörü olabileceği tartışılmaktadır (Li ve ark. 

2009). 

 Birçok farklı organda etkileri görülen T2D’nin farklı evrelerinde redoks 

homestazı, ROS sinyali ve Nrf2-ARE üzerine etkileri gösterilmiştir (Şekil 2-7). Bu 
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şekilde bir sınıflandırma, T2D ile başa çıkmak için çeşitli antioksidan tedavilerin 

uygulanabilirliği hakkında genel bir bilgi sağlayabilir. Her ne kadar T2D’in patogenez 

ve komplikasyonları çeşitli diyabetik koşullar altında değişse de oksidatif stres her 

aşamada tutarlı olarak artmaktadır. Bu nedenle belirli bir ROS tipini hedef almak 

hastalık tedavisinde faydalı olabilir diye düşünülmektedir. 

 

 

 

 

Şekil 2-7: T2D'nin farklı aşamalarında Nrf2-ARE aktivitesi, ROS sinyal iletimi, redoks 

durumu (Fu ve ark. 2016). 
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2.8. Minosiklin 

 

 

Şekil 2-8:Minosiklin ve Ailesi Tetrasiklin'in kimyasal Yapısı 

 
Tetrasiklinler, aerobik ve anaerobik gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere 

karşı etkili geniş spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerin 

antibiyotik özelliklerinin arkasındaki etki mekanizması temel olarak bakteriyel 30S 

ribozomal alt birime bağlanma ve protein sentezini inhibe etme yetenekleri ile ilgilidir. 

Minosiklin (7-dimetilamino-6-dimetil-6-deoxytetracycline), gram-pozitif ve 

gram-negatif bakterilere karşı 30-35 yıldan beri terapötik kullanımda olan ikinci 

jenerasyonlu, yarı sentetik tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir (Şekil 2-8). Esas olarak 

akne vulgaris ve bazı cinsel yolla bulaşan hastalıkların tedavisinde kullanılır. 

Minosiklin, yaşlı popülasyonlarda bile, daha uzun bir yarı ömür ve iyi bir doku 

penetrasyonu ve neredeyse tama yakın bir biyoyararlanım ile birlikte oral, hızlı ve 

emildiğinde birinci nesil tetrasiklinlerden daha iyi bir farmakokinetik profil 

göstermektedir. Ayrıca, kan-beyin bariyerinden kolayca geçebilen ve böylelikle serebro 

spinal sıvı (CSF) ve merkezi sinir sistemi (MSS) hücrelerinde birikimini artıran ve 

birçok MSS hastalığının tedavisinde kullanılmasını sağlayan oldukça lipofilik bir 

moleküldür (Kielian ve ark. 2007). Ayrıca, minosiklin kronik olarak kullanıldığında iyi 

bir güvenlik kaydına sahiptir. Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından önerilen 

en yüksek dozaj, günde bir kez 200 mg'a kadar olan dozlarda minosiklin ile uzun süreli 

tedavi, genellikle insanlarda güvenli ve iyi tolere edilir. Minosiklin'in bulantı, baş 

dönmesi ve hafif baş dönmesi gibi bilinen ve en sık görülen yan etkileri, çoğunlukla 

uygulamadan hemen sonra ortaya çıkar ve tedavinin kesilmesinden kısa bir süre sonra 

kaybolur. Bununla birlikte, British National Formulary'a göre, tedaviler 6 aydan uzun 

sürdüğü için hepatotoksisite, pigmentasyon ve sistemik lupus eritematozus için her 3 

ayda bir izlenmesi önerilmektedir. Bunlar gelişirse ya da önceden var olan sistemik 

lupus kötüleşirse tedavinin kesilmesi önerilmektedir. Diğer tetrasiklinlerle 

karşılaştırıldığında minosiklin ile ilişkili lupus-eritematosus benzeri sendrom ve geri 
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dönüşümsüz pigmentasyon riski, insan enfeksiyonlarında yaygın kullanımını 

sınırlamıştır, şu anda sadece akne vulgarisin tedavisi için endikedir (Klein ve Cunha 

1995). 

Tetrasiklinlerin antibiyotik özellikleri başlangıçta 1940'ların sonlarında tarif 

edilmiştir; fakat daha yakın zamanlarda, sayısız çalışma, antibiyotik olmayan 

özelliklerine odaklanmıştır. Aslında, tetrasiklinlerin antiinflamatuar ve anti-apoptotik 

aktiviteler de dahil olmak üzere anti-mikrobiyal aktivitelerinden bağımsız ve proteoliz, 

anjiyogenez ve tümör metastazı üzerindeki inhibitör etkiler gibi çeşitli biyolojik 

eylemler gerçekleştirebildiği bildirilmiştir. Rosacea, dermatozlar, nötrofilik hastalıklar, 

aort anevrizmaları, kanser metastazı ve romatoid artrit gibi otoimmün bozukluklar da 

dahil olmak üzere, inflamatuar temeli olan hastalıklar için etkileri olduğu düşünüldüğü 

için minosiklin için de birçok çalışma yapılmıştır. 

Bu bulgular minosiklinin antimikrobiyal özelliklerinin yanı sıra inflamatuvar 

temelli hastalıklarda (dermatit, romatoit artrit, inflamatuvar bağırsak sendromu gibi 

hastalıklar) deneysel modeller üzerinde birçok biyolojik etkisinin olduğunu 

düşündürmektedir. Minosiklin nörolojik koruma sağlamada en etkili tetrasiklin türevi 

olarak da belirtilmiştir. Bu etki deneysel iskemi, travmatik beyin hasarı ve nöropatik 

ağrı modellerinde ve Parkinson hastalığı, Huntington hastalığı, amiyotrofik lateral 

skleroz, Alzheimer hastalığı, multipl skleroz ve omurilik zedelenmesi gibi birçok 

nörodejeneratif hastalıkla yapılan çalışmalarda doğrulanmıştır. Ayrıca, diğer pre-klinik 

çalışmalar, malign hücre büyümesini inhibe etme ve kemik erimesini önleme yeteneğini 

göstermiştir (Garrido-Mesa, Zarzuelo, ve Galvez 2013).  

Deneysel iskemi modellerinde, tramvatik beyin yaralanmalarında, nöropatik 

ağrılarda ve çeşitli nörodejeneratif durumlarda etkili olduğu gösterilmiştir. Alzheimer, 

multiple sclerosis (MS), Parkinson gibi hastalıklarda etkinlikleri çeşitli pre-klinik ve 

klinik çalışmalarda gösterilmiştir (Mei ve ark. 2011; Lampl ve ark. 2007; Choi ve ark. 

2007). Nöroprotektif etkilerinin yanında farklı diğer deneysel modellerde gösterdiği 

terapotik etkisi de son dönemde araştırmalarda artan ilgiye sebep olmuştur. İrritabl 

bağırsak hastalığı (IBS) (Garrido-Mesa ve ark. 2011), diyabet (Cai ve ark. 2011), 

kardiyak iskemi (Lampl ve ark. 2007), insan immün yetmezlik virüs enfeksiyonu (HIV) 

(Campbell ve ark. 2011) gibi birçok hastalık üzerinde etkisi olduğu çeşitli çalışmalarda 

belirtilmiştir (Şekil 2-9). 
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Şekil 2-9: Minosiklin'in antibiyotik ve antimikrobiyal etkisi ile ilişkili olmayan klinik 

potansiyeli (Garrido-Mesa, Zarzuelo, ve Galvez 2013) 

 

Çalışmalarda minosiklinin antiinflamatuvar, immünomodülatör, ve nöroprotektif 

etkilerinin olası mekanizmaları gösterilmiştir; 

- İndüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) (Amin ve ark. 1997), fosfolipaz A2 

(PLA2) (Pruzanski ve ark. 1992), matriks metaloproteinaz (MMPs) gibi anahtar 

enzimlerin aktivitelerinde inhibe edici etkisinin olması (Golub ve ark. 1983), 

- Protein tirozin nitrasyonunun azalması (Whiteman ve Halliwell 1997), 

- Kaspaz-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunun inhibe olması (Chen, Ona, ve ark. 2000), 

- Bcl-2 (apoptoz inhibitörü) türevli etkilerin artması, böylece hücrelerin apoptoza 

karşı korunması (Jordan ve ark. 2007), 

- P38, MAPK fosforilasyonunun azalması (Lin ve ark. 2001; Zhu ve ark. 2002), 

- PARP-1 (poli ADP riboz polimeraz 1) aktivitesinin azalması (Alano ve ark. 

2006),  

Tüm bu etkilerin yanında tetrasiklinlerin Ca2 + ve Mg2 + 'ya iyi bağlandıkları 

bilinmektedir. Yukarıda yazılmış olan biyolojik etkilerini bu katyonları şelatlaması ve 

Antibiyotik

•Akne vulgaris

•Cinsel yolla bulaşan 
hastalıklar

Dermatitis 
Periodontal, 

Römatoid 
Artirid 

Inflamatuvar 
Bağırsak 
Hastalığı

Anti-Apoptotik, 
Anti-Inflamatuvar, 
İmmünomodulatör

•Kanser

•Osteoporoz

•Otizm

•AIDS

•Alerjik Astım

•İskemi

•Omurga Zedelenmesi

•Nöropatik Ağrılar

•Amyotropik lateral sklerozis

•MS

•Nörodejeneratif Hastalıklar

MİNOSİKLİN 
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hücre içi kompartmanlara geçişi ile gerçekleştirdiği de düşünülmektedir (White ve 

Pearce 1982) (Şekil 2-10). 

  

 

 

 

 

Şekil 2-10: Minosiklin'in antiinflamatuvar etkisine dahil olan mekanizmalar, antioksidan 

özellikler 

 

Özetle, minosiklin akne vulgaris, perioral hastalık ve kutanöz sarkoidoz için 

uzun zamandır antibiyotik olarak kullanılmaktadır. Ayrıca günümüzde romatoid artrit 

gibi inflamatuar hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Bununla birlikte, minosiklin 

artık antiinflamatuvar, immünomodülatör ve nöroprotektif etkilere sahip olduğu 

gösterilmiştir. Hayvan modellerinde ve bazı klinik çalışmalarda yapılan çeşitli 

çalışmalar, tek başına veya diğer ilaçlarla kombine edilmiş olan minosiklinin, 

inflamatuvar bir arka plana sahip hastalıklar için umut verici bir tedavi edici olarak 

yararlı etkilerini ve güvenliğini göstermektedir. Çoklu hedefleri etkileyen bir ilaç olarak 

öne çıkan minosiklin için çoklu mekanizmalar önerilmiştir. Onun antioksidan 

özellikleri, kalsiyum şelasyonu ve iNOS veya MMP'ler gibi proinflamatuvar enzimleri 

inhibe etme kabiliyeti, bahsedilen hastalıkların çoğunda yararlı etkileriyle önemli rol 

oynayabilir. Ancak, diğer tetrasiklinlerin, özellikle de doksisiklinin, bu özelliklerin 

bazılarını paylaştığı bildirilse de aynı modellerde benzer bir etki göstermemiştir. Bu 

Oksidatif 

Stres 

Apoptozis Proliferasyon 

İmmün Hücre 

Fonksiyonları Enzimler 

PLA2 

COX-2 
MMP 

iNOS Mikroglia 

T-Hücreleri Monositler 
Nötrofiller 
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nedenle, minosiklinin tetrasiklinler arasında çok daha etkili ve özellikli bir ilaç haline 

getiren çoklu hedefleri olduğu görülmektedir.  

