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OZET
D-GALAKTOZ iLE OLUSTURULAN YASLANMA MODELINDE ARDIC
KATRANININ SERPINE1 (PAI-1) DUZEYINE ETKISI

Yaglanma, biyolojik sistem icerisinde yer alan cesitli biyokimyasal olaylarla
baglantili dogal bir siirectir. Yaslanmaya bagli olarak viicut dengesinde bir takim
degisimler meydana gelmekte, fibrinolitik dengede bozulma ger¢eklesmekte ve buna
bagli olarak SERPINEI1 diizeylerinde 6nemli bir artis gézlenmektedir. Bu sistemde yer
alan 6nemli Plazminojen aktivator inhibitorii olan SERPINEI, yaslanma ve replikatif
yashlik, kanser diyabet, doku iyilesmesi ve re-jenerasyon gibi 6nemli biyolojik
siireglerde rol almaktadir. Ayrica D-galaktoz kullanimi, oksidatif strese bagli olarak
yaslanmay1 tetiklemektedir. Calismamizda D-galaktoz ile olusturulan taklit¢i yaslanma
modelinde Ardig katraninin SERPINE1 (PAI-1) diizeyleri {izerine olan etkisini
arastirdik. Bu calismada her grupta 8 adet olacak sekilde 40 adet Wistar-albino sigan
kullanildi: Grup I; Kontrol, Grup 11;150 mg/kg/giin D-galaktoz (%92 DMSO), Grup IlI;
0.25 pl katran(%98 DMSO), Grup 1V; 150 mg/kg/giin D-galaktoz (%98 DMSO) + 0.25
ul katran (%98 DMSO), Grup V; en yiiksek DMSO dozu verildi. 8 hafta deney siiresi
sonunda elde edilen plazma ve karin i¢i yag dokularinin SERPINE1 diizeyleri ELISA
yontemi ile ticari kit kullamilarak olciildii. Istatistiksel analizler igin SPSS 22.0
versiyonu kullanilarak ANOVA-Tukey testi ile yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
analizde p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Elde ettigimiz sonuglara gore; istatistiksel
olarak anlamli olmasa da D-gal ve D-gal+katran gruplart SERPINE]1 diizeyleri kontrole
gore kiyaslandiginda plazmada artis gosterirken yag dokusunda azalma gozlenmistir.
Katran grubu DMSO grubu ile kiyaslandiginda SERPINE]1 diizeylerinde plazma ve yag
dokusunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma gozlenirken katran grubu
kontrol grubu ile kiyaslandiginda aynmi diizeyde olduklar1 gozlenmistir. Elde ettigimiz
sonuglara gore; kullandigimiz Ardi¢ katran dozunun yaslanma modelinde tedaviye

yonelik bir etkisi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yaslanma, D-galaktoz, Juniperus oxycedrus, SERPINE1 (PAI-1),
Antioksidan



ABSTRACT

Effect of Juniper Tar on SERPINE1 Level in Animal Model of Aging with D-
Galactose

Aging is a natural process associated with various biochemical events in the
biological system. In body was observed some changes with aging such as disruption of
fibrinolytic balance and the consequently significant increase in SERPINEL cases
accordingly. In this study aim, explain the effect of juniper tar on SERPINE1 (PAI-1)
levels in a rat model of aging with D-Galactose. SERPINEL, an important plasminogen
activator inhibition in the fibrinolytic system plays a role in important biological
processes such as senescence, replicative aging, cancer, diabetes, tissue healing, and
regeneration. Also the use of D-galactose triggers aging due to oxidative stress. In this
study; 40 Wistar Albino rats set to 5 groups with including 8 rats in each group: Group
I; Control, Group II; 150 mg/kg/day D-galactose (%92 DMSQ), Group I1I; 0.25 pul tar
(98% DMSO), Group I1V; 150 mg/kg/day D-galactose (92% DMSQ) + 0.25 ul tar (98%
DMSO), Group V; the highest dose of DMSO and injection intraperitoneally (i.p.) to
rats. After 8 weeks of experiments, taken abdominal adipose tissues and plasma samples
from rats was measured with the use of ELISA Kkits to observing SERPINE1 levels.
ANOVA-Tukey tests were performed using SPSS 2.0. version for statistical analysis.
p<0.05 accepted to significant (sig.) between groups. According to our results; although
not statistically significant, SERPINEL levels increased in plasma while decreased in
abdominal adipose tissue in D-gal and D-gal+tar groups compared to control. Although
not statistically significant, SERPINE1 levels was observed to decrease to plasma and
tissues in Tar group compared to the DMSO group. Also, SERPINE1 levels are the
same in the Juniper Tar group compared to the control group (not sig.). This result
shows that a low dose of Tar may have a therapeutic effect in the aging model.

KEYWORDS; Aging, D-galactose, Juniperus oxycedrus, SERPINE1 (PAI-1),
Antioxidant
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1. GIRIS

Yaslanma; motor biligsel fonksiyon, fibrinolitik sistem, trombositlerin
fonksiyonel degisimi gibi ¢ogu biyolojik denge kosulunun yitirildigi fizyolojik bir
stirectir (Eren ve ark., 2014; Abbate ve ark., 1993; Anson ve Bohr, 2000). Yaslanma ile
birlikte Reaktif oksijen tiirlerinde (ROT) ve buna bagli olarak lipid peroksidasyonunda
(LPO) artis goriilmektedir. Bununla birlikte oksidatif stres ve antioksidan
mekanizmalart arasinda denge bozulmakta ve savunma sisteminde bozulma
gerceklesmektedir. Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Glutatyon (GSH) antioksidan
sistemlerinin devreye girmesi beklenirken azalis goriilmekte ve LPO’nun ikincil
metaboliti olan malondialdehit (MDA)’da artis gozlemlenmektedir (Francis ve Baynosa,
2017; Ji ve ark., 2017; Zhao ve ark., 2017). Yaslanma ile birlikte insiilin benzeri
biiylime faktorii baglanma proteini-7 (IGFBP7), Yaslanma iliskili sekretor fenotip
(SASP) ve Serpin ailesinin E sinifinin 1. tiyesi (SERPINEL) gibi yaslanmayla iliskili
proteinlerin ekspresyonlarinda artig olmaktadir (Rodier ve Campisi, 2011). Yaslanma ile
birlikte yitirilen bu denge diizeni sonucu olarak diyabet, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklarda, strese toleransin azalmasi gibi yaslanmaya bagl hastaliklar ortaya

¢ikmaktadir (Eren ve ark., 2014; Panda ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2017).

Cogu yasa bagli hastaliklar bozulmus fibrinolitik sistem ile iliskilendirilmektedir
(Eren ve ark., 2014) Fibrinolitik aktivite yasa bagl olarak azalmakta ve bununla birlikte
SERPINEL1 diizeyi yasa bagh olarak artmaktadir (Abbate ve ark., 1993). Bu sistemde
yer alan Onemli Plazminojen aktivatdr inhibitdrii olan SERPINEL, yaslanma ve
replikatif yaslilik, kanser diyabet, doku iyilesmesi ve re jenerasyon gibi Onemli
biyolojik siireglerde rol almaktadir (Eren ve ark., 2014; Miinch ve ark., 2017; Akour ve
ark., 2018; Li ve ark., 2018). (Eren ve ark., 2014; Kortlever ve ark., 2008; Cardus ve
ark., 2012; Takeshita ve ark., 2002). Yapilan ¢alismada, yaslanmigs farelerin fibroblast
ve endotel hiicrelerinde SERPINE1 eksikliginin olmasi, hiicre biiyiimesinin
durdurulmasina ve hiicrenin yaslanmadan kagmasina neden oldugu goriilmiistiir. Buna
ragmen cogalan keratonositler de SERPINE1’in ¢ok yiiksek ekspresyonunun olmasinin
biiylimenin durdurulmasint uyardigi goriilmektedir. Ayrica SERPINE1’in kismi ya da
tamamen kaybi yasa bagli hastaliklarin olusumunu onledigi yapilan caligmalarda

goriilmektedir (Eren ve ark., 2014).



