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OZET

Kose, C. Yiiksek Glukozlu Ortamda Minosiklin’in Damar Yanitlarina Olan Etkisinde
JNK ve ERK Yolaklarinin Rolii. istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim
Enstitiisii, T1bbi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji AD. Doktora Tezi. istanbul.

Tez calismamizda, rat aortasinda yiiksek glukoz inkiibasyonu ile deneysel olarak
Olusturulan endotel disfonksiyonun neden oldugu vazoreaktivite bozukluklarina
Minosiklin’in etkileri ve bu etkilerde ERK, JNK ve Nrf2 yolaklarimin rolii
arastirilmistir.

Wistar Albino rat aortalari izole edilerek gruplara gore normal (11mM) ya da yiiksek
glukozlu (44mM) Krebs ¢ozeltisinde 2 saat inkiibe edilmislerdir. inhibitérlii gruplar ise
glukozla inkiibasyon 6ncesi 30 dakika inhibitore maruz birakilmistir. Daha sonra izole
preparatlarda kasilma ve gevseme yamitlart organ banyosu diizeneginde
degerlendirilmistir. ELISA yontemi ile de biyokimyasal parametreler (ICAM, VCAM,
TAS, TOS, eNOS, HO-1) dlgiilmiistiir.

Gevseme yanitlarinda yiiksek glukozlu gruplarin Emax verileri kontrole gére anlamli
olarak diisiikken (p<0,0001) Minosiklin ile tedavi edilen gruplarin Emax degerleri
kontrol seviyelerine geri donmiistiir (YG grubuna gore; p<0,001). JNK inhibitori
SP600125 grubunun Emax yaniti da yiiksek glukoz grubu gibi kontrolden anlamli
olarak diistiktiir (p<0,001).

Kasilma yanitlarinin Emax degerleri yiiksek glukoz grubunda kontrolden anlamli olarak
yiiksekken (p<0,01), tedavi gruplarinda dismiistir (YG grubuna gore; p<0,0001).
SP600125 grubunda ise yiiksek glukozlu grup ile benzer sekilde Emax degeri yiiksektir
(p<0,001).

Yiiksek glukoz grubunun eNOS (p<0,05) ve TAS (p<0,001) verileri kontrole gore
diisiikken, HO-1 (p<0,001) ve TOS (p<0,05) degerleri yiiksektir. Minosiklin ile tedavi
bu biyokimyasal degisiklikleri kontrol degerlerine geri dondiirmiistiir. SP600125
grubunda ise tim biyokimyasal veriler yiiksek glukoz grubu ile benzerlik
gostermektedir.

Calismamizin sonuglarina gore; Minosiklin’in tedavi edici etkisinde Ozellikle JNK
yolagi ile eNOS/NO yolaginin 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir.

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

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 25618
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ABSTRACT

Kose, C. 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. GIRIS VE AMAC

Diyabet, diinya niifusunun ciddi bir bolimiinii etkileyen hastalik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Yaklasik 500 milyon yetiskin diyabetliyken sadece 2 kisiden biri
tedavi gérmektedir. IDF (Uluslararas1 Diyabet Orgiitii) verilerine gére 2040 yilinda 10
yetiskinden birinin diyabetli olacag: diisiiniiliirken, diyabet i¢in ayrilan biitcenin 802

milyon dolar1 asacag1 ongoriilmektedir (IDF).

Diyabet, viicudun sadece belirli bolgesine etki gosteren bir hastalik olmayip,
bir¢ok organda olumsuz etkileri gézlenmektedir. Diyabete bagli nefropati, retinopati
yarattig1 hasarlardan bazilaridir. Ayni zamanda kardiyovaskiiler sistem iizerinde de
diyabetin hasar olusturucu etkileri fazladir (Davignon ve Ganz 2004). Diyabet
hastalarinda MI (miyokard infarktiis) riskinin digerlerine gore ¢ok daha fazla olmasi,
endotel hasar1 gibi dolasimsal sikintilar gézlenmektedir. Gozlenen endotel hasari,

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

Hiperglisemide nitrik oksit (NO) sentezi azalmakta ve endotelde reaktif oksijen
tirleri (ROS) artmaktadir (Son ve ark. 2004; Reyes-Toso ve ark. 2002). Reaktif oksijen
tiirlerinin artmasiyla oksidan etki gézlenir ve DNA, enzim ve endotel hiicre membrani
hasar1 goriiliir, bu da endotel disfonsiyonuna neden olmaktadir (Sies ve Cadenas 1985).
Bu durumda hiicre savunma mekanizmasi ile antioksidan mekanizmalar aktive
olmaktadir. ROS artisi Mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) mekanizmasini
indiikleyerek protein kinaz ¢ (PKC), ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ve
c-jun N-terminal kinaz (JNK) yolaklarini aktive eder. Bu yolaklar ile antioksidan etkisi
olan Nuklear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) bagl oldugu Keapl proteininden
ayrilarak aktive olur. NRf2 aktivasyonu; NADP-H:quinone oxidoreductase (NQO-1),
heme oxygenase 1 (HO-1) gibi antioksidan enzimlerin sentezini arttirmakta (Huang ve
ark. 2015; Zhu ve Fahl 2001; Nguyen, Huang, ve Pickett 2000) ve viicudun savunma

mekanizmasi devreye girmektedir.

Minosiklin, tetrasiklin grubundan bir antibiyotiktir. Yapilan son g¢aligmalar
minosiklinin hiicrede apoptozu 6nledigi, inflamasyonu inhibe ettigini ortaya koymustur
(Wang ve ark. 2004). Minosiklin’in ayrica endojen Nrf2 ekspresyonunu arttirarak
antioksidan etkiyle oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (Shahzad ve ark. 2016).



izole organ banyosu Farmakolojide sik kullanilan deney ydntemlerinden biridir.
Sican torasik aortasi ¢ikarilarak organ banyosu diizeneginde ¢esitli ilag denemeleri,
kasilma-gevseme yanitlarina gére mekanizmasal arastirmalar yapilmaktadir (Altinok ve
ark. 2015). Izole sigan aortalarinim akut yiiksek glukoza maruz birakilmalari, diyabette
olusan stres benzeri etki yaratan ve endotel hasarini gosteren bir yontem olarak tercih
edilmektedir. Yiiksek glukozun yarattigi oksidatif stres, farkli mekanizmalara bagl
endotel hasar olusumu model olarak kullanilmaktadir (He ve ark. 2009). Yiiksek
glukoza akut olarak maruz kalmak diyabetin damarda yarattigi hasar benzeri etki
gostererek, asetilkolinin endotel-bagimli damar gevseme yanitlarin1 azaltmaktadir (Guo
ve ark. 2000). Ayni1 sekilde endotel-bagimli kasilma yanitlarinda da azalma ya da artma
gibi iki sekilde de degisim gozlenmektedir (EI-Awady ve ark. 2014).

Bu calismada, sican ortalar1 yiikksek glukozlu ortamda inkiibe edilerek endotel
disfonksiyonu olusturulmus ve olusan disfonksiyonun vazoreaktivite lizerine etkilerini
gostermek igin damarlarda kasilma-gevseme yanitlari incelenmistir. Endotel
disfonksiyonu ayrica hiicre i¢i adhezyon molekiilii-1 (ICAM), vaskiiler adhezyon
molekiilii (VCAM) gibi adhezyon molekiilleri, total antioksidan (TAS), toktal oksidan
seviye (TOS), hemeoksijenaz 1 (HO-1) gibi oksidan-antioksidan ile endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) gibi biyokimyasal parametreler ELISA yontemi ile olgiilerek de
ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Biitiin bu damar yanitlar1 ve biyokimyasal parametrelere
minosiklinin etkisi arastirilmistir. Son olarak ERK ve JNK yolaklarmnin inhibitorleri
olan U0126 ve SP600125 kullanilarak Minosiklin’in gosterdigi etkilerde Nrf2 yolaginin

rolii aydinlatilmaya ¢alisilmistir.



Calismamizin olast mekanizmalar1 Kegg Pathway Database sitesindeki yolaklardan

yararlanilarak asagida grafik iizerinde de gosterilmistir (Sekil 1-1).
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Sekil 1-1: Oksidatif stres (Yiiksek Glukoz) ile indiiklenen ERK/JNK/Nrf2 yolag:

Kegg pathway database sitesinden yararlamlarak hazirlanmistir (kegg pathway).



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes mellitus (DM)

Diyabet, pankreasin yeterince insiilin iiretemedigi ya da iiretilen insiilinin viicut
tarafindan etkin bir sekilde kullanilamadigi durumda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir.
Insiilin, viicut kan sekeri diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Hiperglisemi durumu,
zamanla viicuttaki bir¢ok sisteme, sinir hiicrelerine ve kan damarlarina ciddi zararlar

vermektedir.

Yillara gore WHO verilerine bakildiginda; 2014 yilinda 18 yas iistii erigkilerin
%38,5’inde diyabet goriilmekteydi. 2016 yilinda 1,6 milyon o6liimiin direkt olarak nedeni
diyabet olarak belirtilmistir (WHO 2019).

Diyabetus Mellitus gelisimindeki risk faktorlerine bakildiginda;
- Bozulmus aglik glukozu, bozulmus glukoz toleransi,

- Diyabetli birinci derece yakinin bulunmasi (Stumvoll, Goldstein, ve van
Haeften 2005),

- Etnik koéken (Menke ve ark. 2015; Shai ve ark. 2006),
- Obezite (Menke ve ark. 2014),

- Sedanter yasam (Crump ve ark. 2016),

- Sigara (Willi ve ark. 2007),

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

- Hipertansiyon (Conen ve ark. 2007),

- Kardiyovaskiiler hastalik (Mozaffarian ve ark. 2007)

- Metabolik sendrom (Ford, Li, ve Sattar 2008) seklinde faktorler
sayilabilmektedir.

Diyabetus Mellitusun genel sonuglarina bakildiginda ise;



- Diyabetli yetigkinlerde kalp krizi ve inme riski 2-3 kat daha fazladir
(Emerging Risk Factors ve ark. 2010)

- Kan akigsinin azalmasiyla, ayaklardaki néropati; ayak iilseri riskini arttirir,

enfeksiyon ve sonucunda amputasyona sebep olabilir.

- Diyabetik retinopati korliigiin 6nemli bir nedenidir ve retinadaki kiigiik kan
damarlarindaki hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Global korliigiin

%2,6's1 diyabete baglanabilir (Bourne ve ark. 2013).

- Diyabet, bobrek yetmezliginin 6nde gelen sebepleri arasindadir (Saran ve
ark. 2015).

Diyabet, vaskiiler komplikasyonlar ile de ilgilidir. Kronik hiperglisemi 6zellikle
endotel ve sinir hiicreleri i¢in zararhdir. Bu hiicrelerde meydana gelen fonksiyon
bozukluklari, temel olarak diyabet hastalarinin yasadigi mikro ve makro
vaskiiler komplikasyonlarin artmasi riskini olusturur (Matzinger, Fischhuber, ve
Heiss 2018) (Sekil 2-1).

DIYABET
v
HiPER(iLiSEMi

ENDOTELYAL . .
DISFONKSIYON Retinopati

N\akrovaskﬁler Hastah](]af
“eDpeseyy .IS[K_’_D[SBAOD\‘.\N

Sekil 2-1: Diyabetin sebep oldugu mikro ve makro hastaliklar (Matzinger, Fischhuber, ve
Heiss 2018)



2.1.1. Tip | Diyabet

Onceleri cocukluk diyabeti, insiiline bagimli diyabet olarak bilinmekte olan
diyabet ¢esididir. Pankreasin az insiilin {irettigi ya da tiretmedigi durumlarda gecerlidir.
Viicutta eksik insiilin iiretimi ile karakterizedir. Tip I diyabet, genellikle ¢ocukluk
cagindan itibaren goriilse de yetiskin donemde de gelisebilir. Tip I diyabet hastalari,
kandaki glukoz miktarin1 diizenlemek icin giinliik disaridan insiilin uygulamasina
ihtiyag duyarak hayatlarina devam ederler. insiilin, glukozun enerji vermek iizere

hiicrelere girisini saglayan hormondur.

Tip I diyabetin kesin sebebi bilinmemekle birlikte 6nlenebilir durum da degildir.
Tedavi komplikasyonlarini 6nlemek i¢in kan seker seviyesi, diyet, yasam tarzi, insiilin

ile dengede tutulmaya g¢alisilir (WHO 2019; Clinic 2019).

2.1.2. Tip Il Diyabet

Tip II diyabet (daha Onceleri insiiline bagimli olmayan olarak adlandirilirdr),
viicudun pankreas tarafindan {retilen insiilinin etkisine uygun sekilde cevap
verememesinden kaynaklanir. Viicut insiiline direngli hale gelir ya da pankreas
tarafindan yeterince insiilin salgilanamamaya baslar. Yani insiilin direnci ve beta hiicre
disfonksiyonu durumlarini igeren patofizyolojiye sahiptir (Stumvoll, Goldstein, ve van
Haeften 2005). Hastalarda kademeli olarak hiperglisemi oldugundan diyabetin
semptomlar1 basta goriilmeyebilir. Semptomlar goriilmese bile, hastada mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlar goriilebilir, komplikasyonlar1 6nlemek igin teshis
edilmesi biiyiikk onem tagimaktadir (American Diabetes 2018). Neden gergeklestigi tam
olarak bilinmemekle beraber, genetik, asir1 kilolu ve inaktif olmak gibi faktorler de
cevresel faktorler gibi sebebinde rol oynamaktadir. Tip II diyabet, Tip I’e gére ¢cok daha
yaygindir ve diinya genelindeki diyabet vakalarmin %90’1n1 olusturur. Yetiskinlerde
cok sik goriilirken ergenlerde de giderek artis gosterdigi dikkat ¢ekmektedir (WHO
2019; Martinez, Sherling, ve Holley 2019).



2.1.3. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel diyabet, gebelik sirasinda kan sekeri degerlerinin normalin dstiinde
olan diyabet tanisi altindaki hiperglisemidir. Gebelik diyabeti olan kadinlar, hamilelik
ve dogum sirasinda komplikasyon riski altindadir. Ayrica anne ve bebek de gelecekte
tip Il diyabet riski altindadir (Group 2002). Gebelik diyabeti, bildirilen semptomlar
yerine dogum Oncesi tarama ile teshis edilir (WHO 2019).

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) gebeliklerin yaklasik %5'inde goriiliir,
ancak populasyonun demografik o6zelliklerine ve kullanilan kriterlere bagli olarak
oldukga degiskenlik gosterir. Gittikge artan sismanlik problemi devam ettikge
prevalansin artmast beklenmektedir (Ben-Haroush, Yogev, ve Hod 2004). GDM'den
etkilenen gebeliklerde yenidogan hipoglisemisi, hiperbilurinemi gibi risk faktorleri
artmaktadir (Catalano ve Ehrenberg 2006). Bu nedenle GDM’un teshisi anne ve bebek
i¢in de biiyiik onem tagimaktadir (Kampmann ve ark. 2015).

2.2. Endotel Yapisi ve Gorevleri

Endotel, damarlarin kan liimen yiizeyini kaplayan bir hiicre tabakasidir. Endotel, ilk
olarak 1980 yilinda, “damar duvarinin i¢ yliziinii 6rten ve damar tonusunu diizenleyen
doku ” olarak tanimlanmistir (Furchgott ve Zawadzki 1980). 1980’lerden 6nce elektrolit
ve su gecisi icin segici gecirgen Ozellikte damar ylizeyini saran astar olarak
diisiiniilmiistiir. Yapilan caligsmalar, endotel hiicrelerinin kalpten kilcal damarlara kadar
tim vaskiiler sistemde, damar ylizeylerinde etkili, 6nemli fonksiyonlara sahip bir
endokrin organ oldugunu gostermektedir. Bunlardan bazilari;

- Bobrek glomeriillerindeki gibi sivi filtrasyonu

- Platelet 16kosit etkilesimi

- Koagulasyon mekanizmasi

- Vaskiiler tonus ve biiylime regiilasyonu kontrolii

- Hemostazis

- Hiicre proliferasyonu ve anjiogenezis

- Hormon trafigi



- Inflamasyon durumunda sitokin salmnmasi
- Damar kasilma-gevseme yanitlari

- Tromboz, tromboliz gelisim kontrolii seklinde siralanabilir.

Endotelin rolii; proteinler, lipit tagiyan parcaciklar, metabolitler ve hormonlarin yant
sira hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerini yoneten spesifik proteinler ve
reseptorler dahil olmak iizere gesitli molekiiller igin membrana bagli reseptorlerin
varhi@iyla gergeklestirilmesidir (Anderson 1999; Feletou 2011; Feletou ve
Vanhoutte 2006).

Endotel hiicreleri ayrica kan akisin1 diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Plazma
ve hiicresel bilesenlerin damar yayilimi boyunca geg¢isini kolaylastiran antitrombotik
yiizey olusturma kapasitesi ile kanin laminer akisini saglar.

Inflamasyon, oksidatif stres gibi durumlarda meydana gelen problemler
endotelin normal aktivitesinin bozulmasina sebep olur. Endotel, hiicrelerin
protrombik ve antifibrinolitik bir ortam olusturmasina sebep olur. Kan akisi da
kismi olarak endotel tarafinda vaskiiler yataklar1 daraltmak veya genisletmek i¢in
salgilanan ya da emilen vazoaktif maddeler ile diizenlenmektedir.