Ek olarak, minosiklinin dikkat çeken avantajlarına bakıldığında;  

- Bilinen bir yan etki profili ile insanlarda genellikle güvenli bir ilaç olarak kabul 

edilir. 

- Pahalı bir ilaç değildir, böylece hastalıklarda uzun süreli kullanım için 

uygundur. 

- Minosiklin oral kullanımında emilimi iyi olan  (% 95-100) ve MSS de dahil 

olmak üzere vücudun birçok bölümüne ulaşan bir ilaçtır. 

Her ne kadar terapotik olarak kullanımın alanlarının gelişmesi için faaliyet 

mekanizmalarının in vivo ve in vitro çalışmalar ile anlaşılması gerekse de elde edilen 

sonuçlara bakıldığında birçok hastalık için potansiyelinin olduğu görülmektedir.  

 

2.9. Minosiklin ve Nrf2 İlişkisi 

 

Minosiklin, kan-beyin bariyerinden kolayca geçebilmekte ve hayvan modellerinde 

nöronal hücre ölümünü hafiflettiği, nörodejeneratif bozuklukların semptomlarını 

iyileştirdiği gösterilmiştir. Son çalışmalarda, minosiklin, beyindeki oksidatif stres ve 

inflamasyonu baskılayarak ve oksidatif stresle mücadele ederek nöroprotektif etki 

gösterdiği şeklinde sonuçlar elde edilmektedir. Yapılan bir çalışmada, minosiklinin yaşlı 

sıçanlarda sevofloranla indüklenmiş olan kognitif bozukluğu azalttığını ve bu durumun 

minosiklinin anestezik kaynaklı nörotoksisiteyi önlemek için kullanılabilecek bir ajan 

olabileceğini düşündürmektedir (Tian ve ark. 2017).  

Sevofloranla indüklenmiş olan kognitif bozukluğu ile aktive olan NF-κB 

sinyalizasyonunun aşırı artışının minosiklin ile tedavi edildiği belirtilmektedir. Yine de 

tam mekanizma ortaya konulamamıştır (Tian ve ark. 2015).  

Oksidatif stres ve inflamasyon durumunda NF-κB ve Nrf2 yolakları arasında 

bağlantı bulunmaktadır (Lyu ve ark. 2012).  

Sevofluranla olan çalışmada, ilaç tarafından indüklenen hücre hasarında 

minosiklin uygulanıp Nrf2’nin rolü gösterilmiştir. Ayrıca, bu işlem sırasında Nrf2 ve 
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NF-κB yolakları arasındaki bağlantı da belirtilmiştir. Minosiklin apoptozu, ROS ve NF-

κB’yı inhibe etmekte ve Nrf2 antioksidan yolağını stimüle etmektedir.  

Hücre apoptozu kaspaz ailesi proteinleri, Bcl-2 ve NF-κB sinyali dahil olmak 

üzere birçok faktör tarafından düzenlenir. Bu faktörler arasında, Bcl-2'nin hücrelerde 

antiapoptotik bir rol oynadığı gösterilmiştir (Wang ve ark. 2004). Önceki çalışmalar, 

minosiklin kaspaz yolunun aktivasyonunu inhibe ettiğini ve apoptotik baskılayıcı Bcl-

2'yi up-regüle ederek ve pro-apoptotik kaspaz-1 ve kaspaz-3'ü down-regüle ederek bir 

antiapoptotik etki gösterdiğini göstermiştir (Chen, Ona, ve ark. 2000). Bu sonuçlar, 

minosiklin, apoptotik düzenleyici proteinlerdeki değişiklikleri baskılayarak, hasarlı 

hücrelerde antiapoptotik bir etki gösterdiğini ifade etmektedir. 

ROS, normal fizyolojik metabolik prosesin bir parçasıdır. Hücre yaşamı ve 

apoptozunda önemli rol oynamaktadır (Jacobson 1996; Simon, Haj-Yehia, ve Levi-

Schaffer 2000). Minosiklinin ROS’un üretimini azalttığı, yükselmesini baskıladığı 

belirtilmiştir (Jiang ve ark. 2014; Schmitz ve ark. 2012; Tian ve ark. 2017). Nrf2 de 

oksidatif strese cevap olarak aktive olmaktadır. İlginç bir şekilde, tek başına minosiklin 

Nrf2 aktivasyonu veya ROS oluşumu üzerinde hiçbir etkisi olmamıştır, ancak örneğin 

sevofluran ile birlikte kullanıldığında Nrf2 aktivasyonunu arttırmış ve ROS üretiminin 

sevofluranla indüklenmiş yükselmesini bastırmıştır. Ayrıca, Nrf2 ekspresyonu siRNA 

ile donw-regüle edildiğinde, minosiklin antioksidan etkileri belirgin bir şekilde 

zayıflatılmıştır. Bu sonuçlar, minosiklinin antioksidan mekanizmalarını Nrf2 ile aktive 

ederek antioksidan etki gösterdiğini düşündürmektedir. 

 İn vivo ve in vitroda ts-1 (ts-1 mutant lösemi virüsü) indüklü astrosit ölümü 

gösterilmiş fakat azalmış H2O2 seviyeleri, sistein alımının artışı ve hücre içi yüksek 

GSH seviyeleri ile C1 astrositlerinin hayatta kaldığı gösterilmiştir (Jiang ve ark. 2006; 

Qiang ve ark. 2004). Bu çalışmalar da yüksek antioksidan seviyelerinde astrositlerin ts-

1 enfekte olsa da yaşadığını belirtmektedir. Aynı sonuç, minosiklinin oksidatif stres 

seviyelerini azaltması ve Nrf2 antioksidan savunma mekanizmasını upregüle etmesi ile 

de elde edilmiştir.  

 Ts-1 olan C1 hücrelerinin olduğu ortama minosiklin eklendiğinde hücrelerin 

hayatta kalımları artmış ve nöron içi ROS seviyeleri azalmıştır. Ayrıca nöronlardaki 

Nrf2 seviyeleri minosiklin tarafından upregüle etmesi ile ROS seviyesi azalışı ve 

hücrelerin korunması arasında ilişki bulunmuştur (Kuang ve ark. 2009).  
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 2016 yılında Nature dergisinde minosiklin endojen Nrf2’nin stabilizasyonunu 

sağlayarak diyabetik nefropatiye karşı koruma sağladığını bildiren bir makale 

yayınlanmıştır (Shahzad ve ark. 2016). 

 Bu çalışmada, mitokondriyal ROS’un inflamazomu aktive edebileceği ve 

minosiklinin de mitokondriyi hedef aldığı gösterilmektedir. Minosiklin mitokondriyal 

ROS’u azaltarak diyabet bağlantılı inflamazom artışını inhibe eder. Minosiklin, glukoz 

stresli podositler ve diyabetik böbreklerde antioksidan etki taşır. Minosiklinin 

inflamazom aktivasyonunu kesmesi, ROS’u azaltmasının mekanizması tam 

bilinmemektedir.  

 Glukoz indüklü inflamazom aktivasyonunda Nrf2’nin bağlantısını göstermek 

için ise knock-down podositler kullanılmıştır. Endojen Nrf2 aktivasyon kaybı ile 

inflamazom artışı önemli ölçüde artmışıtr.  

Minosiklinin Nrf2 stabilizasyonundaki bağlantısı ise; yüksek glukoz 

maruziyetinde minosiklin tarafından Nrf2 aktivasyonunun indüklendiği gösterilmiştir 

(Shahzad ve ark. 2015). Bu verilere bakıldığında minosiklinin endojen Nrf2 

ekspresyonunu arttırdığı söylenebilmektedir (Shahzad ve ark. 2016). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanları 

Deneyde 80 adet 220-320 gram ağırlıkları arasında erkek Wistar albino sıçanlar 

kullanıldı. Sıçanlar İstanbul Üniversitesi DETAE’den alınarak düzenli olarak temizliği 

yapılan kafeslere 4’erli gruplar şeklinde yerleştirildi. Havalandırmaya sahip, 21-23oC 

sabit sıcaklıktaki, 12 saatlik aydınlık/karanlık döngüsünün sağlandığı ortamda 

bakılarak; serbest yem yeme, su içme rejiminde (ad libitum) barındırılmıştır. Sunulan 

tez çalışmasında kullanılan deney protokolleri İstanbul Üniversitesi Deneysel Tıp 

Araştırma Enstitüsü Deney Hayvanları Etik Kurulu’nca 07/03/2017 tarihli toplantıda 

20/04/2017-151477 no’lu kararla onaylanmıştır. 

Sıçanların genel bakımları DETAE Deney Hayvanları Birimi’nde yapılıyor olup, 

deney yapılacağı günde planlanmış miktarlarda hayvan temin edilerek deneyler 

gerçekleştirilmiştir.  

 

3.2. Çalışmada Kullanılan Araç Gereçler 

- Commat izole organ banyosu düzeneği 

- Bilgisayar 

- İstatistik programı 

- Deneyde kullanılan kimyasallar 

- Saf su cihazı 

- Sarf malzemeler (eppendorf tüp, pipet ucu,gazlı bez) 

- Cerrahi aletler (makas, pens, bistüri..) 

- -80 0C dondurucu dolap 

- Hassas terazi 
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3.3. Kimyasal Ajanlar 

3.3.1. Krebs Çözeltisi 

Tablo 3-1: Krebs Çözeltisi Kimyasalları 

 

Kullanılan Ajan Miktarı 

NaCl 13,9 gr 

KCl 0,7 gr 

MgSO4.7H2O 0,6 gr 

KH2PO4 0,6 gr 

Glukoz 4 gr 

CaCl2 0,56 gr 

Krebs, izole organ banyosunda çalışılacak aortun canlılığını koruması için 

gereken, fizyolojik ihtiyaçlarını karşılayan çözeltilerin yer aldığı solüsyondur (Tablo3-

1). Damar canlı kalabildiği sürece kasılma ve gevşeme yanıtlarını vereceğinden 

solüsyonun varlığı, içeriğinin doğru hazırlanmış olması ya da bozulmamış olması büyük 

önem taşımaktadır.  

Krebs solüsyonu, tabloda yer alan ajanlarla, 2 lt çözelti için verilen miktarlar 

tartılarak günlük olarak hazırlandı. Solüsyonu hazırlarken dikkat edilmesi gereken konu 

ise, CaCl2’nin en son çözelti karıştırılırken konulmasıdır. Çözeltinin bulanık olmaması 

açısından önem taşımaktadır.  