Tibbi bitkiler, ¢esitli hastaliklar i¢in alternatif terapi yolu saglamaktadir (Tsai ve
ark., 2018). Melekotu, Ardi¢c gibi ¢esitli bitkilerin alternatif terapi iizerinde onemli
o6l¢iide yeri oldugu bilinmektedir. Ardig bitkisi, bas agrisi, soguk alginligi, sindirim gibi
cesitli hastaliklar lizerinde alternatif tedavi olarak denenmistir. Ayrica ¢esitli ardig
tirlerinin  antioksidan, anti-inflamasyon ve anti-mikrobiyal aktivite sergiledigi
belirtilmistir (Vasilijevi¢ ve ark., 2018). Juniperus oxycedrus tar ismi ile bilinen ardig¢
katrani, J. oxycedrus agacindan elde edilen ugucu bir yag, yanici bir materyal olmasi
disinda oksitleyici malzemeler ile reaksiyona girebilmektedir. Ardi¢ katrani, sedef
hastalig1, kepek, egzama ve bazi deri hastaliklarinda kasinti onleyici ilag olarak

kullanilmaktadir. Ayrica Ardi¢ yagi, yanik ve yara iyilesme siiresini de kisaltmaktadir
(ANDERSEN, 2001).

Bu calismada; ardi¢ katraninin, D-galaktoz ile olusturulan taklit yaslanma
modelinde SERPINE1 (PAI-1) iizerine etkisi agiklanmaya calisilacaktir. Calisma
sonucunda elde edilen verilerin; ardi¢ katraninin SERPINE1 diizeylerinde olusturdugu

degisikligin incelenmesi diger ¢alismalara 151k tutacagi 6ngoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaslanma

Yaslanma, biyolojik sistem igerisinde yer alan cesitli biyokimyasal olaylarla
baglantili dogal bir siiregtir (Panda ve ark., 2018; Campisi ve di Fagagna, 2007).
Yapilan ¢alismalarda, nérodejeneratif hastaliklar, bilissel hastaliklar, bunama, sizofreni,
Alzheimer, parkinson diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin yaglanma ile
iligkili oldugu gortilmektedir (Eren ve ark., 2014; Panda ve ark., 2018; Ji ve ark., 2017;
Zhao ve ark., 2017).

Yaslanmaya bagli olarak viicut dengesinde degisimler meydana gelmektedir.
Ozellikle motor ve bilissel fonksiyonlarda degisimler gozlenmektedir (Eren ve ark.,
2014; Panda ve ark., 2018). Yaslanma devam ettikge, fibrinojen diizeylerinde yiikselme,
plazma igerisinde bulunan platelerde fonksiyonel olarak degisim, koagiilasyon
faktorlerinin tiretiminin plazma igerisinde artisina bagh olarak pihtilagsma ve buna bagl
olarak hiperkoabilite degisimi de ger¢eklesmektedir (Abbate ve ark., 1993). Ayrica,
Faktor VII ve faktor VIII koagiilan aktiviteleri yasla birlikte programli bir sekilde artis
gostermektedir (Abbate ve ark., 1993; Takeshita ve ark., 2002). Yapilan g¢alismada
plazma igerisinde ki fibrinojen diizeylerine bakildiginda; 65-79 yaslar1 arasindaki
kigilerin 300 mg/dl, 47-54 yaslarindaki kisilerin 280 mg/dl’ye sahip olduklar
goriilmektedir. Yas ilerledik¢e plazmada bulunan fibrinojen miktarinin arttigi

gozlemlenmektedir (Abbate ve ark., 1993; Kannel ve ark., 1987; Meade ve ark., 1977).

2.1.1. Yaslanmanin Metabolik Yolaklar

Yaglanan hiicreler, pre-malignant ile de iliskili olan interl6kin-6 (IL-6), interlokin-8
(IL-8)’1 yiiksek diizeyde salgilamaktadir (Rodier ve Campisi, 2011; Coppé ve ark.,
2008). Yaglanmis fibroblast ve mezoteliyal hiicrelerde, migrasyon ve invazyonunda
uyarimini yapan Vaskiiler endotel biiyime faktoriinii (VEGF)’ nin saliiimi ve ayrica
Matriks Metalloproteinaz (MMP)’lerinde salinimi gergeklestirilir (Rodier ve Campisi,
2011; Coppé ve ark., 2006; Ksiazek ve ark., 2008). Bunlarin disinda, insiilin benzeri
bliylime faktorii baglanma proteini-7 (IGFBP7), yaslanma iligkili sekretdr fenotip
(SASP), SERPINE1 salinimi1 da yaslanmis hiicrelerde ortaya ¢ikmaktadir (Rodier ve
Campisi, 2011). Yaslanan hiicreler, pro-inflamatuar interlokinler, ROT, IGF-baglanma
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proteinleri, biiylime faktorleri, matriks-degradasyon enzimleri gibi ¢esitli biyoaktif

molekiillerini iiretir ve salgilarlar (Nelson ve ark., 2012).

Yaslanan hiicreler, ¢esitli etkenler tarafindan uyarilir. Bunlara 6rnek olarak:
telomerlerin fonksiyon kaybetmesi, sinirli béliinme, telomerik olmayan DNA hasarlari,
genomik mutasyonlar, toksik —kimyasal-reaktif metabolitler, serbest radikaller, yetersiz
hormon salinimi, onkogenler tarafindan gii¢clii mitogenik sinyaller olusturup DNA
hasarina sebep olmalar1 gibi ¢esitli stresorler bulunmaktadir. Ayrica yaslanmanin timor
baskilayici ajanlar ile de baglantili oldugu gosterilmektedir (Sekill) (Campisi ve di
Fagagna, 2007; Zhao ve ark., 2017; Rodier ve Campisi, 2011).

Yaslanan hiicreler, hiicre dongiisii iizerinden etkilenmekle birlikte biiylimelerinin
G1 evrelerinde durdugu goriilmektedir. Buna ragmen metabolik olarak aktiviteleri
devam etmektedir (Campisi ve di Fagagna, 2007; Rodier ve Campisi, 2011). Yaslanan
hiicrelerde ciddi bir hiicresel degisim gozlemlenmektedir. Bu degisimlerden biri (bazi
hiicreler igin) apoptozise direngliliktir. Insanlardan alman yaslanmis fibroblastlarda
biiytime durmus ve degismis gen ekspresyonu goriilmiistiir. Ayrica seramid {izerinden
uyarilan apoptozisi gerceklestiremedigi ve direngli oldugu goriilmektedir. Bu durum
endotel hiicreler icin gegerli degildir (Hampel ve ark., 2004; Campisi ve di Fagagna,
2007).

Yaslanma - oncesi hiicre

DNA hasarnt ve diger genotoksik
- e

Yaslanan fenotip

Bityimenin
durmasi

Apoptosise
direnclilik

i,-‘ JDegismis gen
7 ekspresyonu

Sekil 1: Coklu etkenler tarafindan hiicrede yaslanmanin uyarilmas: (Campisi ve di
Fagagna, 2007).



Ayni zamanda hiicresel yaslanmada, kok hiicre ve Onciil hiicre dokularinda
tikenme gergeklesebilmekte ve bu durum doku onarimi, re jenerasyon yetenegi gibi
onemli fizyolojik olaylarin gergeklesmesinde sorun olusturabilmektedir (Rodier ve
Campisi, 2011). Bunun disinda DNA hasarina bagli yaslanma, onkogen uyarimli
yaslanma, zaman bagli olarak gerceklesen kromotin bozulmasi yaglanmanin olusmasi
icin temel etkenleri olusturmaktadir. Ayrica telomer-baglantili yaslanma da basli basina
bir nedendir (Sekil2). Linear kromozomun bozulmasini engelleyen telomerlerde, her
boliinme ile birlikte 50-200 baz arasinda kayip meydana gelir. Bu sorunu ortadan
kaldirmak i¢in sentezlenen telomeraz ters transkriptaz (TERT) enzimi telomerin
kisalmasimi1 oOnler. Ancak telomeraz aktivitesi telomeraz disinda gerceklesen DNA
hasarlarin1 ve yaslanmay1 tetikeyici molekiillerin olusturdugu yaslanmayi1 onleyemez
(Campisi ve di Fagagna, 2007; Martens ve ark., 2000; Chen ve ark., 2001; Rodier ve
Campisi, 2011).