Vaskiiler homeostazin 6nemli bir regiilatorii olan endotel, vazodilatasyon ve
vazokonstriiksiyon arasindaki dengeyi, migrasyonun engellenmesi ve ilerletilmesini
ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu, fibrinolizi ve trombojenezi ve ayni
zamanda trombositlerin adezyon ve agregasyonunun onlenmesi ve stimiilasyonunu
saglar (Sena, Pereira, ve Seica 2013). Vazodilator ve antiproliferatif etki gosterir
(Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: Endotelin cesitli gorevleri (Sena, Pereira, ve Seica 2013)

Endotel kaynakli faktorlere bakildiginda;
- Endotel kaynakli hiperpolarizasyon faktorii (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 Il (Endemann ve Schiffrin 2004)
- Reaktif oksijen tiirevleri (ROS) (Just, Whitten, ve Arendshorst 2008)

vazokonstriktor etki gosteren mediyatorlerdir.

Endotelyal hiicreler ayrica hem antitrombotik (NO ve PGIl> hem trombosit
agregasyonunu inhibe eder) hem de protrombotik molekiilleri trombosit agregasyonunu
destekleyen Willebrand faktdrii ve fibrinolizi inhibe eden plazminojen aktivator
inhibitorii-1 (PAI-1) tiretirler (Feletou 2011) (Sekil 2-3).

Bu dengenin bozulmasi, endotel disfonksiyonuna yol agmaktadir.
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Sekil 2-3: Endotelyal hiicreler bircok fizyolojik fonksiyondan sorumludurlar;

1- Vazolilator ve vazokonstriktorler ile vaskiiler tonusun diizenlenmesi

2- Trombosit aktivitesi, pihtilasma kaskadi ve fibrinolitik sistemi diizenleyen faktorler ile
kan akiskanlig1 ve pihtilagma kontrolii

3- Sitokin ve adhezyon molekiillerin ekspresyonu yoluyla inflamatuvar siireclerin
regiilasyonu (Ach, ATR, BK, EDHF, NO, PAI-1, PGH2, PGI2, O,., t-PA, TM, TxA2, VWT).

2.3. Endotelyal Disfonksiyon

Endotelyal disfonksiyon, endotelyum aktivitesinin azalmis vazodilatasyon,
proinflamatuvar duruma ve protrombik 6zelliklere kaymasi durumu ile karakterizedir.
Hipertansiyon, koroner arter hastaligi, kronik kalp yetmezligi, periferik arter hastaligi,
diyabet ve kronik bobrek yetmezligi gibi bir¢ok kardiyovaskiiler hastalik ile iligkilidir.
Endotelyal disfonksiyonda azalmis vazodilatator cevaplara katilan mekanizmalar
arasinda nitrik oksit liretimi, oksidatif fazlalik ve hiperpolarize edici faktoriin azalmig
tiretimi sayilabilir. Adezyon molekiillerinin upregiilasyonu, makrofaj kemoreatraktan
peptit-1 gibi kemokinlerin iiretimi ve plazminojen aktivator inhibitor-1'in iretimi
inflamatuvar tepkiye katilir ve protrombik duruma katkida bulunur. Endotel
disfonksiyonu, aterosklerozun patogenezinde Onemli bir erken olaydir ve plagin

baslangicina ve ilerlemesine katkida bulunur.
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Endotel disfonksiyon siddetinin, kardiyovaskiiler olaylar igin prognostik degere
sahip oldugu gosterilmistir. Endotel disfonksiyonunun diizeltilmesi kardiyovaskiiler
riskin azalmasiyla iliskili olabilir. Dolasimdaki endotelyal progenitdr hiicreler,
endotelyal disfonksiyona potansiyel bir terapotik yaklasim igin kullanilabilir
(Endemann ve Schiffrin 2004).

En erken asamalarda, ana endotelyal degisiklik sadece fonksiyoneldir. Vaskiiler
endotelyumun fonksiyonel bozuklugu, tiim kardiyovaskiiler hastaliklarda ve ayrica
insiilin direnci, obezite ve tip 2 diyabetlilerde bulunmaktadir (Endemann ve Schiffrin
2004; Wheatcroft ve ark. 2003). Endotelyal disfonksiyonun ayirt edici O6zelligi

bozulmus NO biyoyararlanimidir.

Ayrica endotelyal disfonksiyon, asagidaki 6zelliklerin bir veya daha fazlasiyla

karakterize edilir (Taddei ve ark. 2003; Cade 2008; Hirose ve ark. 2010) (Tablo 2-1):
- Endotel aracili gevseme yanitlarinin azalmasi,
- Hemodinamik diizenlemelerin azalmasi,
- Fibrinolitik yetenegin bozulmast,
- Biiylime faktorlerinin asir1 {iretimi,
- Adhezyon molekiilleri ve inflamatuvar gen ekspresyonunun artmast,

- ROS artis,
- Oksidatif stres artisi,

- Hiicre katmanlarinin gegirgenliginin artmasi

Endotel disfonksiyonuna birgok risk faktorii dogrudan katkida bulunmaktadir. Risk

faktorlerine baktigimizda;

- Yiiksek LDL, diisiik HDL kolesterol seviyeleri (hiperlipidemi)

Yiiksek trigliserit seviyeleri

- Hipertansiyon

- Yiiksek c-reaktif protein (CRP) seviyeleri
- Yiksek omega6/omega3 orani

- Artmis homosistein degerleri

- Sigara kullanim1
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- Yetersiz D vitamini seviyeleri bir¢ok risk faktoriinden bir kismi olarak
sayilabilir.

Endotel disfonksiyonunun varlig: ateroskleroz ve tromboz patogenezinde, hem
koruyucu Kabiliyetinin kayb1 hem de protrorombotik mekanizmalarin uyarilmasinda

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

Tablo 2-1: Saghkh ve disfonksiyonel endotel farklar:

Saglkli Endotelyum Disfonksiyonal Endotelyum

e Vazodilatasyon (™ NO, PGl,) * Vazodilatasyon (¥ NO, PGl,)

o \VOksitadif stres, dusiik trik e N\ Oksidatif stres, Urik asit
asit e Pro-koagiilant (N PAI-1,

e Anti-koagiilant (\ PAI-1, VWE,P-selektin)
VWEF,P-selektin) e Pro-inflamasyon (1,

e Anti-inflamatuvar (¥, sICAM, sVCAM, E-
sICAM, sVCAM, E- seleksiyon, CRP, TNF-a,
seleksiyon, CRP, TNF-a, IL-6, MCP-1)
IL-6, MCP-1) e \I Tamir (ECPs), /M tahrip

e N Tamir (ECPs),V tahrip (CECs, MPs)

(CECs, MPs)

2.4. Endotelyal Disfonksiyon Patofizyolojisi

Endotel disfonksiyonun patofizyolojisi karmasiktir ve ¢oklu mekanizmalar ile
gergeklesir. Bunun yani sira, goriilen mekanizmalarin ¢ogu diger hastaliklarla da ortak

olarak goriilmektedir.

Endotelyum tarafindan salinan, vazodilatér olarak aktivite gdsteren,
inflamasyonu Onleyen ve trombositler {izerinde anti agregan etkileri olan NO’dur.
Azalmis NO seviyeleri, bozulmus endotel fonksiyonu durumlarinda sikca bildirilmistir.
Bu durum endotelyal NO sentezinin (eNOS; endojen veya eksojen inhibitdrlerin bir
sonucu olarak veya substratin varligindaki azalma) ya da biyoyararlaniminin

azalmasindan kaynakli olabilmektedir (Endemann ve Schiffrin 2004).
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ROS’un sitotoksik oksidan olan peroksinitrit ile NO’yu baskiladig1 ve protein
fonksiyonunu etkiledigi, bu sekilde endotel disfonksiyonu da etkiledigi bilinmektedir
(Koppenol ve ark. 1992). Peroksinitrit, proaterojenik olarak LDL oksidasyonunda
onemli bir aracidir. Ayrica eNOS kofaktoriiniin bozulmasima sebep olarak eNOS

ayrilmasina yol acar (Milstien ve Katusic 1999).

Diyabetik farelerde peroksinitritin bozulmasmi saglayan FP15 maddesi
denendiginde endotel ve kardiyak disfonksiyonun 6nlenebilecegi gosterilmistir (Szabo

ve ark. 2002). Bu sekilde endotelyal disfonksiyon tizerinde ROS etkisi de gosterilmistir.

Oksidasyon durumu arttiginda, eNOS aktif dimerinin oksijenaz aktivitesi ve
dolayisiyla NO iiretimi azalir. eNOS’un rediiktaz formu aktive olur ve daha ¢ok ROS
tretimi gerceklesir. NO yerine ROS {iretimi gergeklestigi i¢in oksidan fazlaligi,
endotelyal ve vaskiiler fonksiyon iizerinde zararh etkiler meydana getirir (Landmesser
ve ark. 2003). Oksidatif artig, damar duvarindaki proinflamatuvar siire¢ ile baglantilidir.
ROS, adhezyon (ICAM-1 ve VCAM-1) ve kemotaktik molekiillerin (MCP-1) tiretimini
upregiile eder. Inflamasyon, NO biyoyararlanimin1 azaltir. C-reaktif proteinin (CRP) de

eNOS aktivitesini azalttigi gosterilmistir (Venugopal ve ark. 2002).

2.5. Endotel Disfonksiyonu ve Yiiksek Glukoz iliskisi

Diyabette, bazi mekanizmalar endotel disfonksiyonunu tetikleyebilir. Tip 2
diyabet (T2DM) gibi insiilin direnci durumlarinda, insiilin sinyali degistirilir ve insiilin
reseptoriinden ¢ikan iki ana yolu farkli sekilde etkiler. Fosfoinositid 3-kinaz,
fosfoinositide bagimli kinaz-1 ve Akt / protein kinaz B iizerinden eNOS'un
fosforilasyonu ve aktivasyonuna giden yol downregiile edilirken, MAPK yoluyla
mitojenik etkilere giden yol ve biiylime etkilenmez. Dahasi, hiperglisemi, endotel
disfonksiyona sebep olmasi, aminoguanidin ile glikozilasyonu inhibe ettigi gibi AGE’ye
de yol acar (Bucala, Tracey, ve Cerami 1991). AGE, interlokin-6, VCAM-1 ve MCP-
I'in ekspresyonu ile ROS'u indiikler ve vaskiiler inflamasyon olusumuna katkida
bulunmaktadir (Zhang ve ark. 2003). Bu durum, diyabetik nefropatide kisir dongiiye
doniismektedir, ¢linkii bobrek yetmezliginde, AGE'min Klerensi gecikir, bu durum da

vaskiiler hasar ve bobrek hasarimi arttirir (Makita ve ark. 1991). Akut hipergliseminin
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kendisi NO'yu azaltabilir ve insanlarda in vivo endotel bagimli vazodilatasyonunu

azaltabilir sonucuna varilmaktadir (Williams ve ark. 1998).

Cesitli ¢alismalarda, endotel fonksiyonunun, hem makro hem de mikro-vaskiiler
komplikasyonlarda, hayvan modellerinde ve insan ¢alismalarinda uzun siireli, gegici ve
akut hiperglisemiye bagl ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Grassi ve ark. 2012; Kaur, Kaur,
ve Singh 2018). Mikro vaskuler komplikasyonlar, makro-vaskiiler komplikasyonlarla
karsilastirildiginda daha yogun oldugu goriilmektedir (Skyler ve ark. 2009).
Hipergliseminin, NO biyoyararlanimi ve ROS birikimi ile reaktif azot tiirlerinin (RNS,
endotel disfonksiyonuna yol agar) birikmesi arasinda dengesizlik yaratarak damar

hasarmi tetikledigi diisiiniilmektedir. Ayrica hiperglisemi (Brownlee 2005);
- ¢cesitli hiicresel mekanizmalarla vaskiiler yataga zarar vermektedir.

- AGE’lerin fazla iiretimine sebep olmaktadir.

- AGE reseptorlerinin (RAGE) ekspresyonlarinda artisa sebep olmaktadir.

- heksozamin yolaginin asir1 aktivasyonuna sebep olmaktadir.

- Protein kinaz C aktivasyonuna sebep olmaktadir.

Altta yatan ana sebep oksidatif strestir.

Ayrica, in vivo ve in vitro ¢alismalar, kronik oksidatif stres seviyelerinin instilin direnci
ve T2DM'nin yol actig1 ilk anormallikler arasinda oldugunu géstermistir (Kuroki ve ark.
1996; Vincent ve ark. 2004) (Tablo 2-2).

Artan ROS, glikol metabolizmasii glikolizle bozar ve alternatif poliol ve
hekzosamin yolaklari ile degisime sebep olur (Brownlee 2001). Ayrica, hipergliseminin
aracilik ettigi oksidatif stres, niikleer poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) aktivasyonu
ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz aktivitesinin azaltilmasiyla DNA hasarin1 ve
ADP-riboz polimerinin iretimini indiikler. Bunun sonucunda, yukarida bahsedilen
cesitli zarar verme mekanizmalarini tetikleyen glikolitik ara maddelerin seviyelerini
arttirir. Bu mekanizmalarin genel sonuglart artmis vaskiiler gecirgenlik, oksidatif stres
ve apoptozdur. Hiperglisemi ayrica diisiik dereceli vaskiiler inflamasyona aracilik eden
niikleer faktor-kB'yi (NF-kB) aktive eder (Brownlee 2005; Creager ve ark. 2003;
D'Souza ve ark. 2009). Ayrica, NF-kB aktivasyonu, vaskiiler duvarda inflamatuvar

hiicrelerin aktivasyonu ile sonuglanan vaskiiler adezyon molekiillerinin, sitokinlerin



15

iretiminin artmasina yol acar. Ek olarak, glukotoksisite, protrombotik bir duruma yol
acan, PAI-1 gibi pihtilastirict doku faktorlerinin ekspresyonunun artmasina neden olur.
Hiperglisemi ile birlikte dislipidemi ve hiperinsiilinemi de vaskiiler ton diizenleyicilerin

dengesizligi yoluyla vaskiiler tonu etkilemektedir (Potenza ve ark. 2009).

Tablo 2-2: Diyabette endotel disfonksiyon

Hiperglisemi
Dislipidemi Oksidatif stres Hiperinsiilinemi
(ROS ve RNS
artis1)
e cNOS saliniminda azalma e Insulin direnci
e  AGEs yapilarinda artis, e NO bioerigiminin
endotelyal tiirevi sikigma azalmasi
faktorleri e NFB aktivasyonu
e PKC, poliyol ve hekzasamin e Prostasiklin sentezi
yolaklarinin aktivasyonu salmiminda artis
e Endotelin-1 salimminda artig e Stres uyartimi
Vazokonstriksiyon Artisi Vazorelaksasyon Bozulmasi

Endotelyal Disfonksiyon
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AGE'lerin olusumu ayrica matriks bilesenlerinin yapisal, fonksiyonel ve reseptor
tanima Ozelliklerinin degismesine neden olur. AGE reseptorii RAGE’ye baglanma,
makrofaj kaynakli vaskiiler inflamasyonu tesvik eden siiperoksit {iretimini arttirir
(Schmidt ve ark. 1999; Wautier ve ark. 2001; Chavakis, Bierhaus, ve Nawroth 2004).
AGE'ler ayrica eNOS ekspresyonunda azalmayr bunun yaninda NO sentezinde
azalmay1, ET-1 ekspresyonunda artis1 indiiklerken endotel disfonksiyona yol agar. Bu
nedenle, hiperglisemik kosullarda AGE, ROS, RNS, 3-deoksiglukozon, diagilgliserol ve
metilglioksal gibi ¢esitli biyokimyasal iiriinlerin olusumundaki degisiklikler diyabetik
hastalarda endotel disfonksiyonuna belirgin bir katkida bulunur (Sena, Pereira, ve Seica
2013).

Kardiyovaskiiler hastalik tanisi yeni konmus T2DM hastalarinda iyi bir glisemik
kontrol yapildiginda gelismis mikrovaskiiler fonksiyon goriilmiistiir (Casanova ve ark.
2017). Ancak, hastalik siiresi uzamig hastalarda bu iliski ortadan kalkmistir. Dekstroz
aracili hiperglisemi, ERK, p38 ve Akt yolaklarin1 inhibe ederek insan umbilikal ven
endotel hiicrelerinde gogiin yani sira endotel hiicre proliferasyonunun bozulmasina

neden olmustur (Chen ve ark. 2017).

2.6. Transkripsiyon faktorii (Niikleer Faktor Eritroid 2) ile iliskili Faktor 2 (Nrf2)

Evrimsel siirecte, tiim organizmalar ¢esitli stres unsurlarina maruz kalmislardir ve
yalnizca islevsel savunma sistemlerine sahip organizmalar hayatta kalip siirece devam
edebilmistir. Bu sistem, Transkripsiyon faktorii (niikleer faktor eritroid 2) ile iliskili
faktor 2 (Nrf2) ve sitosolik reseptor protein Kelch-benzeri ECH-iligkili protein 1
(Keapl) arasindaki etkilesimler ile diizenlenmektedir (Bellezza ve ark. 2018). Bazik
16sin fermuar proteinlerinin Cap-n-Collar ailesinin bir tiyesi olan Nrf2 ilk 6nce Moi ve
arkadaglan tarafindan B-globin gen ekspresyonunun bir aktivatorii olarak tarif edilmis
(Moi ve ark. 1994) ve daha sonra hiicrede oksidatif stresin ana algilayicis1 olarak
tanmimlanmustir (Itoh ve ark. 1999; Martin ve ark. 1998).