Yüksek glukozlu hazırlanan Krebs çözeltileri ise; aynı oranda malzemeye 4 kat 

glukoz eklenmesi ile elde edilmiştir. 

Mannitol grubunda, Krebs normal glukoz ile hazırlanır, eklenecek 4 kat glukoz 

yerine mannitol tartılıp konulmuştur. Çözeltiye eklenme oranı molekül ağırlığı hesaba 

katılarak belirlenmiştir. 
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3.3.2. SP600125 ((Sigma Aldrich, ABD) 

 

 

Şekil 3-1: SP600125 Kimyasal Yapısı 

  

Spesifik olarak JNK sinyal yolağının inhibitörü olan sentetik bir ajandır (Şekil 3-1) 

(Suzuki ve ark. 2015). Yapılan çalışmalarda deneysel olarak JNK yolağını inhibe etmek 

ve mekanizmasal veriler elde etmek için kullanılmış bir moleküldür. 

SP600125 inhibitörü Sigma’dan 10mg katı formda alınıp 10-4M derişiminde stok 

çözeltisi olarak hazırlanmıştır.  

 

3.3.3. U0126 (Sigma Aldrich, ABD) 

 

 

Şekil 3-2: U0126 Kimyasal Yapısı 

 Protein hedefi MAP kinaz olan selektif inhibitör bir ajandır (Şekil 3-2).  MEK-1 

ve MEK-2’yi dolayısıyla ERK aktivasyonunu inhibe eder (Rhee ve ark. 2004). 

Deneysel olarak ERK’in rolünü incelemek için kullanılmıştır. 

U0126 inhibitörü Sigma’dan 10mg katı formda alınıp 10-4M derişiminde stok 

çözelti olarak hazırlanmıştır.  
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3.3.4. Mannitol (Sigma Aldrich, ABD) 

 

 

Şekil 3-3: Mannitol Kimyasal Yapısı 

 

Mannitol (Sigma Aldrich, ABD), yüksek glukozun yaratması beklenen olası 

hasarı osmotik basınç sebebi ile değil, glukoz etkisi ile yaptığını göstermek amaçlı 

kullanılmıştır (Şekil 3-3). Deneyde eklenen mannitol grubu, pozitif kontrol gibi bir 

amaç taşımaktadır. Mannitol, metabolik olarak aktive olmaz, sadece osmotik basıncın 

artması, hiper osmolarite sağlaması amacı ile ortamda bulundurulur. Yüksek glukozun 

etkisinin gözlenip gözlenmeyeceği kontrol edilmiştir(Madonna ve ark. 2016).  

 

3.3.5. Asetilkolin (Sigma Aldrich, ABD) 

 

 

Şekil 3-4: Asetilkolin Kimyasal Yapısı 

 

 

Asetilkolin (Ach) (Sigma Aldrich, ABD), damar gevşeme yanıtlarının 

gözlenmesi için kullanılan vücutta bulunan endojen bir maddedir (Şekil 3-4). 

Nörotransmitter olarak görev yapmaktadır. Parasempatik sistem ile aktive olduğundan 

stres durumunun tersi durumlarda etki göstermektedir.  

Asetilkolin, muskarinik reseptörlere bağlanır. Bağlandıktan sonra eNOS 

tarafından NO sentezlenerek düz kaslara geçişi gerçekleşir. Kas hücrelerinde guanilat 

siklazın aktive olmasını sağlayarak cGMP’yi arttırır ve gevşeme yanıtı gerçekleşir. 

Vazodilatasyon gerçekleşir.  

 Deneyde damar gevşeme yanıtlarını gözlemlemek için kullanılmıştır. 

 

Kimyasal Formülü: C7NHO2 
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3.3.6. Noradrenalin 

 

 

Şekil 3-5: Noradrenalim Kimyasal Yapısı 

 

 

Noradrenalin (NA), (norepinefrin, Sigma Aldrich, ABD) damar kasılma 

yanıtlarının gözlenmesi için kullanılan aynı zamanda endojen bir maddedir (Şekil 3-5). 

Noradrenalin, nörotransmitter olarak görev yapan bir katekolamindir.  

Noradrenalin, sempatik sinir sisteminde birçok adrenerjik aktiviteden 

sorumludur. ‘savaş ya da kaç’ mesajının verildiği, stres durumlarında devrededir. 

Vazokonstriksiyon yaparak kan akışı ve basıncını arttırır. 

Organ banyosu deneylerinde de vasokonstriktör etkisinden faydalanılarak 

damarın yanıtları incelenir.  

 

3.4. Organ Banyosu 

Organ banyosu deneyleri, uzun sürelerdir sık kullanılan farmakolojik 

yöntemlerden bir tanesidir. Belirli bir doku üzerinde çalışmalar yürütüleceği gibi 

organın tamamının da alınarak in vitro ortamda, gerekli koşullar sağlanarak canlı 

tutulup çalışması prensibine dayanır.  

Deney sırasında yapılan uygulamalara canlı dokunun gösterdiği tepki kolayca 

ölçülebilmektedir (Langendorff düzeneğinde kalbin kasılmasının izlenmesi, aortun 

organ banyosunda kasılma gevşeme yanıtlarının anlık olarak gözlenmesi gibi örnekler 

verilebilir).  

Sıçan aortu da organ banyosunda en sık çalışılan preparatlardan bir tanesidir. 

Noradrenalin uygulanarak kasılma yanıtlarının elde edilmesi, asetilkolin ile endotel 

bağımlı gevşeme yanıtlarının gözlenmesi organ banyosu deneyleri ile mümkün 

olmaktadır. 

Kimyasal Formülü: C8H11NO3 
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Örneğin insülin direnci olan sıçan aortalarına etomidat uygulanması endotel 

bağımlı gevşemeyi arttırmakta olduğu organ banyosu deneyleri ile gösterilmiştir (Xue 

ve ark. 2018).  

Başka bir çalışmada yüksek glukozlu ortamda sıçan aortası inkübasyonu ile 

asetilkolin gevşeme yanıtlarında azalma meydana geldiği gösterilmiştir ve bunun 

üzerine resveratrolün etkisi değerlendirilmiştir (Pektas ve ark. 2018). 

Bu çalışmalar yürütülerek mekanizmasal araştırmaların ilerlemesi mümkün 

olmaktadır. 

 

3.4.1. Organ Banyosu Yüksek Glukoz Metodu 

Sıçan aortu ile yürütülen organ deneylerinde çeşitli deneysel modeller 

oluşturulmuştur ve bu duruma göre bir protokol izlenmektedir. 

Yüksek glukozlu ortamda aort ringlerinin inkübe edilmesi gibi bir deneysel 

diyabet modeli bulunmaktadır. Sağlıklı hayvandan alınan aortun belirli bir prosedürü 

izleyerek normalden çok daha yüksek dozda glukoz içeren Krebs solüsyonunda inkübe 

edilmesi esasına dayanır. İnkübasyon sonrasında organ banyosu deneylerinin klasik 

prosedürleri izlenmektedir. 

Yüksek glukozlu deney düzeneği için birçok farklı protokol bulunmaktadır. 

İnkübasyon sürelerinin 0,5, 1, 2, 3, 4 saat ve hatta 3 gün gibi uzun olarak tasarlandığı 

protokoller mevcuttur. (Qian ve ark. 2006; Fang ve ark. 2009; Ng, Leo, ve Parry 2016) 

Kasılma gevşeme yanıtları aynı sürelerde standart deney prosedürlerinde inkübe edilen 

kontrol grupları ve yüksek glukozlu grupların kıyaslanması ile gösterilmektedir. Bu 

şekilde yürütülen çalışmalarda organ banyosunda değerlendirmesi yapılan kasılma ve 

gevşeme yanıtlarının diyabetik hayvan modellerinde olduğu gibi normal kontrole göre 

anlamlı şekilde değiştiği görülmektedir (Qian ve ark. 2006).  

Oluşturulan bu protokollerle yürütülen deneylerin diyabetik hayvan modeli 

oluşturmaya göre çok daha pratik ve mekanizmasal çalışmalara uygun olduğu 

söylenebilir.  

Hayvanda oluşturulan diyabet modellerinde sterilizasyon ve hayvanın bakım 

şartları çok daha zor olmakta ve hayvan kayıpları kaçınılmaz bir sorun haline 
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gelmektedir. Deney prosedüründen farklı değişkenler bu şekilde deney sürecini 

etkilemektedir.  

Oysa yüksek glukozlu ortamda inkübasyon ile hayvan kayıplarının önüne 

geçilmekte ve deney anında oluşturulan bir model olduğundan diyabetik model 

oluşturma süreci için harcanan zamanın da ortadan kalkması mümkün olmaktadır.  

 

3.5. Deney Protokolü 

3.5.1. Organ Banyosu Deneyleri 

 

İzole Organ Banyosu  

Çalışmamızda sıçan torasik aortasının kasılma-gevşeme yanıtlarının 

değerlendirilmesi için kullanılmıştır. Kullandığımız ve mekanizması üzerinde 

çalıştığımız ajanlarımızla, yolaklarda etkili inhibitörler denenerek gözlemler yapılmıştır. 

Sistemin hazırlanması: Sistemimizde 4 adet izole organ banyosu 

bulunmaktadır (Şekil 3-6). Her deney öncesi ve sonrasında temizlenen sistemin ısısı 

sirküle eden sıcak su ile sağlanmaktadır. Böylece hem sistem hem de deneylerde 

kullanılan fizyolojik sıvı olan Krebs solüsyonu 37°C’de tutulmaktadır. Hem sistemin 

stok haznesindeki hem de izole organ banyolarındaki Krebs solüsyonları sürekli olarak 

% 95 O2 + % 5 CO2 ile gazlandırılmaktadır. Her deney öncesi sistem 0 gerim ve 2gr’lık 

gerim için kalibre edilir ve deneye hazır hale getirilir. 

 

Şekil 3-6: İzole Organ Banyosu Deney Düzeneği 
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Preparatın hazırlanması: Sıçanlar tartılarak kullanılacak anestezik ajanların 

miktarı belirlendi. Ketamine HCl 40 mg/kg (Ketalar® 50mg/ml flakon, Pfizer İlaçları 

Ltd. Şti. İstanbul, Türkiye) + Ksilazin Hidrokorür 5 mg/kg (Rompun® 23.32mg/ml, 50 

ml flakon, Bayer Türk Kimya San. Tic. Ltd. Şti, İstanbul, Türkiye) periton içerisine 

(i.p.) uygulanarak uygun dozda anestezi sağlandı.  