2.1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Yaglanma lizerine kurulan 6nemli teorilerden biri serbest radikal teorisidir. Hiicre
icerisinde oksijenin metabolik yolaklarda kullanilmasi sonucu serbest radikal tiirleri
(ROT) meydana gelmektedir (Francis ve Baynosa, 2017; Anson ve Bohr, 2000). Ayrica
yagla birlikte artan serbest radikaller ve antioksidan savunma sisteminin dengesinin
bozulmasi sonucu olusan oksidatif stres, yaslanmanin temelini olusturmakta kritik bir
role sahiptir (Anson ve Bohr, 2000; Panda ve ark., 2018; Zhao ve ark., 2017). Ayrica
mitokondride meydana gelen bir hasar sonucunda oksidatif fosforilasyon azalmaktadir.
Bunun sonucunda ROT ve serbest radikaller de artis gerceklesmektedir (Parameshwaran
ve ark., 2010). Yapilan bir ¢aligmada, yaslanan hiicrelerin yakin g¢evresine ROT’ni
yaymasi sonucunda hiicreleri DNA hasarina tesvik ettigi raporlanmistir. Bu uyarimi
hiicreler aras1 siki  baglantilar1 (gap junction) iizerinden gergeklestirdikleri
diistintilmektedir (Nelson ve ark., 2012).

Hiicre igerisinde onemli ROT yapilari; stiperoksit ve hidroksil radikalleri olarak
gosterilmekte ve bu yapilarin toksik sonuglar1 LPO tarafindan ortaya ¢ikartilmaktadir.
Yagla baglantili olarak artan LPO serbest radikaller sonucu da uyarilir. Bu siire¢ sonug
olarak dogrultusunda reaktif tiirlerin ortaya ¢ikmasi; membran hasari, serbest

radikallerin {iretilmesi ve direk olarak DNA hasarina sebep olmalar ile



iligkilendirilmiglerdir. ROT birikimi sonucu hiicrede apoptozis de uyarilabilmektedir
(Francis ve Baynosa, 2017; Zhao ve ark., 2017; Taviano ve ark., 2011).

Hiicre kialtiiria Oksidatif stres
Telomerin /‘ DNA hasan
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bozunmasl =l k,zé\'ow :
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Sekil 2: Yaslanmayi etkileyen etkenler (Collado ve Serrano, 2006).
2.1.3. Antioksidanlar

Normal fizyolojik kosulda ROT etkisini ortadan kaldirmak igin antioksidan
sistemi devreye girmektedir. Antioksidan sistemde; siiperoksit dizmutaz (SOD),
Glutatyon (GSH), Glutatyon peroksidaz (GPx), Glutatyon reduktaz (GR), katalaz gibi
antioksidan mekanizmalar1 yer almaktadir (Francis ve Baynosa, 2017; Zhao ve ark.,
2017; Taviano ve ark., 2011; Kaplan ve ark.). Oksidatif stresin olusumuna ilk tepkiyi
veren antioksidan enzim SOD’dur. SOD, siiperoksit radikalleri peroksit’e ¢evrilmesini
saglamaktadir. Peroksit radikallerinin olusumu ile birlikte membran lipidlerinin
yikimlarinda artis olusmaktadir ve bu artigy yaslanma ile iligkilendirilmektedir. LPO,
oksijen serbest radikallerinin lipidlere saldirdigi bir oksidan islemidir. LPO’nun ikincil
metaboliti olan malondialdehit (MDA)’dir. Dokularin hasarlarin1 gdsteren bir belirteg
olarak sayilmaktadir (Zhao ve ark., 2017; Ma ve ark., 2015; Alharby ve ark., 2019).
Dogal antioksidanlar, yaglanmanin Oniine gegilebilmesi i¢in onerilmektedir (Panda ve
ark., 2018; Cai ve ark., 2004). Ayrica ¢ogu Cin tibbi bitkileri anti-yaslanma ilaglar
olarak diistintilmektedir (Bastianetto ve Quirion, 2002; Panda ve ark., 2018).



2.2.SERPINEI1 (Plazminojen Aktivator Inhibitor-1)

Serpin ailesinin 6nemli {liyesi olan SERPINEI, bir Plazminojen aktivator
inhibitoridiir. Ayrica serin proteaz inhibitorii olarak da anilmaktadir (Simone ve ark.,
2014). SERPINEI, periselliiller bolgede proteolitik aktivitesi olan Plazmin’in aktive
olmasinda rol oynayan Urokinaz Plazminojen Aktivatdrii (uPA) ve Doku Plazminojen
Aktivatorleri (tPA) tizerine kovalent (Yasar Yildiz ve ark., 2014) olarak baglanarak
reaksiyonu durdurmaktadir (Simone ve ark., 2014; Lijnen, 2005; Mortensen ve ark.,
2010; Cartier-Michaud ve ark., 2012; Milenkovic ve ark., 2017).

SERPINE!’in rolii ¢cogu biyolojik siireglerde tam olarak belli degildir. Ancak
pro-koagiilan, pro-inflamatuvar, pro-fibrotik ve anti-adhesif, (hiicre adezyonu),
Ekstraselliller Matriks (ECM) fibrinolizizi, apoptozis, ge¢ menapoz evresi (Kohler ve
Grant, 2000), yaslanma ve replikatif yashilik (Eren ve ark., 2014) gibi ¢esitli fizyolojik
stirecler ile iligkilendirilmistir. Ayrica bozulmus yara ¢oziiniirliigii, asir1 kanama,
tromboz, ¢oklu organ fibrozu gibi gesitli biyolojik siire¢lerin iyilesme anomalilerinde
etkili gorev aldig1 goriilmistiir (Simone ve ark., 2014). Yeniden doku olusumu, doku
iyilesmesi (Simone ve ark., 2014) diyabet, gibi ¢esitli hastaliklarla baglantili olmasina
karsin kanser progresyonuna (invazyon, anjiyogenezis, migrasyon ve metastaz) etkisi
bakimindan giiclii baglantilar1 vardir (Miinch ve ark., 2017; Akour ve ark., 2018;
Milenkovic ve ark., 2017; Malinowsky ve ark., 2012; Yasar Yildiz ve ark., 2014; Fabre-
Guillevin ve ark., 2008; Li ve ark., 2018).

2.2.1. SERPIN AILESI

SERPIN’ler, 36 liyeden olusan ve her birinin farkli biyolojik fonksiyonlara sahip
oldugu genis bir ailedir (Silverman ve ark., 2001). SERPIN ailesinde yer alan
SERPINE1 (PAI-1), SERPINE2, SERPINB2 (PAI-2) ve SERPINA5 (PAI-3)
Plazminojen aktivator inhibitorii (PAI) olarak gorev almaktadir (Markl ve ark., 2017,
Simone ve ark., 2014; Milenkovic ve ark., 2017; Pavon ve ark., 2016; Chern ve ark.,
2010; Ebisch ve ark., 2008)



2.2.2. SERPINE!’in Yapisi

SERPINEL, 45 kDA agirliginda tek zincirlik bir glikoproteindir. Yaklagik 379 -
381 amino asit igerir. Yapisinda sistein bulundurmaz ve bu yiizden disiilfit baglar
yoktur. Kromozom iizerinde 7g21.3-922 lokasyonun da konumlanmakta dokuz ekzon
ve sekiz intron icermektedir. Ayrica 12.2 kb’lik bir biiytikliik kaplamaktadir. Yapisinda
tic glikolizasyon bolgesi yer alir fakat bunlardan sadece iki tanesi (Asn209 ve Asn265)
kullanilir. SERPINEI, ayrica globiiler bir proteindir. Yapisinda A, B, ve C olarak
adlandirilan 3- B_sheet ve hA-hl olarak isimlendirilmis 9 a-heliks yapisi bulundurur
(Lijnen, 2005; Yasar Yildiz ve ark., 2014).