Nrf2 oksidatif stresin ana diizenleyicisidir. Nrf2, hiicredeki redoks homeostazini
korumak i¢in bir¢ok antioksidan genin ve detoksifiye edici proteinlerin ekspresyonunu
yonetmektedir (Niture, Khatri, ve Jaiswal 2014; Baird ve Dinkova-Kostova 2011).
Homeostatik kosullar altinda, Keap-1 sitoplazma iginde Nrf2 ile baghdir. Bu sekilde
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diisiik Nrf2 konsantrasyonlar1 korunmus olur. Aktivasyon gergeklestiginde, Nrf2’nin
Keap-1 bagimli ubiquinasyonu inhibe olur, Nrf2 antioksidan yanit elementi (ARE)
gidiimlii genleri transaktive ettigi ¢ekirdekte toplanir (Sekil 2-4) (de Haan 2011). Nrf2
oksidatif strese cevap olarak aktive olan transkripsiyon faktoridiir. Nrf2-Keapl-ARE
yolagi hiicresel homeostazin diizenlenmesi i¢in primer diizenleyicidir. Bu yolak
tizerinden oksidatif stres ile iliskili cok sayida gen fonksiyonu diizenlenir (Kensler,
Wakabayashi, ve Biswal 2007).

inaktif

E komplex
— <
( > D Faz Il “\
@ / de_toksic_ia._sy(sp
Kiigiik molekiil z%lmlerlnln \
. R lizenlenmesi
aktivatorleri ( h
o Siilforafan \ /I
e Bardksolon N %
\ o Ebselen N -

Sekil 2-4 Aktivator molekiiller ile Nrf2'nin Keap 1'den ayrilmasi (de Haan 2011)

Antioksidan enzimler, antiinflamatuvar faktor ve detoksifiye edici proteinler gibi
proteinlerin gen diziliminin ekspresyonunu indiikler. Bu genler redoks dengesizligini
onlemeye ¢alisir ve ROS’u ortadan kaldirir (Suzuki ve Yamamoto 2015). Bu genlere

ornek olarak;

- Heme-oksijenaz (HO-1),

- Glutatyon S-transferaz (GSTS),

- Glutamat sistein ligaz (GCL),

- Glutatyon rediiktaz (GR) (Liu ve ark. 2018)
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- NAD(P)H kinin oksidorediiktaz (NQO1),
- Glutatyon S-transferaz (GST) (Halliwell ve Gutteridge 1986) 6rnek verilebilir.

Nrf2, genel olarak faz II detoksifiye edici enzim kodlarini upregiile eder ve
gen indiiksiyonlarmi regiile eder (Sekil 4). Nrf2 knock-out farelerde yapilan ¢alismada
faz Il enzim ekspresyonlarmin down-regiile oldugu gosterilmistir (Itoh ve ark. 1999;
Itoh ve ark. 1997). Faz II enzimleri, faz 1 reaksiyonlar1 tarafindan firetilen ara
metabolitleri, toksik ksenobiyotikleri detoksifiye ederek hizli bir sekilde atilimini saglar
(Brigelius-Flohe ve Flohe 2011).

Benzo[a]piren, faz I metabolizmasindan sonra yiiksek derecede reaktif bir ara
tirtine doniisen, faz II reaksiyonlar1 ile detoksifiye edilen bir karsinojendir. Yapilan
caligmalara gore Nrf2 knock-out olan fareler, benzo [a] pirene bagli tiimor olusumuna
daha duyarlidir, bu nedenle Nrf2'nin faz II metabolizmasi icin gerekli oldugunu
distiniilmektedir (Ramos-Gomez ve ark. 2003; Kwak ve ark. 2001). Diger ¢aligmalar
Nrf2 sisteminin faz I ile iliskili genleri ve ayn1 zamanda faz III ksenobiyotik tasiyicilari
(Hayashi ve ark. 2003; Vollrath ve ark. 2006) kontrol ettigini, dolayisiyla Nrf2'nin tiim
ksenobiyotik metabolizma siirecinden sorumlu oldugunu goéstermektedir (Bellezza ve
ark. 2018). Ayrica, heme oksijenaz 1 (HO-1) gibi antioksidan genler, upstream ARE
sekanslart i¢erdiginden, Nrf2, oksidatif stres cevabinin ana diizenleyicisi olarak kabul
edilebilir (Bellezza ve ark. 2012; Minelli ve ark. 2009). Cesitli toksik kimyasal stres
faktorleri ROS firetir, bu nedenle Nrf2, kimyasal olarak tiiretilmis streslere karsi
savunmada merkezi bir rol oynar.

ROS, balon anjiyoplasti sonrasi arteriyel yaralanmaya yanitin da dahil oldugu
bir ¢ok kardiyovaskiiler patolojide rol oynar. Esas olarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinden
(VSMC) tiirer ve advers etki olarak iyilesme igin hiicrelerin proliferasyon ve gogiine
sebep olur (Griendling ve FitzGerald 2003; Jacobson ve ark. 2003). Ozellikle
NQOTI’lerin VSMC’lerde hiperplaziye yol agcan ROS kaynagi olarak rolii gosterilmistir.
Ayrica hiicre dist siiperoksit dismutaz (EC-SOD) down-regiilesyonunun ROS iiretim-
yikimi ile remodeling arasindaki dengede rolii oldugu gosterilmistir (Leite ve ark.
2003). Ayrica HO-1, ya da EC-SOD artis1 gibi antioksidan savunmay1 arttiracak gen
tedavisi terapotik yaklasimlari, hayvan modellerinde yaralanmaya bagli olusan
neointima olusumunu inhibe eder (Tulis ve ark. 2001). HO-1 indiiksiyonunun endojen

antioksidan savunmay1 arttirmasi gibi bir potansiyeli gosterilmistir. Ayrica HO-1
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reglilasyonunun Nrf2 tarafindan yapildigi belirtilmistir (Motohashi ve Yamamoto
2004).

Stiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve peroksit gibi ROS’lar oksidatif strese
neden olur ve kanser, katarakt gibi hastaliklar da dahil olmak {izere ¢esitli dejeneratif
hastaliklarin olusumu ile baglantilidir. Kanser hiicrelerinde, JNK'nin ROS ile
indiiklenmis hiperfosforilasyonu onkogenik sinyalleri c¢evirebilir, boylece ERK'in
aracilik ettigi proliferasyon sinyallerine ek olarak AP-1'in aktivasyonu ile hiicresel
proliferasyonu destekleyebilir (Benhar, Engelberg, ve Levitzki 2002). Bu nedenle, ROS
timor ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilmektedir. Hiicresel savunma sistemi,
oksidatif strese karst NADH, SOD ve HO-1 gibi aktif savunma sistemlerini igerir. HO-
1, yiiksek oranda dalak ve karacigerde eksprese edilir ve ekspresyonu bir¢ok etken ile
indiikklenebilir (Farombi ve Surh 2006). Koruyucu bir mekanizma olarak
indiiklendiginden, bu enzimin uyarilmasi oksidatif doku hasarma kars1 koruma igin
onemli bir etken olarak kabul edilir. HO-1’in uyarilmasinin diizenlenmesi i¢in bir dizi
hiicre i¢in sinyal molekiilii tanimlanmistir. Ana transkripsiyon faktorii, Nrf2’dir (Chen
ve ark. 2005). Ksenobiyotik mekanizmasina karsi etkin bir antioksidan savunma igin

Nrf2 temel faktorlerden biri olarak diisiiniilebilir.

Nrf2’yi aktive eden ¢esitli yolaklar vardir, hiicre igerisindeki ERK, JNK ve
p38 yolaklar1 bunlardan bazilaridir. ROS ile fosforilize olan bu yolaklar Nrf2’yi aktive
ederler. MAPK ile Nrf2 aktivasyonu bu yolaklardan gecerek gerceklesir (Chen, Yu, ve
ark. 2000; Shen ve ark. 2004). Nrf2 Keap1’den ayrilarak nukleusa gecer ve antioksidan
gen ekspresyonlar1 gergeklesir (Hu ve ark. 2017; Jeong ve ark. 2017; Levonen ve ark.
2007).

P38 ve JNK, MAPK kaskadinin iiyeleridir ve hiicre i¢i redoks durumunu
ayarlamak i¢in 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 ayrilip niikleusa
gecer ve ARE’lere baglanir (Kobayashi ve Yamamoto 2005). Nrf2/Keap1/ARE yolagi,
faz II detoksifiye edici ve antioksidan enzimlere aracilik ederek oksidatif strese karsi
hiicresel bir savunma mekanizmasidir (Pedruzzi ve ark. 2012). ROS olusumu ile birlikte
p38 ve JNK fosforilasyonun arttigi da ¢alismalarda gosterilmistir (Zhao ve ark. 2013;
Zhao ve ark. 2015) (Sekil 2-5).
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Cytoplasi v

Lipid oxidation
Protein oxidation

D‘A oxidation /

Sekil 2-5: Oksidatif stres mekanizmasi (Liu ve ark. 2017)

2.7. Nrf2 Diyabet Iliskisi

Tip 2 diyabet (T2D); genetik, yasam tarzi ve g¢evresel faktorlerin
kombinasyonu seklinde ortaya ¢ikan metabolik bir hastaliktir. Oksidatif stres, T2D’in
insiilin direnci ve pankreas [-hiicresi disfonksiyonu gibi ortaya c¢ikan iki ana
patogenezinde kritik rol oynamaktadir. ROS, sitotoksik olmasina ragmen glukoz
algilanmasinda rol oynayan 6nemli hiicre i¢in sinyali olarak da islev gormektedir. Cok
fazla antioksidan ya da endojen antioksidanlarin siirekli uyarilmasi da insiilin
sekresyonunu ve aksiyonunu kontrol eden sinyal transdiiksiyonunun etkisinin
azalmasina sebep olabilir. Oksidatif stres altinda, hiicresel ROS-temizleme kapasitesi,
cogunlukla Nrf2 aktivasyonu ve antioksidan enzimlerin transkripsiyonel indiiksiyonu
yoluyla diizenlenebilir. Nrf2 aracili antioksidatif savunma, glukoz homeostazini

diizenlemede denge roliinii oynuyor gibi goriinmektedir (Sekil 2-6).
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ROS nétrleyici ajanlar veya Nrf2 indiikleyicileri ile antioksidan tedaviler,
cesitli komplikasyonlarin tedavisinde faydali etkiler gostermektedir. Nrf2, ROS ve
antioksidanlar arasindaki ¢apraz diizenlemeler, uygulanabilecek ROS modiilasyon ve
stratejileri ile T2D ve komplikasyonlari ile miicadele edilebilecegi diistiniilmektedir (Fu
ve ark. 2016). Asagidaki tabloda Nrf2-ARE aktivatorlerinin  diyabetik

komplikasyonlardaki etkilerine 6rnekler verilmistir (Tablo 2-3).

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

Kimyasal Tanim Test Modeli Etkisi Referans
Ismi

Aralia Antidiyabetik ilag HG, HOc2 hiicreleri ~ Kardiyomiyopati(+)  (Duan ve ark.
Taibaiensis 2015)
Siyanidin 3- Roselle bitkisinden, PA, HUVEC Vaskiiler hastalikta (Fratantonio ve
glikozit sebze ve meyvelerdeki  hiicrelerinde (+) ark. 2015)

flavonoid



Dimetil fumarat

Ferulik asit

Resveratrol

Pentaeritil
tetranitrat

MG132

Multiple siklerozis
(MS) i¢in FDA onayli
ilag

Fenolik asit

Bitkilerden iiretilen
dogal fenol

Organik nitrat

Proteozom inhibitori

HG, ARPE-19
hiicreleri VSMCs, D
vitamini indikli
vaskiiler
kalsifikasyon

HG, kardiyomiyosit,

Endotel hiicreleri,
HFD, Nrf2 knock-
out farelerde

STZ’li siganlarda

Ove26 farelerde

Korneada yara
iyilesmesi (+),
vaskiiler hastalik (+)

Kardiyotik oksidatif
stres (+)

Kardiyomiyopati(+)

Vaskiiler sistem (+)

Vaskiiler hastalik
(+),
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(Foresti ve ark.
2015)

(Song ve ark.
2016)

(Ungvari ve ark.
2010; Bonnefont-
Rousselot 2016)

(Schuhmacher ve
ark. 2011)

(Cui ve ark. 2013;
Miao, Cui, ve ark.

Cig sarimsak

homojenat1

Siilforapan

Cinko

Kardiyomiyopati(+)  2013)
Sarimsak homojenati Yiiksek fruktoz, Kardiyomiyopati(+)  (Padiya ve ark.
siganlarda 2014)
Turp biyoaktif Db/Db fare Vaskiiler hastalik (+)  (Velmurugan ve
komponenti ark. 2013)
Eser element OVE26 Fare Vaskiiler hastalik (+) (Miao, Wang, ve
ark. 2013)

Kaynak:(Fu ve ark. 2016).

Azalan Nrf2/ARE aktivitesi damar yapisinda oksidatif stres ve mitokondriyal

fonksiyon bozuklugunun artisgina katkida bulunur. Bu durum da endotel
disfonksiyonuna, insiilin direncine ve diyabette gézlenen anormal anjiyogeneze yol acar
(Cheng, Siow, ve Mann 2011). Nrf2 ekspresyonunun kardiyak hiicrelerdeki oksidatif
hasar ve ytliksek glukoz seviyelerinin neden oldugu oliimlerden korumadaki kritik rolii
de galismalarda gosterilmistir (He ve ark. 2009; Tan ve ark. 2011). in vitroda kardiyak
miyositlerde, oksidatif stresin ERK aktivitesindeki artis ile insiilin direncini indiikledigi
belirtilmistir. STZ indiikli tip I diyabetik fare kalplerinde diyabetin ge¢ evrelerinde
Nrf2’nin kardiyak ekspresyonu baskilanmigtir. Antioksidatif savunma sisteminin ana
transkripsiyonel faktorii olan Nrf2’nin kardiyomiyositlerde ve kalpte oksidatif stres
kaynakli insiilin direncinin negatif regiilatorii olabilecegi tartisilmaktadir (Li ve ark.
2009).

Bir¢ok farkli organda etkileri goriilen T2D’nin farkli evrelerinde redoks

homestazi, ROS sinyali ve Nrf2-ARE iizerine etkileri gosterilmistir (Sekil 2-7). Bu
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sekilde bir smiflandirma, T2D ile basa ¢ikmak i¢in ¢esitli antioksidan tedavilerin
uygulanabilirligi hakkinda genel bir bilgi saglayabilir. Her ne kadar T2D’in patogenez
ve komplikasyonlar1 ¢esitli diyabetik kosullar altinda degigse de oksidatif stres her
asamada tutarli olarak artmaktadir. Bu nedenle belirli bir ROS tipini hedef almak
hastalik tedavisinde faydali olabilir diye diisiintilmektedir.
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Sekil 2-7: T2D'nin farkh asamalarinda Nrf2-ARE aktivitesi, ROS sinyal iletimi, redoks
durumu (Fu ve ark. 2016).
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2.8. Minosiklin

N(cH3)2 N(CHa)z
s Ao
QLU

Tetracycline Minocycline

Sekil 2-8:Minosiklin ve Ailesi Tetrasiklin'in kimyasal Yapisi

Tetrasiklinler, aerobik ve anaerobik gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere
karst etkili genis spektrumlu bakteriyostatik antibiyotiklerdir. Tetrasiklinlerin
antibiyotik ozelliklerinin arkasindaki etki mekanizmasi temel olarak bakteriyel 30S
ribozomal alt birime baglanma ve protein sentezini inhibe etme yetenekleri ile ilgilidir.

Minosiklin  (7-dimetilamino-6-dimetil-6-deoxytetracycline), gram-pozitif ve
gram-negatif bakterilere karst 30-35 yildan beri terapotik kullanimda olan ikinci
jenerasyonlu, yar1 sentetik tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir (Sekil 2-8). Esas olarak
akne wvulgaris ve bazi cinsel yolla bulasan hastaliklarin tedavisinde kullanilir.
Minosiklin, yasli popiilasyonlarda bile, daha uzun bir yari omiir ve iyi bir doku
penetrasyonu ve neredeyse tama yakin bir biyoyararlanim ile birlikte oral, hizli ve
emildiginde birinci nesil tetrasiklinlerden daha iyi bir farmakokinetik profil
gostermektedir. Ayrica, kan-beyin bariyerinden kolayca gegebilen ve boylelikle serebro
spinal sivi (CSF) ve merkezi sinir sistemi (MSS) hiicrelerinde birikimini artiran ve
bircok MSS hastaliginin tedavisinde kullanilmasini saglayan oldukga lipofilik bir
molekiildiir (Kielian ve ark. 2007). Ayrica, minosiklin kronik olarak kullanildiginda iyi
bir giivenlik kaydina sahiptir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan &nerilen
en yiiksek dozaj, giinde bir kez 200 mg'a kadar olan dozlarda minosiklin ile uzun siireli
tedavi, genellikle insanlarda giivenli ve iyi tolere edilir. Minosiklin'in bulanti, bas
donmesi ve hafif bag donmesi gibi bilinen ve en sik goriilen yan etkileri, ¢ogunlukla
uygulamadan hemen sonra ortaya ¢ikar ve tedavinin kesilmesinden kisa bir siire sonra
kaybolur. Bununla birlikte, British National Formulary'a gore, tedaviler 6 aydan uzun
siirdiigii i¢cin hepatotoksisite, pigmentasyon ve sistemik lupus eritematozus icin her 3
ayda bir izlenmesi Onerilmektedir. Bunlar gelisirse ya da 6nceden var olan sistemik
lupus kotiilesirse  tedavinin  kesilmesi  Onerilmektedir. Diger tetrasiklinlerle

karsilagtirildiginda minosiklin ile iligkili lupus-eritematosus benzeri sendrom ve geri
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doniislimsiiz pigmentasyon riski, insan enfeksiyonlarinda yaygmn kullanimin
siirlamistir, su anda sadece akne vulgarisin tedavisi i¢in endikedir (Klein ve Cunha
1995).