Cerrahi girişim için sıçanlar beyaz bir plaka üzerine sabitlendi (Şekil 3-7). Masa 

ışığı altında orta hattan açılarak aortanın yeri tespit edildikten sonra üst tarafından 

klemplenerek damar sabit bir şekilde tutulmuş oldu. Etrafındaki dokuları almadan 

kesmeye çalışılarak hızlıca aorta çıkarıldı. Damar, önceden hazırlanmış ve 

oksijenlenmiş Krebs solüsyonu bulunan petri kabına alındı (Şekil 3-8). Damar 

içerisinden enjektör yardımıyla yavaşça Krebs solüsyonu geçirildi ve böylece damar 

içerisindeki kan boşaltılarak pıhtı oluşumu ve dolayısıyla damar endotelinin 

hasarlanması engellendi. Tüm yağ ve diğer dokulardan temizlenen damardan yaklaşık 

3mm kesitler alınarak karbojen ile gazlandırılan ve kontrol grupları için 11 mM, yüksek 

glukoz grupları için 44 mM glukoz içeren beherlerde 2 saat bekletildi. Damar 

halkalarından stripler hazırlandı ve özel klipslere tutturularak sisteme asıldı. Damara 

uygulanan gerim 2gr olarak ayarlandı ve stabilizasyon için 45 dakika beklendi. Bu süre 

içerisinde fizyolojik sıvı 15 dakikada bir değiştirildi. 

 

Şekil 3-7: Ratın aorta çıkarılmadan önce sabitlenmesi 

 



 39 

 

Şekil 3-8: Torasik aortanın kan ve pıhtılardan temizlenme aşaması 

 

 

Deney prosedürü: Deney aşaması alınan aort kesitlerinin düzeneğe asılıp 2 gr 

gerim verilmesi ile başlar. 45 dakikalık stabilizasyon süresinde yüksek glukozlu 

grupların banyolarına dışarıdan yüksek glukozlu solusyon, diğer banyolara ise 

sistemden Krebs solüsyonu verilir. Süre bitiminde ajanlar her grup için normal glukozlu 

standart Krebs solüsyonunda uygulanarak deneye başlanır. Tüm deney gruplarında 

Noradrenalin ve Asetilkolin Doz- Yanıt deneyleri yapılacaktır: 

Noradrenalin Doz-Yanıt Deneyi: Doz-yanıt deneyleri için noradrenalin (NA) 

(10-9, 3x10-9, 10-8,  3x10-8, 10-7, 3x10-7, 10-6, 3x10-6, 10-5, 3x10-5)  dozlarında uygulanır. 

Bu uygulama sonrası kasılan damarın normale dönmesi için yaklaşık 1-1,5 saat kadar 

bekleme süresi gerekmektedir. Bu sürede 15’er dakika aralıklarla banyo ortamı 

yıkanarak yeni Krebs girişi sağlanır.  

Asetilkolin Doz-Yanıt Deneyi: her preparatta NA uygulandığında çıkan deney 

sonuçlarına bakılarak bir subterapötik doz belirlenir. Maksimum etkinin gözlendiği 

dozun bir önceki Sub-terapötik doz NA uygulanmasından sonra Asetilkolin (Ach) (10-9, 

10-8,  10-7, 10-6, 3x10-6, 10-5, 10-4) dozlarında uygulanır.  

Deney sonunda organ banyosundaki damarlar alınarak ıslak ağırlıkları tartılır ve 

hesaplamalar için kaydedilir.  
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Deney Grupları: 

1. Kontrol grubu (NK) 

2. Yüksek Glukoz (YG) 44mM kontrol grubu (Qian ve ark., 2006) 

3. Mannitol Kontrol Grubu (Qian ve ark., 2006) 

4. Minosiklin 10µM Kontrol Grubu 

5. Minosiklin 20µM Kontrol Grubu  

6. YG 44mM + Minosiklin 10µM Tedavi Grubu 

7. YG 44mM + Minosiklin 20µM Tedavi Grubu 

8. YG 44mM+ Minosiklin 10µM + 10-4mM SP600125 (JNK Blokeri) Tedavi 

Grubu (Ok ve ark. 2014) 

9. YG 44mM+ Minosiklin 10µM + 10-4 mM U0126 (ERK Blokeri) Tedavi Grubu 

(Ok ve ark. 2014) 

10. YG 44mM+ Minosiklin 10µM + 10-4mM U0126 + 10-4mM SP600125 Tedavi 

Grubu 

Kontrol grupları (1,3,4,5) 2 saat Krebs çözeltisi (11 mM glukoz) içerisinde; 

Yüksek Glukoz grupları (2,6-10) 2 saat yüksek glukozlu (44 mM glukoz) Krebs 

çözeltisi içerisinde iki saat % 95 O2 + % 5 CO2 ile gazlandırılarak bekletilecektir. 

Tedavi edici ajanın uygulandığı gruplar (6-10) yüksek glukoz öncesi 30 dakika gruba ait 

inhibitör ajana maruz bırakılacak ve daha sonra yüksek glukoz bekleme süresinde de bu 

ajana maruziyet devam edecektir. Bloker uygulanan gruplarda blokerler Minosiklin ile 

birlikte verilerek inkübasyon sağlanacaktır. 

Deney Grupları 

 

2 saat Normal 

İnkübasyon 

2 Saat YG 

İnkübasyon 

2 Saat 

Mannitol 

İnkübasyon 

SP600125 

İnkübasyon 

U0126 

İnkübasyon 

Kontrol x     

Yüksek Glukoz (YG) 

44mM Kontrol Grubu 

 x    

Mannitol Kontrol 

Grubu 

x     

Minosiklin 10µM 

Kontrol Grubu 

x  x   
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3.5.2. Biyokimyasal Ölçümler 

3.5.2.1. Homojenijasyon İşlemleri 

Organ banyosunda damar yanıtları değerlendirildikten sonra alınan damar 

kesitleri homojenize edilmiştir. 

Homojenizasyon için paslanmaz çelik bilyeler ve homojenizatör kullanılmıştır. 

İşlemler Next Advance markalı Bullet Blender isimli homojenizatör ile gerçekleştirildi. 

Bu homojenizatör ile kullanılacak sıçan aorta dokusuna uygun 0,9-2,0mm boyutunda 

paslanmaz çelik homojenizasyon bilyeleri seçildi (Next advandec sitesinde belirlenen 

boyutlarda).  

Organ banyosunda kullanılan damar kesitleri alınarak tartıldı. Eppendorf tüpün 

içerisine konularak yaklaşık olarak aynı ağırlıkta bilyeler de eppendorf tüplere eklendi. 

Miktara göre 5XPBS (Fosfat Tampon Çözeltisi) (Sigma aldrich, ABD) da tüplere 

konularak kapatıldı. Kapakların açılma ihtimaline karşı her biri tek tek parafinlenerek 

homojenizatöre yerleştirildi. Dokuların ısıdan zarar görmesini engellemek adına 8 

hızında 4 dakika çalıştırıldı, 1 dakika buzda bekletilip tekrar 4 dakika daha çalıştırıldı.  

Homojenizasyonda, dokuların tamamen parçalandığından emin olduktan sonra 

1400rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant yeni bir eppendorfa 

Minosiklin 20µM 

Kontrol Grubu 

x     

YG 44mM+10µM 

Tedavi Grubu 

 x    

YG 44mM+20µM 

TedaviGrubu 

 x    

YG+Mino10µM+10-4 

SP600125 (JNK 

Blokeri) 

 x  x  

YG+Mino10µM+10-4 

U0126 (ERK Blokeri) 

 x   x 

YG+Mino10µM+10-4 

SP600125+ 10-4 U0126 

 x  x x 
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aktarıldı ve homojenizasyon işlemi tamamlanmış oldu. Hazır haldeki homojenatlar 

ELISA deneylerinin yapılacağı güne kadar -80°C’de saklandı. Deneylerin bir gün 

öncesinde -20°C ye alınıp son gün +4°C’de saklanarak deneyler gerçekleştirildi. 

Homojenizatlarda oksidatif stresin derecesini ölçmek ve antioksidan kapasiteyi 

değerlendirmek için Total antioksidan kapasitesi (TAS), Total oksidan kapasite (TOS) 

ölçümleri yapılmıştır. Nrf2 yolağının aktive olmasıyla sentezinde değişiklik olması 

beklenen Heme-oksijenaz1 (HO-1) enziminin düzeyleri ölçülerek Nrf2 aktivasyonu 

değerlendirilmesi yapılmış olup, Nitrik oksit sentaz (NOS) ölçümleriyle damar gevşeme 

yanıtlarında bir diğer parametre olan nitrik oksit etkisi gözlemlenmiştir. Tüm ölçümler 

hem tedavi gruplarında hem de kontrol gruplarında yapılmıştır. ICAM-1 ve VCAM-1 

ölçümleri yapılarak hücrelerde ve damar özelindeki hasar değerlendirilmesinin 

yapılması amaçlanmıştır.  

Ölçümler enzim immünassay (ELISA) prosedürlerine göre yapılmış olup, ticari 

kitin bu ölçümler için ticari kitler kullanılmıştır.   

3.5.2.2. ELISA Deneyleri 

Çalışmanın biyokimyasal ölçümleri ELISA metodu kullanılarak ticari kitler ile 

yapılmıştır. ELISA yönteminin ana prensibi antijen-antikor ilişkisi dikkate alınarak 

oluşturulmuştur. Ölçüm yapılacak madde için işaretleyici olarak enzim kullanılır. 

Alınan kitlerde örneklerin konulacağı kuyularda ölçülecek parametreye ait antikor veya 

antijen bulunur. Substratla bir araya geldiğinde spektrofotometrik olarak ölçülebilecek 

renk değişikliği meydana gelir ve miktar tayini önceden belirli standartlar ile çizilen 

grafiğe göre belirlenir.  

Yöntemde ölçüm yapılacak madde kitin prosedürüne göre kuyulara eklenir ve 

inkübasyon sonrasında belirli aşamalarda yıkama işlemleri yapılarak tutulmayan farklı 

maddelerin uzaklaşması sağlanır ki, ölçümde etkileri olmasın. İnkübasyon ve yıkamalar 

sonrasında kuyuya kromojen madde eklenerek işlem sonlandırılır ve ölçüm yapılır. 
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3.6. İstatistiksel Değerlendirme 

 

Kasılma ve gevşeme yanıtları: Organ banyosu deneylerinde kasılma ve 

gevşeme yanıtları ‘mg gerim / mg ıslak ağırlık’ değerleri ile hesaplanmış olup buradan 

çıkan veriler ile Schild eğrisi çizilmiştir. Gruplara ait Schild eğrileri two way ANOVA 

ile karşılaştırılmış olup post-test olarak Bonferroni’s ve Tukey testi kullanılmıştır.  

pD2 ve Emax hesaplanması: Schild eğrilerinden grupların pD2 ve Emax değerleri 

hesaplanmıştır. Hesaplama için gruplara ait “ortalama ± standart hata” değerleri ve n 

sayıları girilerek one way ANOVA ve post-test olarak Tukey kullanılıp kolon analizi 

yapılmıştır.  

ELISA verileri karşılaştırması: Deney gruplarının ELISA verilerinin ikili 

karşılaştırmalarının analizinde student t testi kullanılmıştır.  