SERPINE1’in aktif, inaktif (latent) ve alt tabaka (substrate) olmak {iizere ii¢
formu bulunmaktadir. SERPINEI’in aktif formuna Vitronektin (VN) veya s-proteini
(Lijnen, 2005) baglandiktan sonra proteinin stabil formu olan latent formuna
kendiliginden doniisiir ve yarilanma émrii uzar (Simone ve ark., 2014; Cartier-Michaud
ve ark., 2012; Milenkovic ve ark., 2017). Major _sheet yapisi i¢inde yer alan reaktif
merkez halkas1 (RCL) yapisi igerir. Bu yiizden latent formuna dondiigii sirasinda RCL
bolgesine giris engellenir. Inaktif edici baglanimdan sonra tekrar denatiire edici
ajanlarla birlikte bu bdlge kismi acilmasi gergeklestirerek aktif formuna tekrar
dontigebilir (Lijnen, 2005; Yasar Yildiz ve ark., 2014). Bu sayede olusan VN

stabilizasyonu fokal proteoliziz inhibisyonunu yiikseltmis olur (Simone ve ark., 2014).

2.2.3. SERPINE1’in Uretimi ve Diizenlenmesi

SERPINEI1, yag hiicreleri, karaciger hiicresi, diiz kas hiicreleri, mezankimal
hiicreler, fibroblastlar, monosit/makrofajlar, stromal ve endotel hiicreler tarafindan
tiretilir. Hormonlar, biiylime faktorleri, endotoksin ve sitokin gibi gesitli agonistler
SERPINE1’in sentezi ve salmimini modiile etmektedir (Milenkovic ve ark., 2017,
Lijnen, 2005; Barbato ve ark., 2009). Transforming growth factor-f (TGF-p),
interlokin-1 (IL-1), timor nekroz faktori-o (TNF-a), B-fibroblast biiyiime faktorii
(FGF), trombin, ¢ok diisiikk yogunluktaki lipoprotein (VLDL), diisiik yogunluktaki
lipoprotein (LDL) SERPINE1’in ekspresyon kontroliinde onemli yeri tutmaktadir



(Sekil3) (Milenkovic ve ark., 2017; Yasar Yildiz ve ark., 2014). Ayrica SERPINE1
transkriptinin  SNAIL ailesi transkripsiyon represoric 1 (SNAIL) fonksiyonuna da
baglantili oldugu bilinmektedir (Fabre-Guillevin ve ark., 2008). Anjiyotensin I,
Anjiyotensin tip I, dstrojen, ROT, glukoz, insiilin, serbest yag asitleri tarafindan da
diizenlenirler (Mo ve ark., 2015; Kohler ve Grant, 2000; Lijnen, 2005).

Sekil 3: SERPINE1’in diizenlenmesinde rol alan proteinler (Li ve ark., 2018).

SERPINEI, c¢esitli stres kosullarinda da uyarilabilmektedir. Ornegin; Damar
endotel hiicrelerinde yer alan SERPINEI, hiicrelerde hipoksi kosulu oldugu zaman
tirozin kinaz yolu ile uyarilabilmektedir (Lijnen, 2005). Yapilan bir ¢alismada, hiicrenin
farklilasmasi, ¢ogalmast ve hiicre adezyonu gibi énemli noktalarda rol alan p63’iin,
hiicrenin adezyonu ve hareketliligini saglayan SERPINE1, Matriks metalloproteinaz-4
(MMP4) ve Akuaporin-3 (AQP3)’iin yiiksek ekspresyonuna neden olmustur. Bu
sonuclar gostermektedir ki p63°tin SERPINEI1 transkripsiyonunun diizenlenmesinde

direk bir etkisi vardir (Gu ve ark., 2008).

SERPINEI], hiicrelerde sentez edildikten sonra hizlica hiicre disina salinmakta
ve trombosit disindaki hiicrelerde yer almamaktadir. SERPINE1’in viicuttaki plazma
konsantrasyonu 6-80 ng/mL’dir. Giin igerisinde bu deger degisim gostermektedir. Sabah
saatleri SERPINE1 miktarinin plazma iginde en yiiksek oldugu saatlerdir. Oglen ile
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aksam saatlerinde bu miktar azalmaktadir. Ayrica SERPINE1 promotorii iizerinde
gerceklesecek bir polimorfizm ile ekspresyon diizeyleri degisebilmektedir (Lijnen,
2005; Milenkovic ve ark., 2017; Yasar Yildiz ve ark., 2014; Mortensen ve ark., 2010;
Marckmann ve ark., 1993; Eren ve ark., 2014; Mo ve ark., 2015).

2.2.4. SERPINE-I’in (PAI-1) Mekanizmasi

2.2.4.1 Ekstraseliiler Proteaz Sistemleri

Ekstraseliller matriks’in yikimi ve yeniden olusumu ¢esitli proteaz ve onlarin
inhibitorleri tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir. Bunlar Matriks
metalloproteinaz (MMP) ve Plazminojen sistemidir. Plazminojen sistemi ECM’nin
degradasyon’u ile iligkilidir. Bu diizenlemeyi MMP, Kkollajenler, fibrinler ve

fibronektinlerin boliinmesi tizerinden gergeklestirir (Milenkovic ve ark., 2017).

2.2.4.1.1. Plazminojen Aktivasyon Sistemi

Memelilerin kan dolasiminda bulunan enzimatik bir sistem vardir. Bu sistem
fibrinolitik sistem olarak adlandirilmaktadir (Plazminojen/plazmin sistemi). Bu
sistemde yer alan Plazminojen, aktivatorleri tarafindan plazmin’e ¢evrilerek aktif hale
getirilmektedir. Aktif olan plazmin formu, ECM, kan damar1 duvari, bazal membran
gibi bir ¢ok 6nemli noktada bulunan ve bulundugu ortama esneklik, kuvvet ve mekanik
stabilizasyon saglayan fibrin ve kollajen yapilarinin pargalanmasimni saglamaktadir
(Karsdal ve ark., 2017; Bazrafshan ve Stylios, 2019; Liu ve ark., 2019). Ayrica bu
sistem ile kan dolasiminda olusan pihtinin ¢6ziilmesi de saglanir (Sekil4) (Lijnen, 2005;
Gu ve ark., 2008; Wu ve ark., 2019; Eren ve ark., 2014). Kollajen tiplerinin gogu ve
ECM molekiillerinin bir kismi; hiicrenin ortama yapismasi, bitisik hiicrelerin
sinyalizasyon Ozelligi, farklilasmalari, ¢ogalmalarini ve endokrin taginma oOzelligine
sahip olmalarini saglamaktadir (Karsdal ve ark., 2017). Ayrica Plazmin, dogrudan ya da
MMP’ler lizerinden diisiiniilen mekanizma ile ECM’nin yeniden modellenmesinde
(Eren ve ark., 2014; Lijnen, 2001), doku onarimi, inflamasyon, embriyogenezis ve
dokunun tekrar olusumu gibi ¢esitli biyolojik noktalarda rol almaktadirlar (Wu ve ark.,
2019).
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2.2.4.1.2. Plazmin’in Isleyis Mekanizmasi

Plazmin’in pro-enzim formu olan Plazminojen, 92 kDa olan plazma
glikoproteini ve bir serin proteazidir. Ayrica plazmin tek zincirlidir ve 7 domain
icermektedir. Bu domainler; N-terminal Pan-apple domaini, 5 homolog kringle

domainleri ve serin proteaz domainidir.
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Sekil 4: Fibrinolitik sistem aktivasyonu ve inhibisyonu (Kohler ve Grant, 2000).