Tetrasiklinlerin antibiyotik 6zellikleri baslangigta 1940'larin sonlarinda tarif
edilmistir; fakat daha yakin zamanlarda, sayisiz ¢alisma, antibiyotik olmayan
ozelliklerine odaklanmistir. Aslinda, tetrasiklinlerin antiinflamatuar ve anti-apoptotik
aktiviteler de dahil olmak iizere anti-mikrobiyal aktivitelerinden bagimsiz ve proteoliz,
anjiyogenez ve timor metastazi lizerindeki inhibitor etkiler gibi c¢esitli biyolojik
eylemler gerceklestirebildigi bildirilmistir. Rosacea, dermatozlar, nétrofilik hastaliklar,
aort anevrizmalari, kanser metastazi ve romatoid artrit gibi otoimmiin bozukluklar da
dahil olmak {izere, inflamatuar temeli olan hastaliklar i¢in etkileri oldugu diisiiniildiigi

icin minosiklin i¢in de bircok ¢alisma yapilmistir.

Bu bulgular minosiklinin antimikrobiyal 6zelliklerinin yani sira inflamatuvar
temelli hastaliklarda (dermatit, romatoit artrit, inflamatuvar bagirsak sendromu gibi
hastaliklar) deneysel modeller {izerinde bircok biyolojik etkisinin oldugunu
diisiindiirmektedir. Minosiklin nérolojik koruma saglamada en etkili tetrasiklin tiirevi
olarak da belirtilmistir. Bu etki deneysel iskemi, travmatik beyin hasar1 ve ndropatik
agr1 modellerinde ve Parkinson hastaligi, Huntington hastaligi, amiyotrofik lateral
skleroz, Alzheimer hastaligi, multipl skleroz ve omurilik zedelenmesi gibi bir¢ok
norodejeneratif hastalikla yapilan ¢aligmalarda dogrulanmigtir. Ayrica, diger pre-klinik
caligmalar, malign hiicre biiylimesini inhibe etme ve kemik erimesini dnleme yetenegini
gostermistir (Garrido-Mesa, Zarzuelo, ve Galvez 2013).

Deneysel iskemi modellerinde, tramvatik beyin yaralanmalarinda, néropatik
agrilarda ve c¢esitli ndrodejeneratif durumlarda etkili oldugu gosterilmistir. Alzheimer,
multiple sclerosis (MS), Parkinson gibi hastaliklarda etkinlikleri gesitli pre-klinik ve
Klinik ¢aligmalarda gosterilmistir (Mei ve ark. 2011; Lampl ve ark. 2007; Choi ve ark.
2007). Noroprotektif etkilerinin yaninda farkli diger deneysel modellerde gosterdigi
terapotik etkisi de son dénemde arastirmalarda artan ilgiye sebep olmustur. Irritabl
bagirsak hastaligi (IBS) (Garrido-Mesa ve ark. 2011), diyabet (Cai ve ark. 2011),
kardiyak iskemi (Lampl ve ark. 2007), insan immiin yetmezlik viriis enfeksiyonu (HIV)
(Campbell ve ark. 2011) gibi bir¢ok hastalik tizerinde etkisi oldugu ¢esitli ¢calismalarda
belirtilmistir (Sekil 2-9).
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MINOSIKLIN
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Sekil 2-9: Minosiklin'in antibiyotik ve antimikrobiyal etkisi ile iliskili olmayan klinik

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

Calismalarda minosiklinin antiinflamatuvar, immiinomodiilatér, ve ndroprotektif

etkilerinin olas1 mekanizmalar1 gosterilmistir;

Indiiklenebilir 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 olmasi (Golub ve ark. 1983),
Protein tirozin nitrasyonunun azalmasi (Whiteman ve Halliwell 1997),

Kaspaz-1 ve kaspaz-3 aktivasyonunun inhibe olmasi (Chen, Ona, ve ark. 2000),
Bcl-2 (apoptoz inhibitérii) tiirevli etkilerin artmasi, boylece hiicrelerin apoptoza
kars1 korunmasi (Jordan ve ark. 2007),

P38, MAPK fosforilasyonunun azalmasi (Lin ve ark. 2001; Zhu ve ark. 2002),
PARP-1 (poli ADP riboz polimeraz 1) aktivitesinin azalmasi (Alano ve ark.
2006),

Tim bu etkilerin yaninda tetrasiklinlerin Ca2 + ve Mg2 + 'ya iyi baglandiklar

bilinmektedir. Yukarida yazilmis olan biyolojik etkilerini bu katyonlar1 selatlamasi ve
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hiicre i¢i kompartmanlara gegisi ile gergeklestirdigi de diisiiniilmektedir (White ve
Pearce 1982) (Sekil 2-10).

Oksidatif
Stres
Proliferasyon t Apoptozis
MINOSIKLIN
Immiin Hiicre Enzimler

Fonkswonlan

\ @
Z 3 £ @ 4 ‘
-. » Nétrofiller @ @

\ -Hiicreleri Monositler ,

~~

ANTI - INFLAMATUVAR

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

Ozetle, minosiklin akne vulgaris, perioral hastalik ve kutandz sarkoidoz igin
uzun zamandir antibiyotik olarak kullanilmaktadir. Ayrica glinlimiizde romatoid artrit
gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, minosiklin
artik antiinflamatuvar, immiinomodiilatér ve ndroprotektif etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Hayvan modellerinde ve bazi klinik c¢alismalarda yapilan cesitli
calismalar, tek basma veya diger ilaglarla kombine edilmis olan minosiklinin,
inflamatuvar bir arka plana sahip hastaliklar i¢in umut verici bir tedavi edici olarak
yararli etkilerini ve giivenligini gostermektedir. Coklu hedefleri etkileyen bir ila¢ olarak
one c¢ikan minosiklin i¢in ¢oklu mekanizmalar Onerilmistir. Onun antioksidan
ozellikleri, kalsiyum selasyonu ve iNOS veya MMP'ler gibi proinflamatuvar enzimleri
inhibe etme kabiliyeti, bahsedilen hastaliklarin ¢ogunda yararli etkileriyle 6nemli rol
oynayabilir. Ancak, diger tetrasiklinlerin, 6zellikle de doksisiklinin, bu o6zelliklerin

bazilarin1 paylastigi bildirilse de ayn1 modellerde benzer bir etki gostermemistir. Bu
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nedenle, minosiklinin tetrasiklinler arasinda ¢ok daha etkili ve 6zellikli bir ila¢ haline

getiren ¢oklu hedefleri oldugu goriilmektedir.
Ek olarak, minosiklinin dikkat ¢ceken avantajlarina bakildiginda;

- Bilinen bir yan etki profili ile insanlarda genellikle giivenli bir ilag olarak kabul

edilir.

- Pahali bir ilag degildir, bdylece hastaliklarda uzun siireli kullanim igin

uygundur.

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

olmak tizere viicudun birgok boliimiine ulasan bir ilagtir.

Her ne kadar terapotik olarak kullanimin alanlarimin gelismesi igin faaliyet
mekanizmalarimin in vivo ve in vitro calismalar ile anlagilmasi gerekse de elde edilen

sonuclara bakildiginda bir¢ok hastalik i¢in potansiyelinin oldugu goériilmektedir.

2.9. Minosiklin ve Nrf2 fliskisi

Minosiklin, kan-beyin bariyerinden kolayca gegebilmekte ve hayvan modellerinde
noronal hiicre Oliimiinii hafiflettigi, norodejeneratif bozukluklarin semptomlarin
tyilestirdigi gosterilmistir. Son caligmalarda, minosiklin, beyindeki oksidatif stres ve
inflamasyonu baskilayarak ve oksidatif stresle miicadele ederek noroprotektif etki
gosterdigi seklinde sonuglar elde edilmektedir. Yapilan bir ¢calismada, minosiklinin yaslh
sicanlarda sevofloranla indiiklenmis olan kognitif bozuklugu azalttigin1 ve bu durumun
minosiklinin anestezik kaynakli norotoksisiteyi dnlemek i¢in kullanilabilecek bir ajan
olabilecegini diisiindiirmektedir (Tian ve ark. 2017).

Sevofloranla indiiklenmis olan kognitif bozuklugu ile aktive olan NF-«xB
sinyalizasyonunun asir1 artiginin minosiklin ile tedavi edildigi belirtilmektedir. Yine de
tam mekanizma ortaya konulamamistir (Tian ve ark. 2015).

Oksidatif stres ve inflamasyon durumunda NF-xB ve Nrf2 yolaklar1 arasinda
baglanti bulunmaktadir (Lyu ve ark. 2012).

Sevofluranla olan c¢alismada, ilag tarafindan indiiklenen hiicre hasarinda

minosiklin uygulanip Nrf2’nin rolii gosterilmistir. Ayrica, bu islem sirasinda Nrf2 ve
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NF-«B yolaklar1 arasindaki baglanti da belirtilmistir. Minosiklin apoptozu, ROS ve NF-
kB’y1 inhibe etmekte ve Nrf2 antioksidan yolagini stimiile etmektedir.

Hiicre apoptozu kaspaz ailesi proteinleri, Bcl-2 ve NF-kB sinyali dahil olmak
lizere bircok faktor tarafindan diizenlenir. Bu faktorler arasinda, Bcl-2'nin hiicrelerde
antiapoptotik bir rol oynadig1 gosterilmistir (Wang ve ark. 2004). Onceki ¢alismalar,
minosiklin kaspaz yolunun aktivasyonunu inhibe ettigini ve apoptotik baskilayict Bel-
2'yi up-regiile ederek ve pro-apoptotik kaspaz-1 ve kaspaz-3'ti down-regiile ederek bir
antiapoptotik etki gosterdigini gostermistir (Chen, Ona, ve ark. 2000). Bu sonuglar,
minosiklin, apoptotik diizenleyici proteinlerdeki degisiklikleri baskilayarak, hasarl
hiicrelerde antiapoptotik bir etki gosterdigini ifade etmektedir.

ROS, normal fizyolojik metabolik prosesin bir pargasidir. Hiicre yasami ve
apoptozunda 6nemli rol oynamaktadir (Jacobson 1996; Simon, Haj-Yehia, ve Levi-
Schaffer 2000). Minosiklinin ROS’un {iretimini azalttigi, yiikselmesini baskiladigi
belirtilmistir (Jiang ve ark. 2014; Schmitz ve ark. 2012; Tian ve ark. 2017). Nrf2 de
oksidatif strese cevap olarak aktive olmaktadir. Ilging bir sekilde, tek basina minosiklin
Nrf2 aktivasyonu veya ROS olusumu iizerinde higbir etkisi olmamaistir, ancak drnegin
sevofluran ile birlikte kullanildiginda Nrf2 aktivasyonunu arttirmis ve ROS {iretiminin
sevofluranla indiiklenmis ylikselmesini bastirmistir. Ayrica, Nrf2 ekspresyonu siRNA
ile donw-regiile edildiginde, minosiklin antioksidan etkileri belirgin bir sekilde
zayiflatilmistir. Bu sonuglar, minosiklinin antioksidan mekanizmalarin1 Nrf2 ile aktive
ederek antioksidan etki gdsterdigini diislindiirmektedir.

In vivo ve in vitroda ts-1 (ts-1 mutant 16semi viriisii) indiiklii astrosit ¢liimii
gosterilmis fakat azalmis H2O, seviyeleri, sistein alimmin artis1 ve hiicre i¢i yiiksek
GSH seviyeleri ile C1 astrositlerinin hayatta kaldig1 gosterilmistir (Jiang ve ark. 2006;
Qiang ve ark. 2004). Bu ¢alismalar da yiiksek antioksidan seviyelerinde astrositlerin ts-
1 enfekte olsa da yasadigini belirtmektedir. Ayni sonug, minosiklinin oksidatif stres
seviyelerini azaltmasi1 ve Nrf2 antioksidan savunma mekanizmasini upregiile etmesi ile
de elde edilmistir.

Ts-1 olan C1 hiicrelerinin oldugu ortama minosiklin eklendiginde hiicrelerin
hayatta kalimlari artmis ve noron i¢ci ROS seviyeleri azalmistir. Ayrica ndronlardaki
Nrf2 seviyeleri minosiklin tarafindan upregiile etmesi ile ROS seviyesi azalis1 ve

hiicrelerin korunmasi arasinda iliski bulunmustur (Kuang ve ark. 2009).
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2016 yilinda Nature dergisinde minosiklin endojen Nrf2’nin stabilizasyonunu
saglayarak diyabetik nefropatiye karst koruma sagladigini bildiren bir makale
yayimlanmistir (Shahzad ve ark. 2016).

Bu calismada, mitokondriyal ROS’un inflamazomu aktive edebilecegi ve
minosiklinin de mitokondriyi hedef aldig1 gosterilmektedir. Minosiklin mitokondriyal
ROS’u azaltarak diyabet baglantili inflamazom artisini inhibe eder. Minosiklin, glukoz
stresli podositler ve diyabetik bobreklerde antioksidan etki tasir. Minosiklinin
inflamazom aktivasyonunu kesmesi, ROS’u azaltmasinin mekanizmasi tam
bilinmemektedir.

Glukoz indiiklii inflamazom aktivasyonunda Nrf2’nin baglantisin1 gdstermek
icin ise knock-down podositler kullanilmistir. Endojen Nrf2 aktivasyon kaybi ile
inflamazom artis1 6nemli Ol¢iide artmuisitr.

Minosiklinin  Nrf2 stabilizasyonundaki baglantis1 ise; yiliksek glukoz
maruziyetinde minosiklin tarafindan Nrf2 aktivasyonunun indiiklendigi gosterilmistir
(Shahzad ve ark. 2015). Bu verilere bakildiginda minosiklinin endojen Nrf2
ekspresyonunu arttirdigi sdylenebilmektedir (Shahzad ve ark. 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Deneyde 80 adet 220-320 gram agirliklari arasinda erkek Wistar albino siganlar
kullanildi. Siganlar Istanbul Universitesi DETAE’den almarak diizenli olarak temizligi
yapilan kafeslere 4’erli gruplar seklinde yerlestirildi. Havalandirmaya sahip, 21-23°C
sabit sicakliktaki, 12 saatlik aydinlik/karanlik dongisiiniin saglandigi ortamda
bakilarak; serbest yem yeme, su i¢gme rejiminde (ad libitum) barmdirilmistir. Sunulan
tez calismasinda kullanilan deney protokolleri Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Aragtirma Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nca 07/03/2017 tarihli toplantida
20/04/2017-151477 no’lu kararla onaylanmistir.

Sicanlarin genel bakimlar1t DETAE Deney Hayvanlar1 Birimi’nde yapiliyor olup,
deney yapilacagi giinde planlanmis miktarlarda hayvan temin edilerek deneyler

gerceklestirilmistir.

3.2. Cahismada Kullanilan Ara¢ Geregler
- Commat izole organ banyosu diizenegi
- Bilgisayar
- Istatistik programi
- Deneyde kullanilan kimyasallar
- Saf su cihazi
- Sarf malzemeler (eppendorf tiip, pipet ucu,gazli bez)
- Cerrahi aletler (makas, pens, bistiiri..)
- -80 °C dondurucu dolap

- Hassas terazi
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3.3. Kimyasal Ajanlar

3.3.1. Krebs Cozeltisi
Tablo 3-1: Krebs Cozeltisi Kimyasallar:

Kullamlan Ajan Miktar
NaCl 13,9 gr
KCI 0,7gr
MgS0O4.7H20 0,6 gr
KH2PO,4 0,6 gr
Glukoz 4gr
CaCl; 0,56 gr

Krebs, izole organ banyosunda calisilacak aortun canliligini korumasi igin
gereken, fizyolojik ihtiyaglarini karsilayan ¢ozeltilerin yer aldigi soliisyondur (Tablo3-
1). Damar canl kalabildigi siirece kasilma ve gevseme yanitlarini vereceginden
sollisyonun varligi, iceriginin dogru hazirlanmis olmasi ya da bozulmamis olmasi biiytik

Onem tasimaktadir.

Krebs soliisyonu, tabloda yer alan ajanlarla, 2 It ¢6zelti i¢in verilen miktarlar
tartilarak glinliik olarak hazirlandi. Soliisyonu hazirlarken dikkat edilmesi gereken konu
ise, CaCl2’nin en son ¢ozelti karistirilirken konulmasidir. Cozeltinin bulanik olmamasi

acisindan 6nem tasimaktadir.

Yiiksek glukozlu hazirlanan Krebs ¢ozeltileri ise; ayn1 oranda malzemeye 4 kat

glukoz eklenmesi ile elde edilmistir.

Mannitol grubunda, Krebs normal glukoz ile hazirlanir, eklenecek 4 kat glukoz
yerine mannitol tartilip konulmustur. Cozeltiye eklenme oranit molekiil agirligr hesaba

katilarak belirlenmistir.
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3.3.2. SP600125 ((Sigma Aldrich, ABD)
I\:—-NH
O
Sekil 3-1: SP600125 Kimyasal Yapisi

Spesifik olarak JNK sinyal yolaginin inhibitdrii olan sentetik bir ajandir (Sekil 3-1)
(Suzuki ve ark. 2015). Yapilan ¢alismalarda deneysel olarak JNK yolagini inhibe etmek

ve mekanizmasal veriler elde etmek i¢in kullanilmig bir molekiildiir.