Tüm istatistiksel hesaplamalarda ‘p’ değeri 0,05’ten küçük olan karşılaştırmalar 

anlamlı kabul edilmiştir. 

 

 

 



 44 

4. BULGULAR 

4.1. Damar Kasılma ve Gevşeme Yanıtları 

Damar yanıtları karşılaştırırken izleyebilme kolaylığı açısından toplam 10 olan 

grup sayısı gruplar halinde ayrı ayrı gösterilmiştir (Tablo 4-1). Gevşeme ve kasılma 

yanıtları için de her gruba ait % gevşeme, mg/mg kasılma, pD2 ve Emax 

karşılaştırmaları aşağıda gösterilmiştir. 

Tablo 4-1: Deney Grupları isimleri 

GRUPLAR 

KONTROL TEDAVİ İNHİBİTÖR 

Kontrol  Kontrol Kontrol 

YG YG YG 

Mannitol Mino 10 + YG Mino 10 + YG  

Mino 10 Mino 20 + YG Mino 10 + YG + SP 

            Mino 20  Mino 10 + YG + UO 

  Mino 10 + YG + MIX 

 

 

4.1.1. Damar Gevşeme Yanıtları (Ach) 

 

4.1.1.1. Kontrol Grupları Gevşeme Yanıtları Karşılaştırılması 

 

Kontrol grupları arasındaki gevşeme %’leri karşılaştırıldığında Şekil 4-1’de 

görüldüğü gibi son 3 dozda (10-6, 10-5 ve 10-4) kontrole göre YG grubunda anlamlı bir 

şekilde azalma görülmüştür. Diğer gruplar (Mannitol, Mino 10, Mino 20) ile Kontrol 

arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir. 
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Şekil 4-1: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarının %Gevşeme Doz-Yanıt 

Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 

**; kontrole göre p<0,01 

**; kontrole göre p<0,001 
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Kontrol grupları arasında pD2 karşılaştırılması yapıldığında; gruplar arası 

anlamlı bir fark bulunamamıştır (Şekil 4-2).  

 

 

 

Şekil 4-2: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarının pD2 Grafiği 
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Emax değerlerindeki farklılığa baktığımızda; YG grubunda Emax değeri 

kontrole göre anlamlı bir şekilde azalmıştır (p<0,0001) (Şekil 4-3). Diğer gruplar ile 

Kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-3: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarının Emax Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 

****; kontrole göre p<0,0001 
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4.1.1.2. Tedavi Grupları Gevşeme Yanıtları Karşılaştırması 

 

Tedavi grupları arasındaki artan dozlara karşı gevşeme yanıt %’leri 

karşılaştırıldığında Kontrol grubunun gevşemesi YG grubuna göre anlamlı olarak daha 

fazladır. Şekil 4-4’de görüldüğü gibi 4 dozda (10-7, 10-6, 10-5 ve 10-4) Mino 20+ YG 

grubu YG grubundan daha fazla gevşeme göstermiştir.  

Mino 10 + YG grubunun YG’ye göre son 2 dozda (10-5 ve 10-4) % gevşemesi 

anlamlı olarak daha fazladır (Şekil 22).   

 

 

Şekil 4-4: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Grupları % Gevşeme Doz-Yanıt 

Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 

**; kontrole göre p<0,01 

**; kontrole göre p<0,001 

#; YG’a göre p <0,05 

##; YG’a göre p<0,001 

###; YG’a göre p<0,0001 
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Tedavi grupları arasında pD2 değerlerinin karşılaştırılması yapıldığında; 

Kontrole göre Mino 10 + YG grubunun pD2 değeri anlamlı bir şekilde yüksek 

bulunmuştur (p<0,01) (Şekil4-5).  

 

 

 

 

Şekil 4-5: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Grupları pD2 Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 

**; kontrole göre p<0,01 
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Kontrol grupları arasında Emax değerlerindeki farklılığa baktığımızda; YG 

grubunda Emax değeri kontrole göre anlamlı bir şekilde azalmıştır. Diğer gruplar ile 

Kontrol grubu arasında anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (Şekil 4-6). 

 

 

 

 

 

Şekil 4-6: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Grupları Emax Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 

****; kontrole göre p<0,0001 
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4.1.1.3. İnhibitör Grupları Gevşeme Yanıtları Karşılaştırması 

 

İnhibitörlü gruplar, kontrol, yüksek glukoz ve tedavi grubu arasındaki artan 

dozlara karşı gevşeme yanıt %’leri Şekil 4-7’de görülmektedir. YG grubunun son 4 

dozda (10-7, 10-6, 10-5 ve 10-4)  % gevşemesi Mino 10+ YG grubuna göre yüksekken; 

Kontrol ve Mino 10+ YG +UO gruplarından ise son 3 dozda (10-6, 10-5 ve 10-4)  anlamlı 

olarak yüksek bulunmuştur.   

YG ve Mino 10 + YG grupları arasında da son 2 dozda (10-5 ve 10-4) anlamlı bir 

fark görülmüştür. Mino 10 + YG grubunun % gevşemesi daha fazladır.  

Mino 10+YG+SP grubunun ise; 10-6, 10-5 ve 10-4 dozlarında Mino 10+YG 

grubuna göre % gevşemesi anlamlı olarak düşüktür. 

 

 

 

Şekil 4-7: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve 

Mino10+YG+MIX gruplarının %Gevşeme Doz-Yanıt Grafiği 

*; Kontrole göre p <0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

***; Kontrole göre p<0,0001 

#; YG’a göre p <0,05 

##; YG’a göre p <0,01 

###; YG’a göre p <0,001 
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İnhibitörlü gruplar arasında pD2 değerlerinin karşılaştırılması yapıldığında; 

sadece kontrole göre Mino 10 + YG grubunun pD2 değeri anlamlı bir şekilde yüksek 

bulunmuştur (Şekil 4-8).  

 

 

Şekil 4-8: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve 

Mino10+YG+MIX gruplarının Gevşeme pD2 Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 
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Emax değerlerindeki farklılığa baktığımızda; YG grubunda Emax değeri 

kontrole göre anlamlı bir şekilde azalmıştır. Diğer gruplar ile Kontrol grubu 

karşılaştırmasında ise; Mino10+YG+SP grubunun da Emax değeri kontrole göre 

anlamlı bir şekilde düşük bulunmuştur (p<0,001). Mino10+YG+MIX grubunun Emax 

değeri de kontrole göre anlamlı olarak düşüktür (p<0,0001) (Şekil 4-9). 

 

 

 

 

 

Şekil 4-9: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve 

Mino10+YG+MIX Gruplarının Gevşeme Emax Grafiği 

*; kontrole göre  p <0,05 
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4.1.2. Damar Kasılma Yanıtları 

 

4.1.2.1. Kontrol Gruplarının Kasılma Yanıtları Karşılaştırılması 

 

Noradrenalinin artan dozlarında kasılma yanıtları karşılaştırıldığında YG 

grubunun kasılma verileri kontrolden 5 dozda (10-6, 3x10-6, 3x10-5, 10-5 ve 10-4) anlamlı 

olarak yüksekken diğer gruplar arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir (Şekil 4-10). 

 

 

 

 

Şekil 4-10: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarının Kasılma Doz-Yanıt 

Grafiği 

*; kontrole göre p <0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

***; Kontrole göre p<0,0001 
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Kontrol gruplarının kasılmadaki pD2 değerleri karşılaştırıldığında gruplar arası 

anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil4-11).  

 

 

 

 

Şekil 4-11: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarının Kasılma pD2 Grafiği 
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Kontrol grupları arasında kasılma Emax değerleri karşılaştırıldığında YG 

grubunun Emax değeri kontrole göre anlamlı olarak yüksekken (p<0,001); diğer gruplar 

ile kontrol arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-12). 

 

 

 

 

 

Şekil 4-12: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarının Kasılma Emax 

Grafiği 

**; Kontrole göre p<0,001 
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4.1.2.2. Tedavi Grupları Kasılma Yanıtları Karşılaştırması 

 

Tedavi grupları kontrol ile karşılaştırıldığında iki doz için de (Mino10+YG ve 

Mino20+YG) anlamlı bir fark bulunamamıştır.  

YG grubu ile tedavi grupları karşılaştırıldığında ise iki grup için de özellikle son 

dozlar için (3x10-6, 3x10-5, 10-5 ve 10-4) YG grubuna göre kasıma yanıtlarında anlamlı 

bir düşüş görülmüştür (p<0,0001) (Şekil 4-13).  

 

 

 

Şekil 4-13: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Grupları Kasılma Doz-Yanıt Grafiği 

*; kontrole göre  p <0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

***; Kontrole göre p<0,0001 

#; YG’a göre p <0,05 

##; YG’a göre p <0,01 

###; YG’a göre p <0,001 
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Tedavi grupları ve kontrol grubunun pD2 değerleri karşılaştırıldığında gruplar 

arası anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-14).  

 

 

 

 

Şekil 4-14: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Grupları Kasılma pD2 Grafiği 
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Kontrol grubu ile tedavi gruplarının (Mino10+YG, Mino20+YG) Emax 

değerleri karşılaştırıldığında anlamlı bir fark görülmezken, YG grubunun maksimum 

kasılma değeri kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,01) (Şekil 4-15).  

 

 

 

 

 

Şekil 4-15: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Grupları Kasılma Emax Grafiği 

**; Kontrole göre p<0,001 
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4.1.2.3. İnhibitör Grupları Kasılma Yanıtları Karşılaştırması 

 

İnhibitörlü gruplar kontrol ile karşılaştırıldığında, 3x10-5 ve 10-4 dozlarında 

Mino10+YG+SP grubunun kasılma değeri kontrole göre anlamlı olarak yüksektir 

(p<0,001). Diğer inhibitörlü gruplar (Mino10+YG+UO ve Mino10+YG+MIX) ile 

kontrol arasında anlamlı bir fark gösterilmemiştir.  

YG grubu ile inhibitörlü gruplar karşılaştırıldığında ise; Mino10+YG+UO 

grubunun kasılma değerleri anlamlı olarak daha düşükken diğer gruplar ile YG arasında 

anlamlı bir fark gösterilmemiştir (Şekil 4-16). 

 

 

 

 

Şekil 4-16: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve 

Mino10+YG+MIX Gruplarının Kasılma Doz-Yanıt Grafiği 

*; kontrole göre  p <0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

***; Kontrole göre p<0,0001 

#; YG’a göre p <0,05 

##; YG’a göre p <0,01 

###; YG’a göre p <0,001 
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Kontrol ve inhibitörlü grupların pD2 değerleri karşılaştırıldığında gruplar arası 

anlamlı bir far görülmemiştir (Şekil 4-17).  

 

 

 

Şekil 4-17: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve 

Mino10+YG+MIX Gruplarının Kasılma pD2 Grafiği 
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İnhibitörlü grupların Emax değerleri karşılaştırıldığında, YG ve 

Mino10+YG+SP verileri kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,001). 