Plazmin, fibrin ve kollajen disinda, Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)
(Roth ve ark., 2006), insiilin benzeri biiyiime faktorii baglanma protein 5 (IGFBP5),
ekstraseliiler matriks, vitronektin, komplement C3 ve CS5, Faktor V, VIII ve X gibi
cesitli yapilarin da hidrolizini saglar (Wu ve ark., 2019). Plazmin, MMP, TGFf-1,
laminin, tip 1V kollajen ve fibronektin {izerinden proteolitik aktivitesini gerceklestirir
(Yasar Yildiz ve ark., 2014).

Fibrinolitik sistemin ana enzimi Plazmin, inaktif formu olan Plazminojenden,
doku Plazminojen aktivatorii (tPA) ve {lrokinaz Plazminojen aktivatori (uPA)
tarafindan plazmin’e donistiriiliir (Sekil4). Plazminojen Aktivasyon Sistemi’nin
aktivasyonu, ekstraseliiler bolgede ki plazmin diizeyinin artisina neden olmaktadir
(Lijnen, 2005; Wu ve ark., 2019; Humbert ve Lebrun, 2013; Eren ve ark., 2014). Ayrica
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tPA, kandaki pithtinin olusumundan sonra ortamda bulunan fibrinlerin parcalanmasini,
uPA {izerinden ise periseliiler proteoliz’i gergeklestirir (Yasar Yildiz ve ark., 2014,
Lijnen, 2005).

2.2.4.1.3. Plazminojen Aktivator ve Inhibitérleri
Matriks proteaz ve proteaz inhibitérleri siki bir sekilde birbirine bagli olarak
diizenlenirler. Plazminojenin Plazmin’e doniistiiriilmesinde tPA ve uPA aktivatorleri
onemli rol oynamaktadirlar (Sekil4,Sekil5) (Simone ve ark., 2014; Mortensen ve ark.,
2010; Lijnen, 2005).

Plazminojen

sc-tPA —Pp tPA ———Pp | | 4——— uPA ¢——sc-uPA

PAI-1

PAI-2

PAI3 \/

Plazmin
................. » ECM proteolizis
m > » Biiyiime faktorii aktivasyonu
Fibrin FDP > Hiicresel ?rolifuasyon ve adhezyon
a2- Antiplasmin » MMP aktivasyonu

a2-Macroglobulin

Sekil 5: Plazminojen’den Plazmin’e ¢evrim basamaginda yer alan PAI-1, PAI-2 ve PAI-
3’lin fibrinolitik sistemdeki plazminin regiilasyonunda rol oynamasi (Gilabert-Estelles

ve ark., 2005).

t-PA; endotel hiicreler disinda néron ve mikroglia’larda iiretilmektedir. Yetiskin
fare beyinlerinin hipokampus, amigdala, beyincik gibi ¢esitli boliimlerde yiiksek
ekspresyonu olmakta ve 6grenme, bellek, stres reaksiyonu, ndronal dejenerasyon ve
bagimlilik gibi ¢esitli proseslerle baglantilidir (Tsai, 2017; Melchor ve Strickland, 2005;
Melchor ve ark., 2003; Sappino ve ark., 1993). Plazmin’in aktive olmasinda gorev alan
tPA’nin ana gorevi dolasim igerisindeki fibrinlerin degradasyonunu saglamaktir (Lijnen,
2005). Launay ve ark. yaptiklari calismada, SERPINE1’in diisiik ekspresyonu
durumunda tPA’nin yiiksek proteolitik aktivesi belirtilmistir (Launay ve ark., 2008).
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uPA, hiicre ylizeyinde GPI-baglantili (Planus ve ark., 1997) bir membran proteini olan
tirokinaz plazminojen aktivator reseptorii (uPAR)’ne (ya da CD87 olarak da bilinir)
baglanarak hiicre membraninda bagli olan plazminojenin aktivasyonunu baslatir ve
ekstraseliiler proteolizizi gelistirir. Ayrica uPA’nin uPAR’ye baglanmasi ile birlikte
uPAR igerisinde konformasyonel bir degisiklik olur. Ayrica bu degisiklik uPAR’nin VN
icin afinitesini ylikseltmekte ve cesitli integrinler ile etkilesimini desteklemektedir. Bu
etkilesimlerle birlikte mitojen-aktivasyonlu protein kinaz (MAPK), tirozin kinaz,
Ras/ekstraseliiler-diizenleyici sinyal kinaz (ERK) gibi ¢esitli sinyalizasyon yolaklari da
aktive olur (Lijnen, 2005; Milenkovic ve ark., 2017; Markl ve ark., 2017).

Fibrinolitik sistemin inhibisyonunu saglayan yapilar, a-2-antiplasmin (Wu ve
ark., 2019; Roth ve ark., 2006), az2-makroglobulin ve PAI-1, PAI-2, PAI-3, Trombin ile
aktiflesebilen fibrolizis inhibitorii (TAFI) tarafindan inhibisyonu gerceklesir (Sekil5)
(Lijnen, 2005; Yasar Yildiz ve ark., 2014). Plazmin diizeyinin arttig1 gézlemlenen yarali
dokuda a-2-antiplazmin yiiksek miktarda ortamda bulunmasi ile bloke edilmistir (Roth
ve ark., 2006). SERPINEI, kan igerisinde birincil ve predominant fizyolojik
Plazminojen aktivator inhibitoriidiir (Mortensen ve ark., 2010). SERPINEI, tek ve gift
zincirlik tPA’ya ve ¢ift zincirli uPA’ya hizli bir sekilde tepki verir (Lijnen, 2005).
SERPINE1, plazmin ve MMP aktivitesini Plazminojen aktivatorleri tizerinden
yapmaktadir (Milenkovic ve ark., 2017; Yasar Yildiz ve ark., 2014). uPA’in ana
inhibitérii olan SERPINE1’in hiicre adezyonu ve apoptotik yolaklarin yiiksek
diizenlenmesi gibi intraselliiler sinyalizasyonlar1 etkilemektedir (Malinowsky ve ark.,
2012).

2.2.4.2.Matrix Metalloproteinase Sistemi

MMP’ler Ekstraselliiler Matriks (ECM) igerisinde degradasyonda gorevli olan
bir enzim smifidir. Doku yenilenmesi ve organ gelisimi de dahil olmak {izere gesitli
fizyolojik islemlerde ve hiicre i¢i sinyalizasyonlarda gorevlidirler. Ayrica tiimdr mikro
¢evresini diizenlemede ve timor ile stromal hiicreler arasinda molekiiler haberlesmede
onemli rol oynarlar (Yang ve ark., 2019; Kessenbrock ve ark., 2010; Page-McCaw ve
ark., 2007). MMP-2, MMP -3, MMP -7, MMP -9 ve MMP-12 gesitleri, negatif geri

bildirim ile aktive edilebilmektedir. Ornegin; Plazminojenin degradasyonu sonucu
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MMP’ler aktive edilebilmekte ve boylece plazminojenden plazmin’e doniisiim

engellenmektedir (Kessenbrock ve ark., 2010).

23 farkli MMP, insan viicudunda yapisal ozellikleri ile kategorize edilir ve
bulunduklar1 ortamlarda gosterdikleri fonksiyonlar farklidir. Genel olarak MMP
ailesinin yapisina bakildiginda, ii¢c domainden olusmaktadir. Bunlar, pro-peptit kisim,
katalitik domain ve hemopeksin benzeri C- terminal domaindir. Birkag MMP {iyesi
integrinlerin de dahil oldugu cesitli reseptorlerin yiizeyleri ile etkilesimdedir yada ECM
icerisinde kendilerine 6zel bolgelerde yer alirlar. Cesitli proteinaz inhibitorleri disinda
en 6nemli fizyolojik inhibitdrii Metalloproteinazlarin Doku Inhibitorleri (TIMP)’dir ve
bu inhibitorler timor bolgesinde ekspresyonlari yapilarak MMP’lerin proteolitik
aktivitelerini durdururlar (Kessenbrock ve ark., 2010).