SP600125 inhibitorii Sigma’dan 10mg kat1 formda almip 10*M derisiminde stok

¢Ozeltisi olarak hazirlanmistir.

3.3.3. U0126 (Sigma Aldrich, ABD)

NHo
: :S

cN
HoN ™ oSy

Sekil 3-2: U0126 Kimyasal Yapisi
Protein hedefi MAP kinaz olan selektif inhibitor bir ajandir (Sekil 3-2). MEK-1
ve MEK-2’yi dolayisiyla ERK aktivasyonunu inhibe eder (Rhee ve ark. 2004).

Deneysel olarak ERK’in roliinii incelemek i¢in kullanilmistir.

U0126 inhibitdrii Sigma’dan 10mg kat1 formda alimp 10*M derisiminde stok

¢oOzelti olarak hazirlanmistir.
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3.3.4. Mannitol (Sigma Aldrich, ABD)

OH OH

HO/\E/k(\/OH
OH OH

Sekil 3-3: Mannitol Kimyasal Yapisi

Mannitol (Sigma Aldrich, ABD), yiliksek glukozun yaratmasi beklenen olasi
hasar1 osmotik basing sebebi ile degil, glukoz etkisi ile yaptigin1 gostermek amagh
kullanilmigtir (Sekil 3-3). Deneyde eklenen mannitol grubu, pozitif kontrol gibi bir
amac tasimaktadir. Mannitol, metabolik olarak aktive olmaz, sadece osmotik basincin
artmasi, hiper osmolarite saglamasi amaci ile ortamda bulundurulur. Yiiksek glukozun

etkisinin gozlenip gézlenmeyecegi kontrol edilmistir(Madonna ve ark. 2016).

3.3.5. Asetilkolin (Sigma Aldrich, ABD)

PPN
+
O/\/ N ~
Sekil 3-4: Asetilkolin Kimyasal Yapis1
Kimyasal Formiili: C7TNHO2

Asetilkolin  (Ach) (Sigma Aldrich, ABD), damar gevseme yanitlarinin
gozlenmesi i¢in kullanilan viicutta bulunan endojen bir maddedir (Sekil 3-4).
Norotransmitter olarak gorev yapmaktadir. Parasempatik sistem ile aktive oldugundan
stres durumunun tersi durumlarda etki gostermektedir.

Asetilkolin, muskarinik reseptorlere baglanir. Baglandiktan sonra eNOS
tarafindan NO sentezlenerek diiz kaslara gecisi gergeklesir. Kas hiicrelerinde guanilat
siklazin aktive olmasini saglayarak ¢cGMP’yi arttirir ve gevseme yaniti gergeklesir.

Vazodilatasyon gerceklesir.

Deneyde damar gevseme yanitlarini gézlemlemek i¢in kullanilmigtir.
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3.3.6. Noradrenalin

OH
HO

NH
HO 2

Sekil 3-5: Noradrenalim Kimyasal Yapisi
Kimyasal Formiilii: C8H11NO3

Noradrenalin (NA), (norepinefrin, Sigma Aldrich, ABD) damar kasilma
yanitlarinin gozlenmesi i¢in kullanilan ayni1 zamanda endojen bir maddedir (Sekil 3-5).

Noradrenalin, norotransmitter olarak gorev yapan bir katekolamindir.

Noradrenalin, sempatik sinir sisteminde birgok adrenerjik aktiviteden
sorumludur. ‘savas ya da ka¢’ mesajinin verildigi, stres durumlarinda devrededir.

Vazokonstriksiyon yaparak kan akisi ve basincini arttirir.

Organ banyosu deneylerinde de vasokonstriktor etkisinden faydalanilarak

damarin yanitlari incelenir.

3.4. Organ Banyosu

Organ banyosu deneyleri, uzun siirelerdir sik kullanilan farmakolojik
yontemlerden bir tanesidir. Belirli bir doku iizerinde ¢alismalar yiiriitiilecegi gibi
organin tamaminin da alinarak in vitro ortamda, gerekli kosullar saglanarak canli

tutulup ¢alismasi prensibine dayanir.

Deney sirasinda yapilan uygulamalara canli dokunun gosterdigi tepki kolayca
Olciilebilmektedir (Langendorff diizeneginde kalbin kasilmasinin izlenmesi, aortun
organ banyosunda kasilma gevseme yanitlarinin anlik olarak gozlenmesi gibi 6rnekler

verilebilir).

Sican aortu da organ banyosunda en sik calisilan preparatlardan bir tanesidir.
Noradrenalin uygulanarak kasilma yanitlarinin elde edilmesi, asetilkolin ile endotel
bagimli gevseme yanitlarinin gozlenmesi organ banyosu deneyleri ile miimkiin

olmaktadir.
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Ornegin insiilin direnci olan sigan aortalarma etomidat uygulanmasi endotel
bagimli gevsemeyi arttirmakta oldugu organ banyosu deneyleri ile gosterilmistir (Xue

ve ark. 2018).

Baska bir ¢alismada yiiksek glukozlu ortamda sigan aortasi inkiibasyonu ile
asetilkolin gevseme yanitlarinda azalma meydana geldigi gosterilmistir ve bunun

tizerine resveratroliin etkisi degerlendirilmistir (Pektas ve ark. 2018).

Bu c¢alismalar yiiriitiilerek mekanizmasal arastirmalarin ilerlemesi miimkiin

olmaktadir.

3.4.1. Organ Banyosu Yiiksek Glukoz Metodu
Sigan aortu ile yiriitilen organ deneylerinde g¢esitli deneysel modeller

olusturulmustur ve bu duruma gore bir protokol izlenmektedir.

Yiiksek glukozlu ortamda aort ringlerinin inkiibe edilmesi gibi bir deneysel
diyabet modeli bulunmaktadir. Saglikli hayvandan alinan aortun belirli bir prosediirii
izleyerek normalden ¢ok daha yiiksek dozda glukoz igeren Krebs soliisyonunda inkiibe
edilmesi esasina dayanir. Inkiibasyon sonrasinda organ banyosu deneylerinin klasik

prosediirleri izlenmektedir.

Yiiksek glukozlu deney diizenegi icin bir¢cok farkli protokol bulunmaktadir.
Inkiibasyon siirelerinin 0,5, 1, 2, 3, 4 saat ve hatta 3 giin gibi uzun olarak tasarlandig
protokoller mevcuttur. (Qian ve ark. 2006; Fang ve ark. 2009; Ng, Leo, ve Parry 2016)
Kasilma gevseme yanitlar1 aym siirelerde standart deney prosediirlerinde inkiibe edilen
kontrol gruplar1 ve yiiksek glukozlu gruplarin kiyaslanmasi ile gosterilmektedir. Bu
sekilde yiiriitiilen ¢aligmalarda organ banyosunda degerlendirmesi yapilan kasilma ve
gevseme yanitlariin diyabetik hayvan modellerinde oldugu gibi normal kontrole gore

PR

anlamli sekilde degistigi goriillmektedir (Qian ve ark. 2006).

Olusturulan bu protokollerle yiiriitiilen deneylerin diyabetik hayvan modeli
olusturmaya goére c¢ok daha pratik ve mekanizmasal ¢aligsmalara uygun oldugu

sOylenebilir.

Hayvanda olusturulan diyabet modellerinde sterilizasyon ve hayvanin bakim

sartlari cok daha zor olmakta ve hayvan kayiplart kacimilmaz bir sorun haline
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gelmektedir. Deney prosediiriinden farkli degiskenler bu sekilde deney siirecini
etkilemektedir.

Oysa yiiksek glukozlu ortamda inkiibasyon ile hayvan kayiplarinin Oniine
gecilmekte ve deney aninda olusturulan bir model oldugundan diyabetik model

olusturma siireci igin harcanan zamanin da ortadan kalkmasi miimkiin olmaktadir.

3.5. Deney Protokolii

3.5.1. Organ Banyosu Deneyleri

izole Organ Banyosu
Calismamizda sigan torasik aortasinin  kasilma-gevseme  yanitlarinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. Kullandigimiz ve mekanizmasi iizerinde

calistigimiz ajanlarimizla, yolaklarda etkili inhibitdrler denenerek gozlemler yapilmistir.

Sistemin hazirlanmasi:  Sistemimizde 4 adet izole organ banyosu
bulunmaktadir (Sekil 3-6). Her deney Oncesi ve sonrasinda temizlenen sistemin 1sis1
sirkiile eden sicak su ile saglanmaktadir. Boylece hem sistem hem de deneylerde
kullanilan fizyolojik sivi olan Krebs soliisyonu 37°C’de tutulmaktadir. Hem sistemin
stok haznesindeki hem de izole organ banyolarindaki Krebs soliisyonlar: stirekli olarak
% 95 02 + % 5 CO2 ile gazlandirilmaktadir. Her deney 6ncesi sistem 0 gerim ve 2gr’lik

gerim i¢in kalibre edilir ve deneye hazir hale getirilir.

Sekil 3-6: izole Organ Banyosu Deney Diizenegi
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Preparatin hazirlanmasi: Siganlar tartilarak kullanilacak anestezik ajanlarin
miktar1 belirlendi. Ketamine HCI 40 mg/kg (Ketalar® 50mg/ml flakon, Pfizer Ilaglart
Ltd. Sti. Istanbul, Tiirkiye) + Ksilazin Hidrokoriir 5 mg/kg (Rompun® 23.32mg/ml, 50
ml flakon, Bayer Tiirk Kimya San. Tic. Ltd. Sti, Istanbul, Tiirkiye) periton icerisine

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

Cerrahi girisim i¢in siganlar beyaz bir plaka iizerine sabitlendi (Sekil 3-7). Masa
15181 altinda orta hattan acilarak aortanin yeri tespit edildikten sonra iist tarafindan
klemplenerek damar sabit bir sekilde tutulmus oldu. Etrafindaki dokulari almadan
kesmeye calisilarak hizlica aorta c¢ikarildi. Damar, Onceden hazirlanmis ve
oksijenlenmis Krebs soliisyonu bulunan petri kabina alindi (Sekil 3-8). Damar
icerisinden enjektor yardimiyla yavasca Krebs soliisyonu gecirildi ve boylece damar
icerisindeki kan bosaltilarak pihtt olusumu ve dolayisiyla damar endotelinin
hasarlanmas1 engellendi. Tiim yag ve diger dokulardan temizlenen damardan yaklasik
3mm kesitler alinarak karbojen ile gazlandirilan ve kontrol gruplari icin 11 mM, yiiksek
glukoz gruplart i¢in 44 mM glukoz iceren beherlerde 2 saat bekletildi. Damar
halkalarindan stripler hazirland1 ve 6zel klipslere tutturularak sisteme asildi. Damara
uygulanan gerim 2gr olarak ayarlandi ve stabilizasyon i¢in 45 dakika beklendi. Bu siire

icerisinde fizyolojik s1v1 15 dakikada bir degistirildi.

Sekil 3-7: Ratin aorta ¢cikarilmadan 6nce sabitlenmesi
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Sekil 3-8: Torasik aortanin kan ve pihtilardan temizlenme asamasi

Deney prosediirii: Deney asamasi alinan aort kesitlerinin diizenege asilip 2 gr
gerim verilmesi ile baglar. 45 dakikalik stabilizasyon siiresinde yiiksek glukozlu
gruplarin banyolarina disaridan yiiksek glukozlu solusyon, diger banyolara ise
sistemden Krebs soliisyonu verilir. Siire bitiminde ajanlar her grup i¢in normal glukozlu
standart Krebs sollisyonunda uygulanarak deneye baslanir. Tiim deney gruplarinda

Noradrenalin ve Asetilkolin Doz- Yanit deneyleri yapilacaktir:

Noradrenalin Doz-Yamt Deneyi: Doz-yanit deneyleri i¢in noradrenalin (NA)
(10°, 3x10°, 108, 3x10®, 107, 3x107, 10, 3x10°%, 107, 3x10®°) dozlarinda uygulanur.
Bu uygulama sonrasi kasilan damarin normale donmesi igin yaklagik 1-1,5 saat kadar
bekleme siiresi gerekmektedir. Bu siirede 15’er dakika araliklarla banyo ortami

yikanarak yeni Krebs girisi saglanir.

Asetilkolin Doz-Yamit Deneyi: her preparatta NA uygulandiginda ¢ikan deney
sonuglarina bakilarak bir subterapdtik doz belirlenir. Maksimum etkinin gozlendigi
dozun bir 6nceki Sub-terapstik doz NA uygulanmasindan sonra Asetilkolin (Ach) (107,
108, 107,10, 3x10°, 10°, 10'4) dozlarinda uygulanur.

Deney sonunda organ banyosundaki damarlar alinarak 1slak agirliklar tartilir ve

hesaplamalar i¢in kaydedilir.



Deney Gruplar 2saat Normal 2 Saat YG 2 Saat SP600125 U0126
Inkiibasyon Inkiibasyon Mannitol inkiibasyon Inkiibasyon
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Deney Gruplar:

Kontrol grubu (NK)

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

Mannitol Kontrol Grubu (Qian ve ark., 2006)

Minosiklin 10uM Kontrol Grubu

Minosiklin 20uM Kontrol Grubu

YG 44mM + Minosiklin 10uM Tedavi Grubu

YG 44mM + Minosiklin 20uM Tedavi Grubu

YG 44mM+ Minosiklin 10uM + 10*mM SP600125 (JNK Blokeri) Tedavi
Grubu (Ok ve ark. 2014)

9. YG 44mM+ Minosiklin 10uM + 10* mM U0126 (ERK Blokeri) Tedavi Grubu
(Ok ve ark. 2014)

10.  YG 44mM+ Minosiklin 10uM + 10*mM U0126 + 10“mM SP600125 Tedavi
Grubu

O N o a A~ W NP

Kontrol gruplart (1,3,4,5) 2 saat Krebs ¢ozeltisi (11 mM glukoz) igerisinde;
Yiksek Glukoz gruplart (2,6-10) 2 saat yiiksek glukozlu (44 mM glukoz) Krebs
¢ozeltisi igerisinde iki saat % 95 O2 + % 5 CO2 ile gazlandirilarak bekletilecektir.
Tedavi edici ajanin uygulandig1 gruplar (6-10) yliksek glukoz dncesi 30 dakika gruba ait
inhibitdr ajana maruz birakilacak ve daha sonra yiiksek glukoz bekleme siiresinde de bu
ajana maruziyet devam edecektir. Bloker uygulanan gruplarda blokerler Minosiklin ile

birlikte verilerek inkiibasyon saglanacaktir.

Inkiibasyon
Kontrol X
Yiiksek Glukoz (YG) X
44mM Kontrol Grubu
Mannitol Kontrol X
Grubu
Minosiklin 10pM X X

Kontrol Grubu



Minosiklin 20pM
Kontrol Grubu

YG 44mM+10pM
Tedavi Grubu

YG 44mM+20pM
TedaviGrubu
YG+Minol10pM+10-4
SP600125 (JINK
Blokeri)
YG+Mino1l0uM+10-4
U0126 (ERK Blokeri)
YG+Mino10pM+10-4
SP600125+ 10-4 U0126
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3.5.2. Biyokimyasal Olciimler

3.5.2.1. Homojenijasyon Islemleri
Organ banyosunda damar yanitlar1 degerlendirildikten sonra alinan damar

kesitleri homojenize edilmistir.

Homojenizasyon i¢in paslanmaz gelik bilyeler ve homojenizator kullanilmistir.
Islemler Next Advance markali Bullet Blender isimli homojenizatér ile gergeklestirildi.
Bu homojenizator ile kullanilacak sigcan aorta dokusuna uygun 0,9-2,0mm boyutunda
paslanmaz ¢elik homojenizasyon bilyeleri secildi (Next advandec sitesinde belirlenen

boyutlarda).

Organ banyosunda kullanilan damar kesitleri alinarak tartildi. Eppendorf tiipiin
icerisine konularak yaklasik olarak ayni agirlikta bilyeler de eppendorf tiiplere eklendi.
Miktara gore SXPBS (Fosfat Tampon (Cozeltisi) (Sigma aldrich, ABD) da tiiplere
konularak kapatildi. Kapaklarin agilma ihtimaline karsi her biri tek tek parafinlenerek
homojenizatore yerlestirildi. Dokularin 1sidan zarar gormesini engellemek adina 8

hizinda 4 dakika calistirildi, 1 dakika buzda bekletilip tekrar 4 dakika daha ¢alistirildi.

Homojenizasyonda, dokularin tamamen parcalandigindan emin olduktan sonra

1400rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant yeni bir eppendorfa
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aktarildi ve homojenizasyon iglemi tamamlanmis oldu. Hazir haldeki homojenatlar
ELISA deneylerinin yapilacagi giine kadar -80°C’de saklandi. Deneylerin bir giin

oncesinde -20°C ye alinip son giin +4°C’de saklanarak deneyler gergeklestirildi.

Homojenizatlarda oksidatif stresin derecesini 6lgmek ve antioksidan kapasiteyi
degerlendirmek i¢in Total antioksidan kapasitesi (TAS), Total oksidan kapasite (TOS)
Olcimleri yapilmigtir. Nrf2 yolaginin aktive olmasiyla sentezinde degisiklik olmasi
beklenen Heme-oksijenazl (HO-1) enziminin diizeyleri Olgiilerek Nrf2 aktivasyonu
degerlendirilmesi yapilmis olup, Nitrik oksit sentaz (NOS) dl¢iimleriyle damar gevseme
yanitlarinda bir diger parametre olan nitrik oksit etkisi gdzlemlenmistir. Tiim 6l¢timler
hem tedavi gruplarinda hem de kontrol gruplarinda yapilmistir. ICAM-1 ve VCAM-1
Olclimleri yapilarak hiicrelerde ve damar o6zelindeki hasar degerlendirilmesinin

yapilmasi amaclanmustir.