Diğer gruplar arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-18). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4-18: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve 

Mino10+YG+MIX Gruplarının Kasılma Emax Grafiği 

**; Kontrole göre p<0,001 
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4.2. Biyokimyasal Parametre Ölçümleri (ELISA Deneyleri Sonuçları) 

4.2.1. TAS ELISA Ölçüm Sonuçları 

 

Gruplar arası TAS (Total Antioksidan Kapasite) verileri değerlendirilmiştir. YG 

grubu kontrole göre anlamlı olarak düşük bulunmuştur (p<0,001). Diğer gruplar ile 

kontrol arasında anlamlı bir fark görülmezken Mino 10+YG grubu verileri ise YG 

grubuna göre anlamlı şekilde yüksek olup (p<0,05)  kontrol ile anlamlı bir farkı 

görülmemiştir (Şekil 4-19).  

 

 

 

Şekil 4-19: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG grupları arası TAS değerleri 

karşılaştırılması 

**; Kontrole göre p<0,001 

^; YG göre p<0,05 
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İnhibitörlü gruplar ile kontrol ve YG grupları karşılaştırıldığında; YG ve 

Mino10+YG+SP grubu kontrole göre anlamlı olarak düşük bulunmuştur (p<0,05). 

SP6125 (JNK inhibitörü) Mino10+YG grubundaki artışı tersine çevirmiştir. Kontrol ve 

diğer inhibitörlü gruplar arasında anlamlı bir fark görülmemiştir.  

Mino 10+YG grubu verileri YG’a göre anlamlı olarak daha yüksekken (p<0,05). 

UO ve MIX inhibitörlü gruplar ile YG arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-

20).  

 

 

Şekil 4-20: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Mino10+YG+SP,  Mino10+YG+UO, 

Mino10+YG+MIX grupları arası TAS değerleri karşılaştırılması 

*; Kontrole göre p<0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

^; YG göre p<0,05 
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4.2.2. TOS ELISA Ölçüm Sonuçları  

 

Gruplar arası TOS (Total Oksidan Kapasite) verileri değerlendirilmiştir. YG 

grubu kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,001). Diğer gruplar ile 

kontrol arasında anlamlı bir fark görülmemiştir. Mino 10+YG grubu verileri ise YG 

grubuna göre anlamlı olarak düşük olup (p<0,05)  kontrol ile arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir (Şekil 4-21).  

 

 

Şekil 4-21: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG grupları arası TOS değerleri 

karşılaştırılması 

**; Kontrole göre p<0,001 

^; YG göre p<0,05 
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İnhibitörlü gruplar ile kontrol ve YG grupları karşılaştırıldığında; 

Mino10+YG+SP grubu kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,05). 

Aynı zamanda YG grubundan da anlamlı olarak düşüktür (P<0,05). Oksidan seviyeleri 

kontrole göre yükselse de YG grubu kadar yüksek bulunmamıştır.  

Mino 10+YG tedavi grubu (p<0,05), Mino10+YG+SP (p<0,05), 

Mino10+YG+UO (p<0,01) ve Mino10+YG+MIX (p<0,05) grupları YG grubuna göre 

anlamlı olarak düşük bulunmuştur (Şekil 4-22).  

 

 

 

Şekil 4-22: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Mino10+YG+SP,  Mino10+YG+UO, 

Mino10+YG+MIX grupları arası TOS değerleri karşılaştırılması 

*; Kontrole göre p<0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

^; YG göre p<0,05 

^^; YG göre p<0,01 
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4.2.3. HO-1 ELISA Ölçüm Sonuçları  

 

Gruplar arası HO-1 (Heme-oksijenaz-1) verileri değerlendirilmiştir. HO-1 

oksidatif stres yolaklarının son ürünüdür. YG grubu kontrole göre anlamlı olarak 

yüksek bulunmuştur (p<0,001). Diğer gruplar ile kontrol arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir. Mino 10+YG grubu verileri ise YG grubuna göre anlamlı olarak düşük 

olup (p<0,05)  kontrol ile arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-23).  

 

 

 

Şekil 4-23: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG grupları arası HO-1 değerleri 

karşılaştırılması 

**; Kontrole göre p<0,001 

^; YG göre p<0,05 
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İnhibitörlü gruplar ile kontrol ve YG grupları karşılaştırıldığında; YG grubu 

verileri kontrole göre anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,05). Kontrol ve 

inhibitörlü gruplar ile kontrol arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir.  

Mino10+YG grubu verileri YG grubuna göre anlamlı olarak düşüktür (p<0,05). 

Ayrıca tüm inhibitörlü grup verileri; Mino10+YG+UO (p<0,001), Mino10+YG+MIX, 

Mino10+YG+SP (p<0,001) yüksek glukoza göre anlamlı olarak düşük bulunmuştur 

(Şekil 4-24).  

 

 

Şekil 4-24: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Mino10+YG+SP,  Mino10+YG+UO, 

Mino10+YG+MIX grupları arası TOS değerleri karşılaştırılması 

*; Kontrole göre p<0,05 

**; Kontrole göre p<0,001 

^; YG göre p<0,05 
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4.2.4. eNOS ELISA Ölçüm Sonuçları 

 

Gruplar arası eNOS verileri değerlendirilmiştir. YG grubu verileri kontrole göre 

anlamlı olarak düşük bulunmuştur (p<0,05). Diğer gruplar ile kontrol arasında anlamlı 

bir fark görülmemiştir.  

Mino 10+YG grubu verileri ise YG grubuna göre anlamlı olarak yüksek olup 

(p<0,001) kontrol ile arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-25).  

  

 

 

Şekil 4-25: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG grupları arası eNOS 

değerleri karşılaştırılması 

*; Kontrole göre p<0,005 

^^; YG göre p<0,01 
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İnhibitörlü gruplar ile kontrol ve YG grupları karşılaştırıldığında; YG kontrole 

göre anlamlı olarak düşüktür (p<0,05). Mino10+YG+SP grubu kontrole göre düşüş 

gösterse de anlamlı bir fark görülmezken YG grubuna göre anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur (p<0,05). Diğer inhibitörlü gruplar ve kontrol ya da YG grubu arasında 

anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-26).  

 

 

 

 

Şekil 4-26: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Mino10+YG+SP,  Mino10+YG+UO, 

Mino10+YG+MIX grupları arası eNOS değerleri karşılaştırılması 

*; Kontrole göre p<0,05 

^; YG göre p<0,05 

^^; YG göre p<0,01 
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4.2.5. ICAM ELISA Ölçüm Sonuçları 

 

Gruplar arası ICAM verileri değerlendirilmiştir. YG grubu verileri kontrole göre 

yüksek olsa da anlamlı bir fark görülmemiştir. Diğer gruplar arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir (Şekil 4-27). 

 

 

 

 

Şekil 4-27: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG grupları arası ICAM 

değerleri karşılaştırılması 
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Kontrol ve inhibitörlü gruplar arasında da ICAM verileri değerlendirildiğinde SP 

inhibitörlü grubun YG gibi ICAM seviyeleri artmış olsa da anlamlı bir fark 

görülmemiştir. Diğer gruplar arasında da anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (Şekil 4-

28). 

 

 

 

Şekil 4-28: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Mino10+YG+SP,  Mino10+YG+UO, 

Mino10+YG+MIX grupları arası ICAM değerleri karşılaştırılması 
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4.2.6. VCAM ELISA Ölçüm Sonuçları  

 

 

Gruplar arası VCAM verileri değerlendirilmiştir. YG grubu verileri kontrole 

göre yüksek olsa da anlamlı bir fark görülmemiştir. Aynı şekilde Mino 10+YG 

grubunda da YG grubuna göre düşüş olsa bile anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Diğer 

gruplar arasında anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4-29). 

 

 

 

 

 

Şekil 4-29: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG grupları arası VCAM 

değerleri karşılaştırılması 
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Kontrol ve inhibitörlü gruplar arasında da VCAM verileri değerlendirildiğinde 

SP inhibitörlü grubun YG gibi VCAM seviyeleri artmış olsa da kontrole göre anlamlı 

bir fark görülmemiştir. Diğer gruplar arasında da anlamlı bir farklılık bulunmamıştır 

(Şekil 4-30). 

 

 

 

 

Şekil 4-30: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Mino10+YG+SP,  Mino10+YG+UO, 

Mino10+YG+MIX grupları arası VCAM değerleri karşılaştırılması 
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5. TARTIŞMA 

Diyabetin oksidatif strese bağlı göz, böbrek ve kardiyovasküler sistem gibi 

vücudun birçok organı üzerinde hasar oluşturucu etkileri oldukça fazladır (Davignon ve 

Ganz 2004). Gözlenen oksidatif stres sonucu endotel hasarı ortaya çıkmaktadır (Kaur, 

Kaur, ve Singh 2018). Hiperglisemide NO sentezi azalır, endotelde ROS birikir (Son ve 

ark. 2004; Reyes-Toso ve ark. 2002), DNA, enzim ve endotel hücre membranı hasarı 

görülür. Bütün bu etkiler de endotel disfonsiyonuna neden olmaktadır (Sies ve Cadenas 

1985). Oksidatif stresin neden olduğu ROS artışı MAPK mekanizmasını indükleyerek 

PKC, ERK ve JNK yolaklarını aktive eder. Bu yolaklar da Nrf2’i bağlı olduğu Keap-1 

proteininden ayırarak aktive eder. NRf2’nin aktivasyonu; NQO-1, HO-1 gibi 

antioksidan enzimlerin sentezini arttırır (Huang ve ark. 2015; Zhu ve Fahl 2001; 

Nguyen, Huang, ve Pickett 2000) ve vücudun savunma mekanizması devreye girer.  

Diyabetin ve komplikasyonlarının tedavisinde birçok farklı mekanizmaya bağlı 

yeni yöntemler denenmektedir. Yeni tedavi yöntemlerinden biri de hipergliseminin 

indüklediği oksidatif stresin Nrf2 yolağı aracılığıyla azaltılmaya çalışılmasıdır (Lu ve 

ark. 2016). Bu yöntemin önemi özellikle Nrf2 eksikliğinde Tip 2 diyabetin daha hızlı 

ilerlediğinin gösterilmesinden sonra (Kim ve ark. 2009) daha da artmıştır. 

Tez çalışmamızda, yüksek glukozlu ortamda inkübe edilerek endotel 

disfonksiyonu oluşturulmuş sıçan ortalarında minosiklinin etkisi vazoreaktivite ve 

biyokimyasal parametreler üzerinde araştırılmıştır. Ayrıca ERK ve JNK yolaklarının 

inhibitörleri olan U0126 ve SP600125 kullanılarak minosiklinin gösterdiği etkilerde 

Nrf2 yolağının rolü aydınlatılmaya çalışılmıştır.  