2.3.Serpinel’in miidahil oldugu fizyolojik ve patolojik durumlar
2.3.1. Fizyolojik Durumlar

2.3.1.1.SERPINE!’in Yaslanma ile Baglantisi

Yaslanma ile birlikte artis gosteren SERPINE1, yaslanma ile bir baglantisinin
oldugu diistiniilmektedir. Bu durumda yaslanmayir m1 temsil ettigi yoksa yaslanmay1
diizenlemekle mi gorevli oldugu tam olarak acgiklanamamistir. Fakat yapilan son
caligmalarla birlikte SERPINE1’in yaglanmay: destekledigi (Elzi ve ark., 2012)
goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda SERPINE1’in yaslanma ile baglantili bir
marker oldugu gosteriliyorken son c¢aligmalarla birlikte bu proteinin sadece yaslanma ile
baglantili olmadigi tespit edilmistir (Eren ve ark., 2014; Collado ve Serrano, 2006;
Goldstein ve ark., 1994; Kortlever ve Bernards, 2006; West ve ark., 1996). Cesitli hiicre
tiplerinin replikatif yaslanma sirasinda SERPINE1 diizeyleri artis gostermistir (Eren ve
ark., 2014; West ve ark., 1996; Cardus ve ark., 2012). Ayrica farelerin fibroblast ve
endotel hiicrelerinde SERPINE1 eksikligi, hiicre biiyiimesinin durmasin1 sagladigi ve
hiicrelerin yaslanmadan kagtig1 goriilmektedir. Buna ragmen c¢ogalan keratonositler de
SERPINE1’in ¢ok yiiksek ekspresyonunun olmasi biiyiimenin durdurulmasini uyardigi
goriiliir (Eren ve ark., 2014; Kortlever ve ark., 2008). 3,6 ve 8 haftalik kl/kl farelerin
plazmalarindaki SERPINE1  diizeylerinin  yaslanmaya bagli olarak arttig
gozlemlenmistir. Hangi dokunun plazma igerisindeki SERPINE1 diizeylerine kaynak
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oldugu bakilmistir. Sonug¢ olarak, bobrek, kalp, aort ve bobrek iistii bezinde yiiksek
miktarda mMRNA diizeyine rastlanmistir. Ayrica kl/kl ve Wt fareler arasinda
karsilastirma sonucunda; akciger, karaciger ve beyindeki SERPINE1 mRNA diizeyleri
onemli bir farklilik géstermemistir (Takeshita ve ark., 2002).

SERPINE1 aktivitesinin artmasi, plazmin diizeylerinin azalmasina neden
olmaktadir. Bu durum, pro-trombotik aktivite ve pro-fibrotik ¢evre ile
sonuglanmaktadir. SERPINEI1’in giderek artan diizeyleri sonucunda atardamar
trombozu, iskemi, ven6z trombozu gibi ¢esitli hastaliklara sebep olabilmektedir. Asiri
SERPINEL1 diizeyleri, kollagen birikimi ve fibrinolitik hastaliklarinda olugsmasina neden
olmaktadir. Ayrica SERPINEI’in kismi ya da tamamen kaybinin olmasi yasa bagh
hastaliklarin olusumunu O6nledigi goriilmektedir (Eren ve ark., 2014). Yash erkek
bireylerde, SERPINEI1 diizeylerinin, viicut kitle indeksi (BMI), trigliserid (TG), total
kollestrol, insiilin gibi ¢esitli belirte¢ler ile dogrudan iliskili oldugu goriilmektedir
(Barbato ve ark., 2009). SERPINEI1, yaslanmayla baglantil1 olan diyabet, inflamasyon
ve obezite de dahil olmak iizere c¢esitli hastaliklar da yiiksek diizeyde
gozlemlenmektedir (Eren ve ark., 2014; Mortensen ve ark., 2010). Ayrica SERPINEI,
bagimsiz olarak obezite, BMI, i¢ organ yaglanmasi, serumdaki TG diizeyi ve karaciger
yaglanmasi dahil olmak iizere ¢esitli sonuglarla da baglantilidir (Eren ve ark., 2014;
Estellés ve ark., 2001; Lindeman ve ark., 2007; Barbato ve ark., 2009).

Cogu yasa bagl hastaliklar bozulmus fibrinolitik sistem ile iligkilidir ve ayrica
replikatif yaglilik ile yaslanma (homeostasis ve artmis hassasiyet) ile de baglantisi vardir
(Eren ve ark., 2014). Fibrinolitik aktivite yasa bagl olarak azalmaktadir ve bununla
birlikte SERPINEL diizeyi yasa bagl olarak artar (Abbate ve ark., 1993; Meade ve ark.,
1979; Aillaud ve ark., 1986). BubR1™" farelerinde yasa baglantili olarak gerceklesen
Omriin kisalmasi, katarakt, atardamar sertlesmesi gibi c¢esitli fenotiplerin strese olan
toleransi azalttig1 ve iyilesme siirecinde bozulmalar olusturdugu goriilmiistiir (Eren ve
ark., 2014; Baker ve ark., 2012). Ayrica insiilin benzeri biiylime faktorii baglanma
proteini-3’in (IGFBP3) ekspresyonunun olmasi; hiicreyi hipoksik kosul, H2O2 ve
doxorubicin-uyarimli yaslanma gibi ¢esitli yaslanma uyaranlarina karst olan tepkisini
arttirmaktadir. Yaslanmaya baslamis hiicrenin sentezledigi SERPINE1’in ortamdaki
varligi, IGFBP3’lin tPA tarafindan par¢alanmasina engel olmaktadir. Bu olusan
durumun yaslanma ile baglantili oldugu diistiniilmektedir (Eren ve ark., 2014; Elzi ve
ark., 2012).
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2.3.1.2.Fibrozis ve Yara Iyilesmesi

Memelilerin kan dolagiminda enzimatik bir sistemi yliriiten Plazminojen/plazmin
sistemi, fibrin yapilarinin degradasyonunu gerceklestirir. Ayrica bu sistem ile kan
dolasiminda olusan pihtinin ¢oziilmesi de saglanir. SERPINE1’in diizeyinin diismesi ile
birlikte olusan fibrinolizis, kanama komplikasyonlari ile iliskilendirilmistir (Lijnen,
2005). Ayrica yapilan bir ¢alismada; si¢anlardaki Serpinel diizeyinin yiikselmesi ile
derin ven trombozu (DVT) olusumunda Onemli rol dstlendigi gosterilmistir.
Sicanlardaki bu tikanikligin olugsma evrelerine bakildiginda; tikanikligin tamamlanmasi
sirasinda gittikgce artan TGF-f ve ¢ok daha yiiksek ekspresyon gosteren SERPINE1’in
yiiksek ekspresyon gosterdigi goriilmektedir (Mo ve ark., 2015). Ayrica damar iginde
olusan DVT’nin ¢oziilmesi, damar duvarmin yeniden olusumunu etkiler. Tromboz
olusumundan sonra damar duvarinin yeniden olusumu, pro-fibrotik biiyltime faktorii,
kollajen birikimi, MMP’lerin aktivasyonu ve ekspresyonunu gibi ¢esitli faktorlerin
etkisini igerir. Plazmin, DVT igin tepki veren birincil fibrinolitik enzimdir. Pro-kollajen
I ve Il gen ekspresyonlart SERPINEI diizeyini arttirir (Mo ve ark., 2015; Baldwin ve
ark., 2012).