Olgiimler enzim immiinassay (ELISA) prosediirlerine gore yapilmis olup, ticari

kitin bu 6l¢limler i¢in ticari kitler kullanilmistir.

3.5.2.2. ELISA Deneyleri

Calismanin biyokimyasal dlgiimleri ELISA metodu kullanilarak ticari kitler ile
yapilmistir. ELISA yOnteminin ana prensibi antijen-antikor iligkisi dikkate alinarak
olusturulmustur. Olgiim yapilacak madde icin isaretleyici olarak enzim kullanilir.
Alman kitlerde drneklerin konulacag: kuyularda dlgiilecek parametreye ait antikor veya
antijen bulunur. Substratla bir araya geldiginde spektrofotometrik olarak Slgiilebilecek
renk degisikligi meydana gelir ve miktar tayini dnceden belirli standartlar ile cizilen

grafige gore belirlenir.

Yontemde 6l¢iim yapilacak madde kitin prosediiriine gore kuyulara eklenir ve
inkiibasyon sonrasinda belirli agsamalarda yikama islemleri yapilarak tutulmayan farkli
maddelerin uzaklagmasi saglanir ki, 6lgiimde etkileri olmasimn. inkiibasyon ve yikamalar

sonrasinda kuyuya kromojen madde eklenerek islem sonlandirilir ve 6l¢iim yapilir.
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3.6. istatistiksel Degerlendirme

Kasilma ve gevseme yamitlari: Organ banyosu deneylerinde kasilma ve
gevseme yanitlari ‘mg gerim / mg 1slak agirlik’ degerleri ile hesaplanmis olup buradan
cikan veriler ile Schild egrisi ¢izilmistir. Gruplara ait Schild egrileri two way ANOVA

ile karsilagtirilmis olup post-test olarak Bonferroni’s ve Tukey testi kullanilmistir.

pD2 ve Emax hesaplanmasi: Schild egrilerinden gruplarin pD2 ve Emax degerleri
hesaplanmistir. Hesaplama igin gruplara ait “ortalama + standart hata” degerleri ve n
sayilar1 girilerek one way ANOVA ve post-test olarak Tukey kullanilip kolon analizi

yapilmistir.

ELISA verileri karsilastirmasi: Deney gruplarmin ELISA verilerinin ikili

karsilastirmalarinin analizinde student t testi kullanilmastir.

Tiim istatistiksel hesaplamalarda ‘p’ degeri 0,05ten kiigiik olan karsilastirmalar

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Damar Kasilma ve Gevseme Yanitlari

Damar yanitlart karsilastirirken izleyebilme kolayligi acisindan toplam 10 olan
grup sayisi gruplar halinde ayri ayri gosterilmistir (Tablo 4-1). Gevseme ve kasilma
yanitlar1 icin de her gruba ait % gevseme, mg/mg kasilma, pD2 ve Emax

karsilastirmalar asagida gosterilmistir.

Tablo 4-1: Deney Gruplari isimleri

GRUPLAR
KONTROL TEDAVI INHIBITOR
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 Gevseme Yanitlar1 (Ach)

4.1.1.1. Kontrol Gruplar1 Gevseme Yanitlar1 Karsilastirilmasi

Kontrol gruplar1 arasindaki gevseme %’leri karsilastirildiginda Sekil 4-1°de
goriildiigii gibi son 3 dozda (10, 10° ve 10*) kontrole gére YG grubunda anlamli bir
sekilde azalma goriilmiistiir. Diger gruplar (Mannitol, Mino 10, Mino 20) ile Kontrol

arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir.



Kontrol Gruplari

%Gevseme

7 6

Asetilkolin (-logM)

- Kontrol
=-YG

-~ Mannitol
- Mino 20
=~ Mino 10
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Sekil 4-1: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarinin %Gevseme Doz-Yanit

*; kontrole gore p <0,05
**. kontrole gore p<0,01
*%; kontrole gore p<0,001

Grafigi
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Kontrol gruplari arasinda pD2 karsilastirilmast yapildiginda; gruplar arasi

anlaml1 bir fark bulunamamuistir (Sekil 4-2).

pD2
8-
B Kontrol
6 - B G
B Mannitol
A= B Mino 10
Mino 20
2-
O-

Sekil 4-2: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarinin pD2 Grafigi
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Emax degerlerindeki farkliliga baktigimizda; YG grubunda Emax degeri
kontrole gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,0001) (Sekil 4-3). Diger gruplar ile

Kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Emax
20=
B Kontrol
154 Bl YC
B Mannitol
10~ B Mino 10
Mino 20
5-
0

Sekil 4-3: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarinin Emax Grafigi

*; kontrole gore p <0,05
****; kontrole giire p<0,0001
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4.1.1.2. Tedavi Gruplar1 Gevseme Yanmtlar1 Karsilastirmasi

Tedavi gruplart arasindaki artan dozlara karst gevseme yanit %’leri
karsilastirildiginda Kontrol grubunun gevsemesi YG grubuna gore anlamli olarak daha
fazladir. Sekil 4-4’de goriildiigii gibi 4 dozda (107, 108, 10° ve 10%) Mino 20+ YG
grubu YG grubundan daha fazla gevseme gostermistir.

Mino 10 + YG grubunun YG’ye gore son 2 dozda (10° ve 10%) % gevsemesi
anlamli olarak daha fazladir (Sekil 22).

Tedavi Gruplari

01 - Kontrol
- YG
o 20- \ * :
S k= Min0l0+YG
(]
g 40 Mino20+YG
Q
]
601 i Hith
HHHH
80-
9 8 7 6 5 4

-logAch

Sekil 4-4: Kontrol, YG, Minol10+YG, Min020+YG Gruplar1 % Gevseme Doz-Yamt
Grafigi

*; kontrole gore p <0,05
*%; kontrole gore p<0,01
**: kontrole gore p<0,001
#; YG’a gore p <0,05

##; YG’a gore p<0,001
###; YG’a gore p<0,0001
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Tedavi gruplari arasinda pD2 degerlerinin karsilagtirilmasi yapildiginda;

Kontrole gore Mino 10 + YG grubunun pD2 degeri anlamli bir sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0,01) (Sekil4-5).

8-

B Kontrol
o _ e

Bl Mino 10+YG
44 Mino20+YG
2-
0= 1

Sekil 4-5: Kontrol, YG, Mino10+YG, Min020+YG Gruplar pD2 Grafigi

*; kontrole gore p <0,05

*%; kontrole gore p<0,01
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Kontrol gruplar1 arasinda Emax degerlerindeki farkliliga baktigimizda; YG
grubunda Emax degeri kontrole gore anlamli bir sekilde azalmistir. Diger gruplar ile

Kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4-6).

Emax
20+
B Kontrol
15 _ Bl YG
Bl Mino 10+YG
10- Min020+YG

5-

0=
Sekil 4-6: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Gruplar1 Emax Grafigi

*; kontrole gore p <0,05
*%%%; kontrole gore p<0,0001
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4.1.1.3. inhibitér Gruplar1 Gevseme Yamtlar1 Karsilastirmasi

Inhibitérlii gruplar, kontrol, yiiksek glukoz ve tedavi grubu arasindaki artan
dozlara kars1 gevseme yanit %’leri Sekil 4-7°de goriilmektedir. YG grubunun son 4
dozda (107, 108, 10° ve 10%) % gevsemesi Mino 10+ YG grubuna gore yiiksekken;
Kontrol ve Mino 10+ YG +UO gruplarindan ise son 3 dozda (10, 10°ve 10%) anlamli

olarak yiiksek bulunmustur.

YG ve Mino 10 + YG gruplar1 arasinda da son 2 dozda (10° ve 10*#) anlaml1 bir

fark goriilmiistiir. Mino 10 + YG grubunun % gevsemesi daha fazladir.

Mino 10+YG+SP grubunun ise; 10°, 10° ve 10* dozlarinda Mino 10+YG

grubuna gore % gevsemesi anlamli olarak diisiiktir.

inhibitorli gruplar

[iF
204
g ~ Kontrol
- 40- - YG
S -+ Mino10+YG+MIX
O 604 _
=2 < Mino10+YG+UO
801 -+ Mino10+YG+SP
1004 -+ Mino10+Y G
9 8 7 6 5 4
-dogAch

Sekil 4-7: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Minol10+YG+SP ve
Mino10+YG+MIX gruplarinin %Gevseme Doz-Yanit Grafigi

*; Kontrole gore p <0,05

**; Kontrole gore p<0,001
*%%; Kontrole gore p<0,0001
#; YG’a gore p <0,05

##; YG’a gore p <0,01

###; YG’a gore p <0,001
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Inhibitérlii gruplar arasinda pD2 degerlerinin karsilastirilmasi yapildiginda;
sadece kontrole gore Mino 10 + YG grubunun pD2 degeri anlamli bir sekilde yiiksek
bulunmustur (Sekil 4-8).

pD2
8-
I Kontrol
o B VG
Bl Mino 10+YG
4= B Minol0+YG+SP
B Minol0+YG+UO
27 Bl Minol0+YG+MIX
0-

Sekil 4-8: Kontrol, YG, Mino10+YG, Minol10+YG+UO, Minol10+YG+SP ve
Mino10+YG+MIX gruplarinin Gevseme pD2 Grafigi

*; kontrole gore p <0,05
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Emax degerlerindeki farkliliga baktigimizda; YG grubunda Emax degeri
kontrole gore anlamli bir sekilde azalmistir. Diger gruplar ile Kontrol grubu
karsilastirmasinda ise; Minol0+YG+SP grubunun da Emax degeri kontrole gore
anlaml bir sekilde diisiik bulunmustur (p<0,001). Mino10+YG+MIX grubunun Emax
degeri de kontrole gore anlamli olarak diisiiktiir (p<0,0001) (Sekil 4-9).

Emax
20=
B Kontrol
15m B G
Bl Mino 10+YG
10~ Bl Minol0+YG+SP
B Minol10+YG+UO
D= )
Bl Minol0+YG+MIX
0

Sekil 4-9: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino10+YG+UO, Minol10+YG+SP ve
Mino10+YG+MIX Gruplarmin Gevseme Emax Grafigi

*; kontrole gore p <0,05

*%; Kontrole gore p<0,001
**%*; Kontrole gore p<0,0001
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4.1.2. Damar Kasilma Yanitlar:

4.1.2.1. Kontrol Gruplarimin Kasilma Yanitlar1 Karsilastirilmasi

Noradrenalinin artan dozlarinda kasilma yanitlart karsilastirildiginda YG
grubunun kasilma verileri kontrolden 5 dozda (10, 3x10°®, 3x10°, 10®° ve 10*) anlaml

olarak yiiksekken diger gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil 4-10).

Kontrol
400- = Kontrol
e FEE *hk - YG
300- *x == Mino 10
Mino 20
Mannitol
200+
100+
Oi'l? L] L] L] L] 1
9 8 7 6 5 4

Noradrenalin (-LogM)

Sekil 4-10: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarimin Kasilma Doz-Yanit
Grafigi
*; kontrole gore p <0,05
**; Kontrole gore p<0,001
*%%; Kontrole gore p<0,0001
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Kontrol gruplarinin kasilmadaki pD2 degerleri karsilastirildiginda gruplar arasi
anlamli bir fark gortilmemistir (Sekil4-11).

pD2
10=-

I Kontrol
8+ Mannitol
o - VG

B Mino 10
4 Mino 20
2-

0—

Sekil 4-11: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarimin Kasilma pD2 Grafigi
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Kontrol gruplart arasinda kasilma Emax degerleri karsilastirildiginda YG
grubunun Emax degeri kontrole gore anlamli olarak yiiksekken (p<0,001); diger gruplar

ile kontrol arasinda anlamli bir fark gortilmemistir (Sekil 4-12).

Emax
400=- **
I Kontrol
300- —_ Mannitol
I M G
200+ B Mino 10
Mino 20
100+
0

Sekil 4-12: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 20 Gruplarimin Kasilma Emax
Grafigi

*%; Kontrole gore p<0,001
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4.1.2.2. Tedavi Gruplar: Kasilma Yamtlar1 Karsilastirmasi

Tedavi gruplart kontrol ile karsilagtirildiginda iki doz i¢in de (Minol0+YG ve

Mino20+YG) anlamli bir fark bulunamamustir.

YG grubu ile tedavi gruplan karsilagtirildiginda ise iki grup i¢in de 6zellikle son
dozlar igin (3x10®, 3x10°, 10° ve 10%) YG grubuna gore kasima yanitlarinda anlamh
bir diisiis gortilmiistiir (p<0,0001) (Sekil 4-13).

Tedavi

4001
*%k%
*%%k
*%k*k
o 300+ o — Kontrol
% ###??### —-— YG
£ f##//ﬁ;# ~ Mino 10 + YG
g 200- iz
= s Mino 20 + YG
S
NV
1004
O | | | | | | 1 1 1
9 8 7 6 5 4

Noradrenalin (-LogM)

Sekil 4-13: Kontrol, YG, Mino10+YG, Min0o20+YG Gruplari Kasilma Doz-Yamt Grafigi

*; kontrole gore p <0,05
*%; Kontrole gore p<0,001
*%%; Kontrole gore p<0,0001
#; YG’a gore p <0,05

##; YG’a gore p <0,01

###; YG’a gore p <0,001
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Tedavi gruplar1 ve kontrol grubunun pD2 degerleri karsilastirildiginda gruplar

arasi anlamli bir fark goriillmemistir (Sekil 4-14).

pD2
10=
I Kontrol
8 B G
o l Bl Mino 10 + YG
Mino 20 + YG
A=
2-
0

Sekil 4-14: Kontrol, YG, Mino10+YG, Mino20+YG Gruplar Kasilma pD2 Grafigi



59
Kontrol grubu ile tedavi gruplarmmin (Minol0+YG, Mino20+YG) Emax

degerleri karsilastirildiginda anlamli bir fark goriilmezken, YG grubunun maksimum

kasilma degeri kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,01) (Sekil 4-15).

Tedavi Emax

400m *%

I Kontrol
300~ B YG

-T .

Bl Mino 10+ YG
2004 Mino 20 + YG
100-

O-

Sekil 4-15: Kontrol, YG, Mino10+YG, Min0o20+YG Gruplar1 Kasilma Emax Grafigi

**; Kontrole gore p<0,001
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4.1.2.3. inhibitér Gruplar1 Kasilma Yamtlar1 Karsilastirmasi

Inhibitérlii gruplar kontrol ile karsilastirildiginda, 3x10° ve 10* dozlarinda
Mino10+YG+SP grubunun kasilma degeri kontrole gore anlamli olarak yiiksektir
(p<0,001). Diger inhibitorli gruplar (Minol0+YG+UO ve Minol0+YG+MIX) ile

kontrol arasinda anlamli bir fark gosterilmemistir.

YG grubu ile inhibitdrli gruplar karsilastirildiginda ise; Minol0+YG+UO
grubunun kasilma degerleri anlamli olarak daha diisiikken diger gruplar ile YG arasinda

anlaml1 bir fark gosterilmemistir (Sekil 4-16).

inhibitorlii Gruplar

400+

- Mino 10 + UO + YG

£ - Mino 10 + MIX + YG
g - Mino 10 + SP + YG
£ -~ Mino 10 + YG
é - YG

- Kontrol

Noradrenalin (-LogM)

Sekil 4-16: Kontrol, YG, Minol10+YG, Mino10+YG+UO, Minol0+YG+SP ve
Mino10+YG+MIX Gruplarinin Kasilma Doz-Yamt Grafigi

*; kontrole gore p <0,05
**; Kontrole gore p<0,001
*%%; Kontrole gore p<0,0001
#; YG’a gore p <0,05

##; YG’a gore p <0,01

###; YG’a gore p <0,001
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Kontrol ve inhibitorlii gruplarin pD2 degerleri karsilastirildiginda gruplar arasi

anlamli bir far goriillmemistir (Sekil 4-17).

pD2
10+
I Kontrol
8= Bl YG
6 Bl Mino 10 + YG
B Minol1l0+YG+SP
47 Bl Mino 10 + YG + UO
o Bl Mino 10 + YG + MIX
0

Sekil 4-17: Kontrol, YG, Minol0+YG, Mino10+YG+UO, Mino10+YG+SP ve
Mino10+YG+MIX Gruplarimin Kasilma pD2 Grafigi
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Inhibitérlii  gruplarin = Emax  degerleri  karsilastirildiginda, YG  ve
Mino10+YG+SP verileri kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gériilmemistir (Sekil 4-18).

Emax

400+ ** *%
B Kontrol

300+ Il YG
Il Mino 10 + YG

200+ B Mino 10 + YG + SP
B Mino 10+ YG + UO

100+ .

00 Bl Mino 10 + YG + MIX
0-

Sekil 4-18: Kontrol, YG, Minol10+YG, Minol10+YG+UO, Minol0+YG+SP ve
Mino10+YG+MIX Gruplarinin Kasilma Emax Grafigi

**: Kontrole gore p<0,001
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4.2. Biyokimyasal Parametre Olgiimleri (ELISA Deneyleri Sonuglari)

4.2.1. TAS ELISA Ol¢iim Sonuglar

Gruplar aras1 TAS (Total Antioksidan Kapasite) verileri degerlendirilmistir. YG
grubu kontrole gére anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,001). Diger gruplar ile
kontrol arasinda anlamli bir fark goriillmezken Mino 10+YG grubu verileri ise YG
grubuna gore anlamli sekilde yiiksek olup (p<0,05) kontrol ile anlamli bir farki
goriilmemistir (Sekil 4-19).