Çeşitli hayvan modellerinde ve insan çalışmalarında uzun süreli, geçici ve akut 

hiperglisemiye bağlı endotel disfonksiyonunun damar yanıtlarında bozulmalara neden 

olduğu gösterilmiştir (Grassi ve ark. 2012; Kaur, Kaur, ve Singh 2018). Çalışmamızın 

doz yanıt verilerine bakıldığında da izole sıçan aortalarının yüksek glukoz ile 

inkübasyonunda gevşeme yanıtlarının kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaldığı, 

kasılma yanıtlarının ise anlamlı olarak arttığı görülmüştür. Doz-yanıt verilerinin yanı 

sıra yüksek glukozlu grubun gevşeme yanıtlarının Emax değerlerinde anlamlı olarak 

azalma (p<0,001), kasılma yanıtlarının Emax değerlerinde ise anlamlı artış olduğu 

(p<0,001) bulunmuştur. Gevşeme yanıtlarındaki azalmaların yüksek glukozun 
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asetilkolin reseptörleri duyarlılığını azaltarak ve/veya postreseptör olaylarını bozarak 

meydana getirdiğini düşündürmektedir (Qian ve ark. 2005). Gevşeme yanıtlarındaki 

azalma önceki birçok çalışmada gösterilmiş olup endotel disfonksiyonun oluştuğunun 

göstergesi olarak kabul edilmektedir (Taddei ve ark. 2003; Cade 2008; Hirose ve ark. 

2010). Majithia ve Balaraman kronik diyabetik sıçanlarda yaptıkları damar 

çalışmalarında kasılma yanıtlarının kontrol grubuna göre azaldığını (Majithiya ve 

Balaraman 2005), Ahmad ve arkadaşları ise yaptıkları deneyde bizim çalışmamızın 

sonuçlarına benzer şekilde diyabetik damarların kasılma yanıtlarında artış olduğunu 

bildirmişlerdir (Ahmad ve ark. 2005). Kullandığımız yöntem ile aynı şekilde akut 

yüksek glukoz maruziyeti ile yapılan başka bir çalışmada da yine kasılma yanıtlarında 

artış gösterilmektedir (Donmez ve ark. 2014). Damar yanıtlarında meydana gelen bu 

değişmelerin endotel disfonksiyonu ile meydana geldiği ve bu durumun oksidatif stresin 

artması ile oksijen radikallerinin birikmesiyle oluştuğu birçok araştırıcı tarafından 

ortaya konmuştur (Kuroki ve ark. 1996; Vincent ve ark. 2004) (Shi ve ark. 2007; Shi ve 

Vanhoutte 2009). Bunun yanı sıra ROS’un eNOS aktivitesini azalttığı ve dolayısıyla 

azalan NO seviyelerinin de endotele bağlı kasılma- gevşeme yanıtlarında bozulmalara 

neden olduğu bilinmektedir (Endemann ve Schiffrin 2004; Koppenol ve ark. 1992; Gao 

ve ark. 2008; Alp ve ark. 2003). Çalışmamızda da kasılma – gevşeme yanıtlarına NO’un 

etkisini açıklayabilmek için eNOS değerleri ölçülmüş ve ölçülen eNOS değerleri YG 

grubunda kontrole göre anlamlı olarak düşük olduğu (p<0,05), Minosiklin tedavi 

gruplarında ise bu değerin kontrol seviyelerine döndüğü görülmektedir.  

NO, antiinflamatuvar, antiagregan ve vazodilatör aktivite göstermektedir. ROS 

artışı ile NO sentezi azaldığında koruyucu etki ortadan kalkar. Damarlardan koruyucu 

etki kalktığında adezyon molekülleri olan ICAM ve VCAM’in ekspresyonu artmaya 

başlar, damar çeperine lökositlerin tutunması kolaylaşır (Vanhoutte 2009; Vanhoutte ve 

ark. 2016).  YG ile maruziyette de proinflamatuvar sürecin göstergesi olan oksidatif 

stres, ICAM ve VCAM artışı görülmektedir.  Çalışmamızda hem ICAM hem de VCAM 

verileri için anlamlılık olmasa da YG grubunda kontrole göre verilerde yükselme 

görülmektedir. Bu yükselişin hipergliseminin yarattığı oksidatif stres ile endotel 

fonksiyonda bozulma ve NO sentezinde azalmalar ile olduğu düşünülmektedir.  

 

Endotel hasardaki bozulmada oksidatif stresin etkisini ortaya koymak için ayrıca 

TAS ve TOS ölçümleri yapılmıştır. Yüksek glukoz maruziyetinin ROS ve TOS 
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seviyelerini arttırdığı, vasküler hasara sebep olduğu önceki çalışmalarda gösterilmiştir 

(Pitocco ve ark. 2013; Stocker ve Keaney 2004; Finkel 2000). Bizim çalışmamızda da 

YG gruplarında TOS seviyelerinde anlamlı azalmalar görülmektedir. Bunun yanında 

TAS, vücudun ROS’a karşı savunma mekanizması olarak üretilmektedir. Oluşan 

antioksidan yanıt, maruz kalınan oksidan seviyelerine göre kompanse edebilmekte ya da 

artışa engel olamaz duruma gelmektedir (Shen ve ark. 2003; Huang ve ark. 2015). 

Yüksek glukoz maruziyetinde ya da diyabetli hastalarda ölçülen TAS değerlerinde 

farklılıklar gözlenmektedir. Bazı çalışmalarda TAS seviyeleri diyabetli hastalarda 

yüksek bulunmuş ve bu durum devreye giren kompansasyon mekanizmasının refleks 

adaptasyonu olarak artmasıyla yorumlanmıştır (Kharroubi ve ark. 2015; Srivatsan ve 

ark. 2009; Kimura ve ark. 2003). Bunun yanı sıra diğer birçok çalışmada ise bizim 

bulduğumuz sonuçlar ile paralel olarak YG maruziyeti olan deneysel gruplarda ya da 

diyabetli hastalarda TAS seviyeleri kontrol gruplarına göre düşük bulunmuştur (Rani ve 

Mythili 2014; Vericel ve ark. 2004; Picchi ve ark. 2010). Yüksek oksidatif stres 

düzeylerinin plazma antioksidan kapasitesinde düşüşe sebep olduğu, ekspresyon 

dengesini bozduğu düşünülmektedir. Oksidatif stresin artmasının yanında bozulan 

glukoz homeostazı da bu durum üzerinde etkili olmaktadır (Bashan ve ark. 2009). 

Özellikle erken teşhis edilmiş tip 2 diyabetli hastalarda TAS seviyelerinde azalma 

gözlenmiş olup, benzer şekilde henüz komplikasyonlar gözlenmemiş Tip 1 diyabet 

hastalarında da TAS seviyelerinde azalma gözlenmiştir (Marra ve ark. 2002; Pitocco ve 

ark. 2013). Bizim çalışmamızda da YG grubunda görülen azalmış TAS seviyeleri 

(p<0,001), bozulan hücresel oksidan homeostazın sebebiyle antioksidan enzim 

sentezinin bozulması ve ROS sebebiyle oluşan endotelyal disfonksiyon ile açıklanabilir.  

 

Çalışmamızda Nrf2 yolağının rolünü açıklayabilmek amacıyla HO-1 ölçümleri 

yapılmıştır. YG gruplarında HO-1 seviyelerinin kontrole göre anlamlı olarak yükseldiği 

gözlenmiştir (p<0,001). Nrf2 aktivasyonu ile HO-1’de artış görüldüğü bilinmektedir (Lu 

ve ark. 2016). Literatürde, HO-1 yükselmesinin diyabetin ilerlemesini ve 

komplikasyonlarının ortaya çıkmasını geciktirdiği dolayısıyla tedaviye destek 

olabileceği ileri sürülmektedir (Aleksunes ve ark. 2010; Bitar ve Al-Mulla 2011). 

Diyabetik sıçanlarda artan HO-1 ekspresyonunun bozulmuş damar endotelinde düzelme 

yapabileceği ve damar gevşeme yanıtlarını arttırabileceği gösterilmiştir (Ahmad ve ark. 

2005). Antikanser bir ilaç olan Paklitakselin JNK yolağı üzerinden Nrf2’yi indüklemesi 
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ile HO-1 sentezini arttırdığı (Choi ve ark. 2004), diğer bir çalışmada ise alfa- lipoik asid 

ile JNK ve p38 yolağının indüklenmesi ile HO-1 ekspresyonunun arttığı ve Nrf2 

inhibitörü kullanıldığında da HO-1 düzeylerinin azaldığı gösterilmiştir (Ogborne, 

Rushworth, ve O'Connell 2005). Yine başka bir çalışmada ERK yolağı aktivasyonunda 

HO-1 ekspresyonunun arttığı belirtilmiştir (Park ve ark. 2013). Bu yolakların her 

ikisinin birlikte inhibisyonunda ise HO-1 ekspresyonunda azalma görülmüştür, bu 

durum da MAPK yolağının koşullara uygun şekilde HO-1 ekspresyonunu düzenlediğini 

göstermektedir (Pae, Kim, ve Chung 2008). Astrositlerde yapılan başka bir araştırmada 

da yüksek glukoz aracılı ROS artışının HO-1 artışını indüklediği ortaya konulmuştur 

(Yang, Lin, ve Hsieh 2017). Bizim çalışmamızda da yüksek glukoz ile ROS artışı 

sonrası HO-1 düzeylerinde artış görülürken Nrf2 yolaklarının inhibitörü kullanıldığında 

HO-1 düzeylerinde azalma gözlenmiştir. YG durumunda artan HO-1 vücudun savunma 

mekanizması olarak değerlendirilmiştir. 

Minosiklin’in hücrede apoptozu önlediği, inflamasyonu inhibe ettiği (Wang ve 

ark. 2004) ayrıca yüksek glukoz maruziyetinde de endojen Nrf2 ekspresyonunu 

arttırarak antioksidan etkiyle oksidatif stresi azalttığı bildirilmiştir (Shahzad ve ark. 

2016). Minosiklin antioksidan etkisi ile hücrede ROS’u azaltmakta ve dolayısıyla 

ROS’un Nrf2 yolağı üzerindeki indükleyici etkisi ortadan kalkmaktadır (Jiang ve ark. 

2014; Schmitz ve ark. 2012; Tian ve ark. 2017). Bu çalışmada minosiklin tedavisi, 

yüksek glukoz inkübasyonu ile meydana gelen kasılma-gevşeme yanıtlarındaki 

bozulmaları anlamlı düzeyde düzeltmiştir. YG gruplarında görülen kasılma 

yanıtlarındaki artış, minosiklin tedavi gruplarında YG gruplarına göre anlamlı olarak 

azalmış, kontrol seviyelerine düşmüştür. Aynı şekilde gevşeme yanıtlarında azalma 

şeklinde görülen bozulmalar tedavi gruplarında belirgin bir yanıt artışı ile normal 

seviyelere gelmiştir. Yukarıda da belirtildiği gibi diyabet ya da yüksek glukozun neden 

olduğu endotel hasarı, ROS artışı ve antioksidan sistemde meydana gelen değişimler, 

minosiklin tedavisi ile ortadan kalkmış görünmektedir. Bu etkinin oluşma 

mekanizmasını da açıklayabilmek için tedavi gruplarında da biyokimyasal parametreler 

ölçülerek mekanizma ortaya konmaya çalışılmıştır. 