Doku yaralanmalarindan sonra tepki olarak yara iyilesmeleri i¢in yara onarim
programlar1 devreye girer. Bu programda aktiflenen proteinlerden bir tanesi de
SERPINE1 dir ve onarim durumunda non-proteolitik (Milenkovic ve ark., 2017) etkide
onemli role sahip olmaktadir. Bu iyilesme siirecinde belirgin olarak periselliiler
proteoliziz ve matriks yapisinin yeniden modellenmesi goze c¢arpar. Durumu kontol
eden genlerde Serin proteazlar, Matriks metalloprotenazlar ve bunlarin inhibitérleridir
(Serin proteazlar icin SERPIN’ler ve MMP’ler i¢in TIMP’ler). Hemeostasis
bozuldugunda ve bu durumu tekrar denge haline geltirmek igin SERPINE1 ve
vitronektin trombositlerin alfa- graniillerden serbest birakilirlar. Bu durumda bir fibrin
piht1 olusumuna tesfik ederler ve gecici bir matriks olusturulmus olur. Sonug olarak bu
akis doku onariminin bir pargast olan hiicre migrasyonu ve proliferasyonu
kolaylastirmakta ve ayni zamanda kollajenlerin yeniden yapilandirilmasini

saglamaktadir (Simone ve ark., 2014).
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2.3.1.3.Rejenerasyon ve Yeniden doku olusumu

Plazminojen Aktivatér (PA) sistemi, yumurtanin olusum donemleri,
embriyogenesis, gibi ¢esitli donemlerde 6nemli rol oynamaktadir. Farelerde yapilan bir
calismada SERPINEI’in, dokuya bagl olarak siki denetim yaptig1 ovaryum, uterus ve
plesenta gibi Onemli noktalar da tekrar doku olusumunun gergeklestirebilecegi
gosterilmistir. Olusan plasenta’nin ortadan kaldirthp tekrar olusturuldugu bu
rejenerasyon yeteneginin siki bir sekilde SERPINEI ve SERPINE2 tarafindan
denetlendigi goriilmektedir (Chern ve ark., 2010).

Zebra baliklarinin hasara ugragmis kalpleri {izerinde yapilan bir ¢alismada iki
onemli endokardiyal molekiil olan Notch (sinyalizasyonu) ve SERPINE1 degerleri
bakilmis ve yiiksek ekspresyonlart bulunmustur. Notch sinyalizasyonu kalpteki
proliferasyon, gen ekspresyonlarmin diizenlenmesi ve endokardiyum hiicrelerin
olgunlasmasinda O6nemli bir noktadir. Serpinel’in ise endokardiyal olgunlagma,
proliferasyon ve kardiyomiyosit proliferasyonunu kontrol ettigi goriiliir. Disaridan gelen
bir etkiyle hasar olusan bdliimiin, erken evrelerinde Serpinel molekiilleri
gozlemlenmekte ve endotel hiicrelerdeki rolii proliferasyon ve apoptoz {iizerine

olmaktadir (Miinch ve ark., 2017).
2.3.2. Patolojik Durumlar

2.3.2.1. Agirhk Artis1 le Tliskisi

Obezite, asir1 viicut yaglanmasi ile karakterize edilmektedir (Alessi ve Juhan-
Vague, 2006). SERPINE1’in plazmadaki diizeyinin artisi, obezite ile de yapilan
calismalarla iliskilendirilmistir (Lindeman ve ark., 2007; Skurk ve Hauner, 2004; Alessi
ve Juhan-Vague, 2006). Bireyler iizerinde yapilan bir galismada, SERPINE1’in i¢ organ
yaglanmasi ile giiclii bir iligkisi oldugu bulunmakta ve i¢ organlara bagl yaglanmanin
SERPINEL1 diizeyini arttirmasi ile baglantili oldugu goriilmektedir (Lindeman ve ark.,
2007; Carratala ve ark., 2018). Hiperlipidemik si¢anlarda, SERPINE1’in aktivitesi
artmistir ve fibrinolitik sistemin bozuldugu goriilmektedir (Deng ve ark., 2017).
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2.3.2.2.Noronal Hiicre Kayiplar:

Bakteriyel bir serin-proteaz olan Yiiksek sicakliga duyarli antijen 1 (HtrAl)’in,
beyin gelisiminde aktif olan isleme/boliinme sirasinda artis1 goriilmektedir. Yapilan bir
calismada, SERPINE1’in bulundugu boélgedeki diizeyinin azalmasindan once HtrAl
proteinin ¢ok yiiksek ekspresyonu oldugu belirtilmistir. HtrA1’in proteolitik aktivitesi
bloke edildigi zaman SERPINE1’in mRNA diizeyinde artis olurken ciddi derecede
noronal hiicre Oliimleri meydana gelmistir Yetiskin beyinlerde goriintiilenen diistik
diizey TGF-P sinyalizasyonunun beyin hasarina (Vivien ve Ali, 2006) neden oldugu
goriilmiistiir. Yapilan calismada ise, yetiskin beyinlerde HtrA1’in ¢ok yiiksek mRNA ya
da protein ekspresyonunun olmasi sonucunda TGF-f baglantili SERPINE1 uyarimi
olusmustur (Sekil6). TGF-B’nin merkezi sinir sistemi igerisinde baz1 zit etkilere sahip

oldugu rapor edilmistir (Launay ve ark., 2008).

TGF-§ PAL1 tPA
i -2l _"nm—’

= ¥ simyal trite
4 Hoal

<

= = Neronzl bnicre Zayasta kalmm

S
S &
= £
= <
<< =
HtrAT inhibitor .
NVP-LBG 976
gTomp g PAL FA O
=myval ~ TmRMNA sxsivice \,_

Norozal bocre oloma

Sekil 6: HtrAl’e bagh olarak gerceklesen TGF-B sinyalizasyonu iizerinden PAI-1’1n
noronal hiicre kayb1 iliskisi. HtrAl’in bloke edilmesi 1ile birlikte TGFp
sinyalizasyonunda yliksek sinyalizasyon gorilir. HtrAl ve TGFB {iizerinden
reglilasyonu olan PAI-1’in bu sekilde gosterildigi iizere TGFB’nin ylikselmesi ile
birlikte PAI-1’in de ylikselmesi ve buna bagli olarak ortamdaki yiiksek PAI-1’lerin tPA
aktivitesini azaltmaya baslar. Bu durum sonucunda ndéronal hiicre 6limii gerceklesir.
Diger normal kosulda ise ndronal hiicrenin yasam dongiisiinde énemli bir yeri oldugu

goriilmektedir (Launay ve ark., 2008).
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2.3.2.3.Diyabet ve Insiilin Direnci

Koroner Kalp Hastaliginin (CHD) gelismesinde koagiilasyon faktorlerinin
onemli bir yeri vardir. Bu nedenle de koagiilasyon ve fibrinolitik fonksiyonlar da
meydana gelen degisiklikler CHD igin giiclii bir belirleyicilige sahip olmaktadir. Tip 2
diyabet hastalarinin SERPINE1 ekspresyonuna bakildiginda koroner kalp hastaligi olan
hastalara kiyasla atardamar igerisinde daha yiiksek oranda oldugu tespit edilmistir
bulunmustur (Mortensen ve ark., 2010; Pandolfi ve ark., 2001). Kronik inflamatuar ve
pro-koagiilant ile iligkili olan kardiyovaskiiler hastaligin yiiksek riski iizerinden
karakterize edilen ailesel kombine hiperlimidemi (FCH) hastalarinda yapilan bir
calismada, insiilin direnci olan FCH hastalarinin SERPINE1 diizeyleri insiilin direnci
olmayan FCH hasta grubuna goére anlamli derecede yiiksek c¢ikmistir. Kan igerisinde
bulunan insiilin, Homeostaz model degerlendirmesi (HOMA), glukoz ve SERPINE1
diizeylerinde anlamli artis gozlemlenmistir. Ayrica Insiilin direnci ile pozitif bir
korelasyon oldugu gosterilmistir (Carratala ve ark., 2018). Hiperglisemi, vaskiiler
endotel hiicreler igerisinde SERPINE1 ekspresyonunu gelistirmektedir (Makino ve ark.,
2016). Metabolik sendrom (MetS) ve Tip Il diyabet (T2DM) hastalarda, MetS- pre-
diyabetik grup hastalarina gore; plazma icerisinde SERPINE1 ve MMP9’un 6nemli
Olgtideki yiiksek miktart oldugu goriilmiistiir (Akour ve ark., 2018). T2DM hastalari
tizerinde yapilan baska bir ¢alismada insiilin analogu olan Detemir’in kullanilmasi ile

SERPINEZY’in diizeyinde anlamli bir azalma gézlemlenmistir (Makino ve ark., 2016).