TAS
20
Bl KONTROL

15+ A B G
£ *% " B MANNITOL
=, 101 B MINO 10
c Bl MINO 10+YG

5-

0

Sekil 4-19: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG gruplari aras1 TAS degerleri
karsilastirilmasi

**; Kontrole gore p<0,001
~; YG gore p<0,05
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Inhibitérlii gruplar ile kontrol ve YG gruplart karsilastirildiginda; YG ve
Minol0+YG+SP grubu kontrole gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,05).
SP6125 (JNK inhibitorii) Minol10+YG grubundaki artis1 tersine ¢evirmistir. Kontrol ve

diger inhibitdrlii gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Mino 10+YG grubu verileri YG’a gore anlamli olarak daha yiiksekken (p<0,05).
UO ve MIX inhibitorlii gruplar ile YG arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4-
20).

TAS
20m
B KONTROL

15 A Il YG
— - * Bl MINO10+YG
?ED 10 B MINO10+YG+SP
c B MINO10+YG+UO

S Bl MINO10+YG+MIX

0—

Sekil 4-20: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Minol10+YG+SP, Minol10+YG+UO,
Mino10+YG+MIX gruplar: aras1 TAS degerleri karsilastiriimasi

*; Kontrole gore p<0,05
*%; Kontrole gore p<0,001
3 YG gore p<0,05
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4.2.2. TOS ELISA Olciim Sonuclar:

Gruplar arast TOS (Total Oksidan Kapasite) verileri degerlendirilmistir. YG
grubu kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001). Diger gruplar ile
kontrol arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Mino 10+YG grubu verileri ise YG
grubuna gore anlamli olarak diisiik olup (p<0,05) kontrol ile arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (Sekil 4-21).

TOS
8-
- Bl KONTROL

6+ A B YG
= - B MANNITOL
> 4 B MINO 10
< Bl MINO 10+YG

2-

0-

Sekil 4-21: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG gruplari aras1 TOS degerleri
karsilastirilmasi

*%; Kontrole gore p<0,001
"3 YG gore p<0,05
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Inhibitérlii  gruplar ile kontrol ve YG gruplart karsilastirildiginda;
Minol10+YG+SP grubu kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Ayni zamanda YG grubundan da anlamli olarak diistiktiir (P<0,05). Oksidan seviyeleri
kontrole gore yiikselse de YG grubu kadar yliksek bulunmamastir.

Mino 10+YG tedavi grubu (p<0,05), Minol0+YG+SP (p<0,05),
Mino10+YG+UO (p<0,01) ve Minol0+YG+MIX (p<0,05) gruplar1 YG grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur (Sekil 4-22).

TOS
8-
. . BB KONTROL

6 A A B G
E AR Bl MINO10+YG
S, B MINO10+YG+SP
c B MINO10+YG+UO

2- Bl MINO10+YG+MIX

0-

Sekil 4-22: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Minol10+YG+SP, Minol10+YG+UO,
Mino10+YG+MIX gruplar: aras1 TOS degerleri karsilastirilmasi

*; Kontrole gore p<0,05
*%; Kontrole gore p<0,001
3 YG gore p<0,05

AN YG gore p<0,01
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4.2.3. HO-1 ELISA Ol¢iim Sonuclar:

Gruplar arast HO-1 (Heme-oksijenaz-1) verileri degerlendirilmistir. HO-1
oksidatif stres yolaklarinin son iriiniidiir. YG grubu kontrole gore anlamli olarak
yiikksek bulunmustur (p<0,001). Diger gruplar ile kontrol arasinda anlamli bir fark
gorilmemistir. Mino 10+YG grubu verileri ise YG grubuna gore anlamli olarak diistik

olup (p<0,05) kontrol ile arasinda anlaml1 bir fark gériillmemistir (Sekil 4-23).

HO-1
2.5-
Bl KONTROL

2.0= B VG
T 157 B MANNITOL
o) Lo B MINO 10
<~ Bl MINO 10+ YG

0.5+

0.0

Sekil 4-23: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG gruplari arast HO-1 degerleri
karsilastirilmasi

**: Kontrole gore p<0,001
3 YG gore p<0,05
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Inhibitérlii gruplar ile kontrol ve YG gruplar karsilastirildiginda; YG grubu
verileri kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Kontrol ve

inhibitorlii gruplar ile kontrol arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir.

Mino10+YG grubu verileri YG grubuna gore anlamli olarak diisiiktiir (p<0,05).
Ayrica tiim inhibitorli grup verileri; Mino10+YG+UO (p<0,001), Mino10+YG+MIX,
Mino10+YG+SP (p<0,001) yiiksek glukoza gore anlamli olarak diisik bulunmustur
(Sekil 4-24).

HO-1
2.5m
*% I KONTROL

2.0+ B G
_— A m Bl MINO 10+YG
£ M Bl MINO10+YG+SP
S AAN
c 1.0 BB MINO10+YG+UO

0.54 Bl MINO10+YG+MIX

Sekil 4-24: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Minol10+YG+SP, Minol0+YG+UO,
Mino10+YG+MIX gruplar: aras1 TOS degerleri karsilastirilmasi

*; Kontrole gore p<0,05
**; Kontrole gore p<0,001
~; YG gore p<0,05
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4.2.4. eNOS ELISA Olciim Sonuclar:

Gruplar aras1 eNOS verileri degerlendirilmistir. YG grubu verileri kontrole gore
anlamli olarak diigiik bulunmustur (p<0,05). Diger gruplar ile kontrol arasinda anlamli

bir fark goriilmemistir.

Mino 10+YG grubu verileri ise YG grubuna gore anlamli olarak yiiksek olup
(p<0,001) kontrol ile arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 4-25).

eNOS
40m
B KONTROL

30~ B G
E BB MANNITOL
S, 20 @ MINO 10
= Bl MINO 10+YG

10~

O-

Sekil 4-25: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG gruplari arasi eNOS
degerleri karsilastirilmasi

*; Kontrole gore p<0,005
AN YG gore p<0,01
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Inhibitérlii gruplar ile kontrol ve YG gruplari karsilastirildiginda; YG kontrole
gore anlamli olarak disiiktiir (p<0,05). Mino10+YG+SP grubu kontrole gore diisiis
gosterse de anlamli bir fark goriilmezken YG grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Diger inhibitérli gruplar ve kontrol ya da YG grubu arasinda
anlamli bir fark gortilmemistir (Sekil 4-26).

eNOS
25+
Bl KONTROL

20+ Il YG
£ 15- Mon El MINO 10+YG
= * Bl MINO 10+YG+SP
c 109 B MINO 10+YG+UO

5 Bl MINO 10+YG+MIX

O

Sekil 4-26: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Minol10+YG+SP, Minol10+YG+UO,
Mino10+YG+MIX gruplar: aras1 eNOS degerleri karsilastirilmasi

*; Kontrole gore p<0,05
~; YG gore p<0,05
AN YG gore p<0,01
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4.2.5. ICAM ELISA Ol¢iim Sonuclar

Gruplar aras1t ICAM verileri degerlendirilmistir. YG grubu verileri kontrole gore
yiiksek olsa da anlamli bir fark goriilmemistir. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir (Sekil 4-27).

ICAM
1.5m
Bl KONTROL
Il G
= 1.0 BB MANNITOL
= T @ MINO 10
< 05 Bl MINO 10+YG
0.0~

Sekil 4-27: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG gruplar1 arasi ICAM
degerleri karsilastirilmasi
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Kontrol ve inhibitorlii gruplar arasinda da ICAM verileri degerlendirildiginde SP
inhibitorli grubun YG gibi ICAM seviyeleri artmig olsa da anlamli bir fark

gorilmemistir. Diger gruplar arasinda da anlamli bir farklilik bulunmamistir (Sekil 4-
28).

ICAM
2.0m
B KONTROL

1.5+ ll YG
— Bl MINO 10+YG
% 1.0 Bl MINO 10+YG+SP
c B MINO 10+YG+UO

0.5- Bl MINO 10+YG+MIX

0.0~

Sekil 4-28: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Minol10+YG+SP, Minol10+YG+UO,
Mino10+YG+MIX gruplar: aras1 ICAM degerleri karsilastirilmasi
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4.2.6. VCAM ELISA Olciim Sonugclar:

Gruplar arast VCAM verileri degerlendirilmistir. YG grubu verileri kontrole
gore yiikksek olsa da anlamli bir fark goriilmemistir. Aymi sekilde Mino 10+YG
grubunda da YG grubuna gore diisiis olsa bile anlamli bir farklilik gériilmemistir. Diger

gruplar arasinda anlamli bir fark goriillmemistir (Sekil 4-29).

VCAM
80m
B KONTROL

60 B YG
E B MANNITOL
S, 40- B MINO 10
< Bl MINO 10+YG

20~

0-

Sekil 4-29: Kontrol, YG, Mannitol, Mino 10 ve Mino 10+YG gruplari aras1t VCAM
degerleri karsilastirilmasi
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Kontrol ve inhibitorlii gruplar arasinda da VCAM verileri degerlendirildiginde
SP inhibitorlii grubun YG gibi VCAM seviyeleri artmis olsa da kontrole gore anlamli
bir fark goriilmemistir. Diger gruplar arasinda da anlamli bir farklilik bulunmamistir
(Sekil 4-30).

VCAM
1001
Bl KONTROL

80- M VG
— Bl MINO 10+YG
= 60-
= Bl MINO 10+YG+SP
C 40- Bl MINO 10+YG+UO

20- Bl MINO 10+YG+MIX

0=

Sekil 4-30: Kontrol, YG, Mino 10+YG, Minol10+YG+SP, Minol10+YG+UO,
Mino10+YG+MIX gruplar: aras1 VCAM degerleri karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Diyabetin oksidatif strese bagli géz, bobrek ve kardiyovaskiiler sistem gibi
viicudun bir¢ok organi iizerinde hasar olusturucu etkileri oldukga fazladir (Davignon ve
Ganz 2004). Gozlenen oksidatif stres sonucu endotel hasar1 ortaya ¢ikmaktadir (Kaur,
Kaur, ve Singh 2018). Hiperglisemide NO sentezi azalir, endotelde ROS birikir (Son ve
ark. 2004; Reyes-Toso ve ark. 2002), DNA, enzim ve endotel hiicre membrani hasari
goriiliir. Biitiin bu etkiler de endotel disfonsiyonuna neden olmaktadir (Sies ve Cadenas
1985). Oksidatif stresin neden oldugu ROS artist MAPK mekanizmasini indiikleyerek
PKC, ERK ve JNK yolaklarini aktive eder. Bu yolaklar da Nrf2’1 bagl oldugu Keap-1
proteininden ayirarak aktive eder. NRf2’nin aktivasyonu; NQO-1, HO-1 gibi
antioksidan enzimlerin sentezini arttirir (Huang ve ark. 2015; Zhu ve Fahl 2001;

Nguyen, Huang, ve Pickett 2000) ve viicudun savunma mekanizmasi devreye girer.

Diyabetin ve komplikasyonlarinin tedavisinde bir¢ok farkli mekanizmaya bagli
yeni yontemler denenmektedir. Yeni tedavi yontemlerinden biri de hipergliseminin
indiikledigi oksidatif stresin Nrf2 yolagi araciligiyla azaltilmaya calisilmasidir (Lu ve
ark. 2016). Bu yontemin onemi 6zellikle Nrf2 eksikliginde Tip 2 diyabetin daha hizli

ilerlediginin gosterilmesinden sonra (Kim ve ark. 2009) daha da artmistir.

Tez c¢aligmamizda, yiiksek glukozlu ortamda inkiibe edilerek endotel
disfonksiyonu olusturulmus si¢an ortalarinda minosiklinin etkisi vazoreaktivite ve
biyokimyasal parametreler iizerinde arastirilmistir. Ayrica ERK ve JNK yolaklarinin
inhibitorleri olan U0126 ve SP600125 kullanilarak minosiklinin gosterdigi etkilerde
Nrf2 yolaginin rolii aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Cesitli hayvan modellerinde ve insan ¢alismalarinda uzun siireli, gegici ve akut
hiperglisemiye bagli endotel disfonksiyonunun damar yanitlarinda bozulmalara neden
oldugu gosterilmistir (Grassi ve ark. 2012; Kaur, Kaur, ve Singh 2018). Calismamizin
doz yanit verilerine bakildiginda da izole sican aortalarmmin yliksek glukoz ile
inkiibasyonunda gevseme yanitlarinin kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigi,
kasilma yanitlarmin ise anlamli olarak arttigi goriilmiistiir. Doz-yanit verilerinin yani
sira yiiksek glukozlu grubun gevseme yanitlarinin Emax degerlerinde anlamli olarak
azalma (p<0,001), kasilma yanitlarinin Emax degerlerinde ise anlamli artis oldugu

(p<0,001) bulunmustur. Gevseme yanitlarindaki azalmalarin yiiksek glukozun
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asetilkolin reseptorleri duyarliligini azaltarak ve/veya postreseptor olaylarmi bozarak
meydana getirdigini disiindiirmektedir (Qian ve ark. 2005). Gevseme yanitlarindaki
azalma onceki bir¢ok ¢alismada gdsterilmis olup endotel disfonksiyonun olustugunun
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Taddei ve ark. 2003; Cade 2008; Hirose ve ark.
2010). Majithia ve Balaraman kronik diyabetik siganlarda yaptiklar1 damar
calismalarinda kasilma yanitlarinin kontrol grubuna goére azaldigimi (Majithiya ve
Balaraman 2005), Ahmad ve arkadaslar1 ise yaptiklari deneyde bizim g¢alismamizin
sonuglarma benzer sekilde diyabetik damarlarin kasilma yanitlarinda artis oldugunu
bildirmislerdir (Ahmad ve ark. 2005). Kullandigimiz yontem ile ayni sekilde akut
yiiksek glukoz maruziyeti ile yapilan baska bir ¢caligmada da yine kasilma yanitlarinda
artig gosterilmektedir (Donmez ve ark. 2014). Damar yanitlarinda meydana gelen bu
degismelerin endotel disfonksiyonu ile meydana geldigi ve bu durumun oksidatif stresin
artmasi ile oksijen radikallerinin birikmesiyle olustugu bir¢ok arastirici tarafindan
ortaya konmustur (Kuroki ve ark. 1996; Vincent ve ark. 2004) (Shi ve ark. 2007; Shi ve
Vanhoutte 2009). Bunun yani sira ROS’un eNOS aktivitesini azalttigi ve dolayisiyla
azalan NO seviyelerinin de endotele bagli kasilma- gevseme yanitlarinda bozulmalara
neden oldugu bilinmektedir (Endemann ve Schiffrin 2004; Koppenol ve ark. 1992; Gao
ve ark. 2008; Alp ve ark. 2003). Calismamizda da kasilma — gevseme yanitlarina NO’un
etkisini aciklayabilmek i¢in eNOS degerleri Slgiilmiis ve Slgiilen eNOS degerleri YG
grubunda kontrole gore anlamli olarak disiik oldugu (p<0,05), Minosiklin tedavi
gruplarinda ise bu degerin kontrol seviyelerine dondiigii goriilmektedir.

NO, antiinflamatuvar, antiagregan ve vazodilator aktivite gostermektedir. ROS
artis1 ile NO sentezi azaldiginda koruyucu etki ortadan kalkar. Damarlardan koruyucu
etki kalktiginda adezyon molekiilleri olan ICAM ve VCAM’in ekspresyonu artmaya
baslar, damar ¢eperine 16kositlerin tutunmasi kolaylasir (Vanhoutte 2009; Vanhoutte ve
ark. 2016). YG ile maruziyette de proinflamatuvar siirecin gostergesi olan oksidatif
stres, ICAM ve VCAM artis1 goriilmektedir. Calismamizda hem ICAM hem de VCAM
verileri i¢in anlamlilik olmasa da YG grubunda kontrole gore verilerde yiikselme
goriilmektedir. Bu yiikselisin hipergliseminin yarattid1 oksidatif stres ile endotel

fonksiyonda bozulma ve NO sentezinde azalmalar ile oldugu diistiniilmektedir.

Endotel hasardaki bozulmada oksidatif stresin etkisini ortaya koymak igin ayrica

TAS ve TOS olgiimleri yapilmistir. Yiiksek glukoz maruziyetinin ROS ve TOS
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seviyelerini arttirdig1, vaskiiler hasara sebep oldugu onceki ¢aligsmalarda gdsterilmistir
(Pitocco ve ark. 2013; Stocker ve Keaney 2004; Finkel 2000). Bizim ¢alismamizda da
YG gruplarinda TOS seviyelerinde anlamli azalmalar goriilmektedir. Bunun yaninda
TAS, viicudun ROS’a karst savunma mekanizmasi olarak iiretilmektedir. Olusan
antioksidan yanit, maruz kalinan oksidan seviyelerine gore kompanse edebilmekte ya da
artisa engel olamaz duruma gelmektedir (Shen ve ark. 2003; Huang ve ark. 2015).
Yiiksek glukoz maruziyetinde ya da diyabetli hastalarda ol¢iilen TAS degerlerinde
farkliliklar gozlenmektedir. Bazi calismalarda TAS seviyeleri diyabetli hastalarda
yiiksek bulunmus ve bu durum devreye giren kompansasyon mekanizmasinin refleks
adaptasyonu olarak artmasiyla yorumlanmistir (Kharroubi ve ark. 2015; Srivatsan ve
ark. 2009; Kimura ve ark. 2003). Bunun yami sira diger bir¢ok caligmada ise bizim
buldugumuz sonuglar ile paralel olarak YG maruziyeti olan deneysel gruplarda ya da
diyabetli hastalarda TAS seviyeleri kontrol gruplarma gore diisiik bulunmustur (Rani ve
Mythili 2014; Vericel ve ark. 2004; Picchi ve ark. 2010). Yiiksek oksidatif stres
diizeylerinin plazma antioksidan kapasitesinde diislise sebep oldugu, ekspresyon
dengesini bozdugu diislintilmektedir. Oksidatif stresin artmasmin yaninda bozulan
glukoz homeostazi da bu durum iizerinde etkili olmaktadir (Bashan ve ark. 2009).
Ozellikle erken teshis edilmis tip 2 diyabetli hastalarda TAS seviyelerinde azalma
gbzlenmis olup, benzer sekilde heniiz komplikasyonlar gézlenmemis Tip 1 diyabet
hastalarinda da TAS seviyelerinde azalma gozlenmistir (Marra ve ark. 2002; Pitocco ve
ark. 2013). Bizim ¢alismamizda da YG grubunda goriilen azalmig TAS seviyeleri
(p<0,001), bozulan hiicresel oksidan homeostazin sebebiyle antioksidan enzim

sentezinin bozulmasi ve ROS sebebiyle olusan endotelyal disfonksiyon ile agiklanabilir.