Çalışmamızda, TAS ve TOS değerleri tedavi grupları için de değerlendirilmiş 

olup; minosiklin tedavi grubunda TAS değeri YG grubuna göre artarken, TOS değerleri 

ise YG grubuna göre azalma göstermiştir. Minosiklin, bir çalışmada benzer şekilde 
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sıçanlarda deneysel omurilik zedelenmesinde TAS seviyelerini yükseltirken, TOS 

seviyelerini düşürmüştür (Aras ve ark. 2015). Literatürde çalışmamıza paralel olarak 

minosiklin’in antioksidan özelliği gösterilmiş olup normal şartlarda ROS türlerini 

azaltmadığı ya da Nrf2 etkisini değiştirmediği, ancak sevofluran gibi ROS yapımını 

arttıran bir ajan varlığında bu etkileri gösterdiği belirtilmiştir (Tian ve ark. 2015). Bizim 

çalışmamızda da benzer şekilde Minosiklin kontrol gruplarında TAS ya da TOS 

değerlerinde normal kontrol grubundan farklı bir durum gözlenmemiş olup literatür ile 

örtüşmektedir. Aslında tedavi gruplarında Nrf2 aktivasyonu ile HO-1 artışı beklenirken 

yüksek glukoz grubuna göre düşmüştür. Ancak bilindiği gibi vücutta HO-1 dışında çok 

sayıda antioksidan enzim/mekanizma bulunmaktadır. Biz çalışmamızda sadece 

TAS/TOS ve HO-1 ölçümü ile antioksidan etkileri inceleyebildik. Bu yüzden 

Minosiklin’in tedavi edici etkisini HO-1 dışındaki diğer antioksidan yolaklar ile 

gösterdiği düşünülmektedir. Diyabetin ilerleyişine göre tedavilerin seyri de 

değişmektedir. İlk aşamalarda artan ROS’a uygulanan antioksidan tedavinin etkisi ya da 

Nrf2 aktivitesi görülürken bu durumun kronik ve ilerlemiş faz için (bkz.Şekil 2-7) aynı 

etkiyi yaratacağı soru işaretidir (Fu ve ark. 2016).  

Yükselen ROS seviyeleri ile eNOS düzeylerinin azaldığı bilinmektedir 

(Endemann ve Schiffrin 2004). eNOS seviyelerindeki düşüş, yüksek glukoz maruziyeti 

ile endotel disfonksiyon oluşmasında görülmektedir (Qian ve ark. 2006; Han ve ark. 

2014; Kassan ve ark. 2014). Minosiklinin, oksidatif stres altında vasküler demansta (Cai 

ve ark. 2008) eNOS ekspresyonunu arttırarak NO düzeylerini yükselttiği gösterilmiştir. 

Bizim çalışmamızda da minosiklin tedavisi ile YG grubunda düşen eNOS seviyelerinde 

yükselme görülmüştür. Minosiklinin özellikle bozulmuş gevşeme yanıtları üzerine olan 

tedavi edici etkisinde eNOS seviyelerindeki bu yükselmenin katkısı olduğunu 

düşünmekteyiz.  

Artmış adezyon molekülü seviyeleri, yüksek glukoz konsantrasyonu durumunda 

görülmektedir (Altannavch ve ark. 2004). Aralıklı olarak yüksek glukoz maruziyetinin 

de ICAM ve VCAM seviyelerinde artışa sebep olduğu gösterilmiştir (Quagliaro ve ark. 

2005). Minosiklin’in deneysel diyabetik retinopati çalışmasında proinflamatuvar sitokin 

ekspresyonunu, kaspaz-3 aktivasyonunu ve ICAM seviyelerini düşürdüğü bildirilmiştir 

(Krady ve ark. 2005). Bizim çalışmamızda da istatistiksel anlamlılık olmasa da yüksek 

glukoz grubunda ICAM ve VCAM seviyelerinde artış görülürken minosiklin ile tedavi 
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gruplarında azalma gözlenmiştir. ICAM, VCAM gibi adhezyon moleküllerinin 

sentezleri ERK, JNK yolakları üzerinden olmaktadır (Min ve ark. 2005; Zhou, Connell, 

ve MacEwan 2007). ERK1/2, p38 ve JNK inhibitörleri kullanılan diğer bir çalışmada 

yüksek glukozun sebep olduğu ICAM ekspresyonundaki artışın azaldığının gösterilmesi 

bu yolakların adhezyon moleküllerinin sentezlerinde görevli olduğunu ortaya 

koymaktadır (Watanabe ve ark. 2011). Ayrıca bu yolakların Nrf2 aktivasyonunda da rol 

aldığı yapılan çalışmalarda bildirilmiştir (Nguyen, Nioi, ve Pickett 2009; Purves ve ark. 

2001). Aynı şekilde Nrf2’nin oksidatif stresle aktivasyonu da bu yolaklar aracılığıyla 

gerçekleşmektedir (Pae, Kim, ve Chung 2008). Bu sebeple biz de tedavi gruplarımızda 

meydana gelen iyileşmelerin mekanizmalarını açıklayabilmek için bu yolaklar üzerine 

yoğunlaşarak ERK ve JNK yolaklarının inhibitörlerini kullandık. 

Çalışmamızda Minosiklin ve yüksek glukoz ile beraber JNK inhibitörü 

SP600125, ERK inhibitörü UU0126 ve MIX grubunda da iki inhibitör birlikte 

uygulanmıştır. Yüksek glukoz inkübasyonu ile bozulan kasılma ve gevşeme Emax 

değerleri Minosiklin tedavisi ile kontrol değerlerine geri dönmüştür. Bu gruba ERK 

inhibitörü uygulandığında herhangi bir değişiklik saptanmamıştır. Bu durum, 

minosiklinin kasılma ve gevşeme yanıtlarına gösterdiği tedavi edici etkisini ERK yolağı 

üzerinden yapmadığını düşündürmektedir. JNK inhibitörü ile iki inhibitörün birlikte 

kullanıldığı MIX gruplarında ise, minosiklinin tedavi edici etkisinin ortadan kalktığı; 

kasılma yanıtlarında artış ve gevşeme yanıtlarında düşüş olduğu görülmüştür. Bu 

durum, minosiklinin gösterdiği tedavi edici etkisinde JNK yolağının rolü olduğunu 

düşündürmektedir. TAS değerleri de yine JNK inhibitörlü grupta YG gibi düşük, TOS 

değerlerinin ise yüksek bulunması bu durumu desteklemektedir.  HO-1 verilerine 

bakıldığında, inhibitörlü grupların tamamında YG grubuna göre anlamlı bir düşüş 

görülmektedir. MAPK yolağının HO-1 sentezinde rol aldığı, JNK ve ERK yolaklarının 

her ikisi de inhibe edildiğinde HO-1 ekspresyonunda azalma görüldüğü diğer 

çalışmalarla da desteklenmektedir (Pae, Kim, ve Chung 2008; Kim ve Jang 2014). 

eNOS değerlerinde de inhibitörlü grupların tamamında YG grubuna göre yükseliş 

gözlenmiştir. İnhibitör varlığında minosiklinin tedavi edici etkisinin devam etmesi, 

eNOS üzerinde farklı bir mekanizma ile etki gösterdiğini düşündürmektedir. JNK 

inhibitörlü grupta ICAM ve VCAM değerlerinde anlamlılık olmasa da düşüş 

görülmektedir. ICAM sentezinde aktif olarak rol alan JNK ve ERK yolaklarının 

inhibisyonu ile bu durum açıklanabilir.  
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Sonuç olarak; Tez çalışmamızda akut yüksek glukoz maruziyetine bağlı 

vazoreaktivite değişimleri sıçan aortalarında meydana gelen kasılma-gevşeme 

yanıtlarındaki bozulmalar ile gösterilmiştir. eNOS ölçümleri ile yüksek glukoz ile NO 

sentezinde meydana gelen düşüş de bu durumu göstermektedir. Oluşan endotel 

disfonksiyonun oksidatif stres ile meydana geldiği, ölçülen biyokimyasal parametreler 

ile desteklenmiştir. YG grubunda TAS azalması, TOS artışı, ICAM, VCAM adhezyon 

moleküllerindeki artış bu durumu göstermektedir. Yine HO-1 ölçülerek oksidan yolağın 

son ürünü incelenmiş ve YG gruplarda artış ile oksidatif stresin etkisi ortaya konmuştur. 

Ayrıca endotel disfonksiyon üzerinde minosiklinin tedavi edici etkisi de hem kasılma-

gevşeme yanıtları hem de biyokimyasal parametrelerdeki kontrol grubu ile uyumlu 

sonuçların elde edilmesi ile ortaya konmuştur. Oksidatif streste Nrf2’nin 

aktivasyonunun önemi bilindiğinden minosiklinin etkisinde Nrf2 aktivasyonu ile ilişkili 

JNK ve ERK yolaklarının inhibitörleri kullanılarak etki mekanizması incelenmiştir. 

JNK inhibitörünün kullanıldığı gruplarda minosiklinin etkisinin bu yolak üzerinden 

meydana gelebileceğini hem kasılma-gevşeme yanıtlarındaki değişimler hem de 

biyokimyasal parametrelerdeki değişimler ile gösterilmiştir. 

Çalışmamızın sonuçlarına göre minosiklinin tedavi edici etkisinde özellikle JNK 

yolağı ile eNOS/NO yolağının önemli rol oynadığı düşünülmektedir. minosiklinin olası 

mekanizmaları Şekil 5-1’de Kegg Pathway Database sitesinden oluşturulmuş yolaklar 

üzerinde gösterilmiştir. 

 

Tez Çalışmasının Kısıtlılıkları: 

Çalışmanın hipotez aşamasındayken Nrf2 aktivasyonunda rolü olan p38 yolağı 

da ölçülmek istenmişti. Ancak bütçedeki kısıtlılık sebebi ile etkili olduğu düşünülen bu 

p38’in yolağının araştırılması mümkün olmamıştır. 

ELISA denemelerinde parametrelerin çokluğu ve etik kurul kararı gereği alınan 

hayvan sayısındaki kısıtlılık sebebi ile sınırlı ve standart sayıda aorta örneği ile 

çalışılmış olup, bu durum istatistiksel değerlendirmedeki standart hata oranının yüksek 

olmasını etkilemiştir. Örnek sayısının arttırılması anlamlı olarak değerlendirilmesi 

açısından daha kesin sonuçlara ulaşmamızı sağlayabilirdi. 
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Şekil 5-1: Minosiklin'in olası etki mekanizmaları 
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