Calismamizda Nrf2 yolagmin roliinii agiklayabilmek amaciyla HO-1 o6l¢timleri
yapilmistir. YG gruplarinda HO-1 seviyelerinin kontrole gore anlamli olarak ytikseldigi
gozlenmistir (p<0,001). Nrf2 aktivasyonu ile HO-1"de artis goriildiigi bilinmektedir (Lu
ve ark. 2016). Literatirde, HO-1 yiikselmesinin diyabetin ilerlemesini ve
komplikasyonlarmin ortaya ¢ikmasini geciktirdigi dolayisiyla tedaviye destek
olabilecegi ileri siiriilmektedir (Aleksunes ve ark. 2010; Bitar ve Al-Mulla 2011).
Diyabetik siganlarda artan HO-1 ekspresyonunun bozulmus damar endotelinde diizelme
yapabilecegi ve damar gevseme yanitlarini arttirabilecegi gosterilmistir (Ahmad ve ark.

2005). Antikanser bir ila¢ olan Paklitakselin JNK yolag: iizerinden Nrf2’yi indiiklemesi
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ile HO-1 sentezini arttirdigi (Choi ve ark. 2004), diger bir ¢aligmada ise alfa- lipoik asid
ile JNK ve p38 yolagmin indiiklenmesi ile HO-1 ekspresyonunun arttigt ve Nrf2
inhibitéri kullanildiginda da HO-1 diizeylerinin azaldigi gosterilmistir (Ogborne,
Rushworth, ve O'Connell 2005). Yine baska bir ¢alismada ERK yolag1 aktivasyonunda
HO-1 ekspresyonunun arttigi belirtilmistir (Park ve ark. 2013). Bu yolaklarin her
ikisinin birlikte inhibisyonunda ise HO-1 ekspresyonunda azalma goriilmiistiir, bu
durum da MAPK yolaginin kosullara uygun sekilde HO-1 ekspresyonunu diizenledigini
gostermektedir (Pae, Kim, ve Chung 2008). Astrositlerde yapilan baska bir arastirmada
da yiiksek glukoz aracili ROS artisinin HO-1 artigin1 indiikledigi ortaya konulmustur
(Yang, Lin, ve Hsieh 2017). Bizim ¢alismamizda da yiiksek glukoz ile ROS artis1
sonras1t HO-1 diizeylerinde artis goriiliirken Nrf2 yolaklarinin inhibitdrii kullanildiginda
HO-1 diizeylerinde azalma gozlenmistir. YG durumunda artan HO-1 viicudun savunma

mekanizmasi olarak degerlendirilmistir.

Minosiklin’in hiicrede apoptozu 6nledigi, inflamasyonu inhibe ettigi (Wang ve
ark. 2004) ayrica yiiksek glukoz maruziyetinde de endojen Nrf2 ekspresyonunu
arttirarak antioksidan etkiyle oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (Shahzad ve ark.
2016). Minosiklin antioksidan etkisi ile hiicrede ROS’u azaltmakta ve dolayisiyla
ROS’un Nrf2 yolag: {izerindeki indiikleyici etkisi ortadan kalkmaktadir (Jiang ve ark.
2014; Schmitz ve ark. 2012; Tian ve ark. 2017). Bu ¢alismada minosiklin tedavisi,
yiiksek glukoz inkiibasyonu ile meydana gelen kasilma-gevseme yanitlarindaki
bozulmalar1 anlamli diizeyde diizeltmistir. YG gruplarinda goriilen kasilma
yanitlarindaki artig, minosiklin tedavi gruplarinda YG gruplarina gore anlamli olarak
azalmig, kontrol seviyelerine diigmiistiir. Ayni sekilde gevseme yanitlarinda azalma
seklinde goriilen bozulmalar tedavi gruplarinda belirgin bir yamit artis1 ile normal
seviyelere gelmistir. Yukarida da belirtildigi gibi diyabet ya da yiiksek glukozun neden
oldugu endotel hasari, ROS artis1 ve antioksidan sistemde meydana gelen degisimler,
minosiklin tedavisi ile ortadan kalkmis gorinmektedir. Bu etkinin olusma
mekanizmasini da aciklayabilmek icin tedavi gruplarinda da biyokimyasal parametreler

Olciilerek mekanizma ortaya konmaya calisilmistir.

Calismamizda, TAS ve TOS degerleri tedavi gruplar i¢in de degerlendirilmis
olup; minosiklin tedavi grubunda TAS degeri YG grubuna gore artarken, TOS degerleri

ise YG grubuna goére azalma gostermistir. Minosiklin, bir ¢alismada benzer sekilde
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sicanlarda deneysel omurilik zedelenmesinde TAS seviyelerini yiikseltirken, TOS
seviyelerini disiirmiistiir (Aras ve ark. 2015). Literatiirde ¢alismamiza paralel olarak
minosiklin’in antioksidan o0zelligi gosterilmis olup normal sartlarda ROS tiirlerini
azaltmadig1 ya da Nrf2 etkisini degistirmedigi, ancak sevofluran gibi ROS yapimini
arttiran bir ajan varliginda bu etkileri gosterdigi belirtilmistir (Tian ve ark. 2015). Bizim
calismamizda da benzer sekilde Minosiklin kontrol gruplarinda TAS ya da TOS
degerlerinde normal kontrol grubundan farkli bir durum goézlenmemis olup literatiir ile
ortiismektedir. Aslinda tedavi gruplarinda Nrf2 aktivasyonu ile HO-1 artis1 beklenirken
yiiksek glukoz grubuna gore diigmistiir. Ancak bilindigi gibi viicutta HO-1 disinda ¢ok
sayida antioksidan enzim/mekanizma bulunmaktadir. Biz c¢alismamizda sadece
TAS/TOS ve HO-1 olgiimi ile antioksidan etkileri inceleyebildik. Bu yiizden
Minosiklin’in tedavi edici etkisini HO-1 disindaki diger antioksidan yolaklar ile
gosterdigi  diistiniilmektedir. Diyabetin ilerleyisine gore tedavilerin seyri de
degismektedir. Ik asamalarda artan ROS’a uygulanan antioksidan tedavinin etkisi ya da
Nrf2 aktivitesi goriiliirken bu durumun kronik ve ilerlemis faz i¢in (bkz.Sekil 2-7) ayni
etkiyi yaratacagi soru isaretidir (Fu ve ark. 2016).

Yiikselen ROS seviyeleri ile eNOS diizeylerinin azaldigi bilinmektedir
(Endemann ve Schiffrin 2004). eNOS seviyelerindeki diisiis, yiiksek glukoz maruziyeti
ile endotel disfonksiyon olusmasinda goriilmektedir (Qian ve ark. 2006; Han ve ark.
2014; Kassan ve ark. 2014). Minosiklinin, oksidatif stres altinda vaskiiler demansta (Cai
ve ark. 2008) eNOS ekspresyonunu arttirarak NO diizeylerini yiikselttigi gosterilmistir.
Bizim ¢alismamizda da minosiklin tedavisi ile YG grubunda diisen eNOS seviyelerinde
yiikselme goriilmiistiir. Minosiklinin 6zellikle bozulmus gevseme yanitlar1 {izerine olan
tedavi edici etkisinde eNOS seviyelerindeki bu yiikselmenin katkisi oldugunu

diistinmekteyiz.

Artmis adezyon molekiilii seviyeleri, yiiksek glukoz konsantrasyonu durumunda
goriilmektedir (Altannavch ve ark. 2004). Aralikli olarak yiiksek glukoz maruziyetinin
de ICAM ve VCAM seviyelerinde artiga sebep oldugu gosterilmistir (Quagliaro ve ark.
2005). Minosiklin’in deneysel diyabetik retinopati ¢aligmasinda proinflamatuvar sitokin
ekspresyonunu, kaspaz-3 aktivasyonunu ve ICAM seviyelerini diisiirdiigii bildirilmistir
(Krady ve ark. 2005). Bizim ¢alismamizda da istatistiksel anlamlilik olmasa da yiiksek
glukoz grubunda ICAM ve VCAM seviyelerinde artig goriiliirken minosiklin ile tedavi
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gruplarinda azalma gozlenmistir. ICAM, VCAM gibi adhezyon molekiillerinin
sentezleri ERK, JNK yolaklar tizerinden olmaktadir (Min ve ark. 2005; Zhou, Connell,
ve MacEwan 2007). ERK1/2, p38 ve JNK inhibitorleri kullanilan diger bir ¢alismada
yiiksek glukozun sebep oldugu ICAM ekspresyonundaki artigin azaldiginin gosterilmesi
bu yolaklarin adhezyon molekiillerinin sentezlerinde gorevli oldugunu ortaya
koymaktadir (Watanabe ve ark. 2011). Ayrica bu yolaklarin Nrf2 aktivasyonunda da rol
aldig1 yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Nguyen, Nioi, ve Pickett 2009; Purves ve ark.
2001). Aym sekilde Nrf2’nin oksidatif stresle aktivasyonu da bu yolaklar araciligiyla
gerceklesmektedir (Pae, Kim, ve Chung 2008). Bu sebeple biz de tedavi gruplarimizda
meydana gelen iyilesmelerin mekanizmalarini agiklayabilmek igin bu yolaklar tizerine

yogunlagarak ERK ve JNK yolaklarinin inhibitorlerini kullandik.

Calismamizda Minosiklin ve yiiksek glukoz ile beraber JNK inhibitorii
SP600125, ERK inhibitori UU0126 ve MIX grubunda da iki inhibitor birlikte
uygulanmistir. Yiiksek glukoz inkiibasyonu ile bozulan kasilma ve gevseme Emax
degerleri Minosiklin tedavisi ile kontrol degerlerine geri donmiistiir. Bu gruba ERK
inhibitorii uygulandiginda herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Bu durum,
minosiklinin kasilma ve gevseme yanitlarina gosterdigi tedavi edici etkisini ERK yolag:
tizerinden yapmadigini diistindiirmektedir. JNK inhibitorii ile iki inhibit6riin birlikte
kullanildigt MIX gruplarinda ise, minosiklinin tedavi edici etkisinin ortadan kalktigi;
kasilma yanitlarinda artis ve gevseme yanitlarinda diislis oldugu goriilmiistiir. Bu
durum, minosiklinin gosterdigi tedavi edici etkisinde JNK yolaginin rolii oldugunu
diisiindiirmektedir. TAS degerleri de yine JNK inhibitorli grupta YG gibi diisiik, TOS
degerlerinin ise yiiksek bulunmasi bu durumu desteklemektedir. HO-1 verilerine
bakildiginda, inhibitorlii gruplarin tamaminda YG grubuna gore anlamli bir diisiis
goriilmektedir. MAPK yolaginin HO-1 sentezinde rol aldigi, JNK ve ERK yolaklarinin
her ikisi de inhibe edildiginde HO-1 ekspresyonunda azalma gorildiga diger
caligmalarla da desteklenmektedir (Pae, Kim, ve Chung 2008; Kim ve Jang 2014).
eNOS degerlerinde de inhibitorlii gruplarin tamaminda YG grubuna gore ylikselis
gbzlenmistir. Inhibitdr varliginda minosiklinin tedavi edici etkisinin devam etmesi,
eNOS iizerinde farkli bir mekanizma ile etki gosterdigini diisiindiirmektedir. JNK
inhibitorlii grupta ICAM ve VCAM degerlerinde anlamlilik olmasa da disiis
goriilmektedir. ICAM sentezinde aktif olarak rol alan JNK ve ERK yolaklarmin

inhibisyonu ile bu durum agiklanabilir.
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Sonu¢ olarak; Tez calismamizda akut yiiksek glukoz maruziyetine bagh
vazoreaktivite degisimleri sican aortalarinda meydana gelen kasilma-gevseme
yanitlarindaki bozulmalar ile gosterilmistir. eNOS o6l¢timleri ile yiiksek glukoz ile NO
sentezinde meydana gelen diisiis de bu durumu gostermektedir. Olusan endotel
disfonksiyonun oksidatif stres ile meydana geldigi, Olciilen biyokimyasal parametreler
ile desteklenmistir. YG grubunda TAS azalmasi, TOS artisi, ICAM, VCAM adhezyon
molekiillerindeki artis bu durumu gostermektedir. Yine HO-1 6l¢iilerek oksidan yolagin
son iirlinii incelenmis ve YG gruplarda artis ile oksidatif stresin etkisi ortaya konmustur.
Ayrica endotel disfonksiyon {izerinde minosiklinin tedavi edici etkisi de hem kasilma-
gevseme yanitlart hem de biyokimyasal parametrelerdeki kontrol grubu ile uyumlu
sonuclarin elde edilmesi ile ortaya konmustur. Oksidatif streste Nrf2’nin
aktivasyonunun 6nemi bilindiginden minosiklinin etkisinde Nrf2 aktivasyonu ile iliskili
JNK ve ERK yolaklarinin inhibitorleri kullanilarak etki mekanizmasi incelenmistir.
JNK inhibitoriiniin kullanildigi gruplarda minosiklinin etkisinin bu yolak iizerinden
meydana gelebilecegini hem kasilma-gevseme yanitlarindaki degisimler hem de
biyokimyasal parametrelerdeki degisimler ile gosterilmistir.

Calismamizin sonuglarina gére minosiklinin tedavi edici etkisinde 6zellikle INK
yolagi ile eNOS/NO yolaginin 6nemli rol oynadigr diisiiniilmektedir. minosiklinin olasi
mekanizmalar1 Sekil 5-1’de Kegg Pathway Database sitesinden olusturulmus yolaklar

lizerinde gosterilmistir.

Tez Calismasinin Kisithhiklar:

Calismanin hipotez asamasindayken Nrf2 aktivasyonunda rolii olan p38 yolagi
da ol¢iilmek istenmisti. Ancak biitgedeki kisitlilik sebebi ile etkili oldugu diisiiniilen bu
p38’in yolaginin arastirilmast miimkiin olmamastir.

ELISA denemelerinde parametrelerin ¢oklugu ve etik kurul karar1 geregi alinan
hayvan sayisindaki kisithlik sebebi ile sinirli ve standart sayida aorta Ornegi ile
calisilmis olup, bu durum istatistiksel degerlendirmedeki standart hata oraninin yiiksek
olmasini etkilemistir. Ornek sayisinin arttirilmas: anlamli olarak degerlendirilmesi

acisindan daha kesin sonuglara ulasmamizi saglayabilirdi.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Cagla Soyadi Kose
Dog.Yeri |Istanbul Dog. Tar.  |[07/05/1989
Uyrugu TC TC Kim No |43855561760
Email cagla.k.kose@gmail.com Tel 05554327969
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi T1ibbi Farmakoloji Anabilim

Dali
Yiik.Lis. ]Ijlil.ICerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim 2014
Lisans Ege Universitesi 2011
Lise Vefa Lisesi 2007

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)

1. Arastirma Gorevlisi Hali¢ Universitesi 2018-

2. Part Time Pfizer Ilaglart 6 Ay

3. -
Yabana |Okudugunu N - KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
ingilizce |Cok iyi Iyi Iyi (YOKDIL) 85
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Cok iyi

Graphpad Prism 7 Cok iyi

End Note X8 Cok iyi

Biopac System MP150 Iyi

Matlab 2018a

Iyi
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Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri
Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikasi, 2015
Iyi Klinik Uygulamalari, 2018

Akilci flag kullanimi, 2015

Ileri Excel Uygulamalari, 2014

GMP, 2010

Relationship of homocysteine levels with lumbar spine and femur neck BMD in
postmenopausal women,Kosova, 2015.

Esomeprazole use is independently associated with significant reduction of BMD: 1-
year prospective comparative safety study of four proton pump inhibitors, Kosova,
2015.

Cagla Karakulak, , Sibel Ozmen Ozyazgan, Ahmet Gokhan Akkan Andleeb Shahzadi
ve Oruc Allahverdiyev. Orfenadrinin sicanlarda morfin bagimliina etkisi. 4-7 Nov-
2013, 22. Ulusal Farmakoloji Kongresi, 6. Klinik Farmakoloji Sempozyumu, 5. Klinik
Toksikoloji Sempozyumu Antalya, Turkey. Seminar No: S-14, Page 115.

Ozel flgi Alanlar1 (Hobileri): Seramik, yoga, klasik miizik, modern sanat