2.3.2.4 Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kan icerisinde artan SERPINE1 miktari, koroner arter hastalifi, kalp krizi,
serebrovaskiiler, ateroskleroz gibi cesitli hastaliklara sebep olmaktadir (Milenkovic ve
ark., 2017; Pandolfi ve ark., 2001). Yapilan ¢alismada, SERPINE1’in artmasiyla
beraber bozulmus olan fibrinolizis’in obez bireylerde kardiyovaskiiler hastalik riskini
arttirabildigi gosterilmistir (Lindeman ve ark., 2007; Kohler ve Grant, 2000). 2017 de
T2DM bireyleri lizerinde yapilan bir c¢alismada, perikardiyal yaglanmasi bulunan
kisilerde SERPINEI1 diizeylerinin anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir ve
hastalarin aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik (ASCVD) risk durumu da tespit

edilmistir. SERPINEL; perikardiyal yaglanma, Insiilin direncinin homeostatik model
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degerlendirmesi (HOMA-IR) ile pozitif bir korelasyonu bulunmustur (Bayomy ve ark.,
2017).

2.3.2.5.Alzheimer ile Iliskisi

Alzheimer, yashi bireylerde demans ve biligsel gerilemeye sebep olan bir
hastaliktir. Ayrica amiloid-p (AP) plaklarinin ekstraseliiler igerisindeki artimi goze
carpmaktadir. Yapilan bir calismada tPA aktivitesinin hipokampus ve amigdala
bolgelerinde azaldigi goriilmiistiir. Bu azalma PAI-1’in tPA’nin inhibisyonunu
saglamasi lizerinden olusmustur. Ayrica PAI-1’in tPA-plazmin sistemini inhibe ederek

AP tortularinin birikimini kolaylastirdigi ile gosterilmistir (Melchor ve ark., 2003).

2.3.2.6.Depresyonla iliskisi

Depresif bozukluklar; T2DM, obezite, ve MetS gibi ¢esitli hastaliklarla yakindan
iliskilidir. Depresif semptom gosteren hastalarda; plazma trombomodulin, SERPINE1
ve fibrinojen diizeylerinde 6nemli artis olusturmustur (Gorska-Ciebiada ve ark., 2016).
Ayrica depresif semptomlar, D-dimer, SERPINE1 ve fibrinojen diizeyinde artis1 ile
iligkilidir (Geiser ve ark., 2008; Nemeroff ve Musselman, 2000). Stres ve depresyon
sirasinda SERPINE1 diizeyleri artis gosterirken tPA diizeylerinde diislis meydana
geldigi belirtilmistir (Tsai, 2017).

2.3.2.7 Kanser ile Tliskisi

Kolerektal kanser hastalari {izerinde yapilan c¢alismalar sonucunda, timorlii
dokuda SERPINE1 mRNA diizeyinin yiiksek oldugu belirtilmistir (Pavon ve ark.,
2015). SERPINE1’in melanoma hiicre hatlarin da (WM?793, 1205Lu ve WM278) giiclii
sekilde yliksek ekspresyonu olmaktadir. Ayn1 zamanda SERPINE1’in ekspresyonunun
bir siRNA tarafindan bloke edilmesi, melanoma hiicre hatlarinda ki migrasyon ve
invazyon iizerinde TGF-B’nin etkisini %60 oranla inhibe etmektedir (Humbert ve
Lebrun, 2013; Wu ve ark., 2019).

Yapilan ¢aligmalarda agresif meme kanseri iizerinde SERPINE1’in belirleyici
bir rolii oldugu bilinmektedir (Mérkl ve ark., 2017). SNAI1 ve SERPINE1 kansere
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hiicrelerinde ¢ok yiiksek oranda ekspresyonlar1 olurken kanserli hiicre migrasyonunada
etki ederler. SNAIL’in fonksiyonal olarak bloke edilmesi E-kaderin mRNA’sinin re-
ekspresyonuna ve SERPINEI’in azalmasina sebep olmaktadir. Bu durumda hiicreler
kolektif bir gb¢ yaparlar. SNAI1’1 ekspresyonunu yapan ana hiicrelere bakildiginda, E-
kaderinin azaldigi ve SERPINE1’in artis1 ile sonuglanirken migrasyon yapan hiicrelerin

tek tek gog ettigi goriilmiistiir (Fabre-Guillevin ve ark., 2008).

Mide Kanserinde, 368 hasta iizerinde prognostik role sahip olan genlerin hasta
yasam siireleri ile baglantilarina bakilmistir ve SERPINEI’inde aralarinda bulundugu 6
genin riskli prognostik gen oldugu tanimlanmistir (Liu ve ark., 2018). Bas ve boyun
kanserine sahip hastalarin biyopsi Orneklerinde prognostik bir marker olan
SERPINE1’in yiiksek diizeyine sahip olan hastalarda (orta diizey ve diisiik diizey
olanlarla kiyaslandiginda) kisa progresyonsuz sag kalimi olusturdugu goriilmiistiir.
Yiiksek SERPINE1 diizeyine sahip hastalarda, diger gruplara nazaran hayatta kalim
siirelerinin diismektedir. Tedavi sonrasinda kanserin niiks etmesi ile SERPINEI

diizeyinin yiiksekligi ile aralarinda 6nemli bir iliski vardir (Pavon ve ark., 2015).

2.4.Juniperus tiirlerinin Tip Alaninda Kullanim

Tibbi bitkiler, ¢esitli hastaliklar i¢in alternatif terapi yolu saglamaktadir (Tsai ve
ark., 2018). Melekotu, Likenler, Ardi¢ gibi bitkilerin, alternatif terapi olarak kanser
tizerine etkisi gosterilmistir (Tsai ve ark., 2018; Lin ve ark., 2013; Lantto ve ark., 2016;
Emsen ve ark., 2016; Vasilijevi¢ ve ark., 2018). Ardig bitkisi, bas agrisi, soguk alginligi,
jinekolojik hastaliklar, sindirim ve kanser gibi ¢esitli hastaliklar tizerinde alternatif
tedavi olarak denenmis ve farkli ardi¢ tiirlerinin c¢esitli kanser hastalar1 {izerinde
sitotoksik etkisi gozlemlenmistir (Vasilijevi¢ ve ark., 2018; Leporatti ve lvancheva,
2003; Barrero ve ark., 2004; Yaglioglu ve Eser, 2017). Ayrica gesitli ardi¢ tiirlerinin
antioksidan, anti-inflamasyon ve anti-mikrobiyal aktivite O6zellikleri belirtilmistir
(Vasilijevi¢ ve ark., 2018; Carpenter ve ark., 2012; Glis¢ ve ark., 2007; Lesjak ve ark.,
2011; Orhan ve ark., 2011b). Ornegin Juniperus communis tiiriinden elde edilen
ekstraktlar, glioblastoma hiicrelerinde 60 pg /ml oraninda kullaniminin hiicre
dongiisiinii durdurdugu goriilmiistiir. Bu dongiiniin durdurulmasi, doza ve zamana bagl
olarak degisim goOstermistir. Ayrica yapilan western blot calismasinda, p53, p21 gibi

timor baskilayict genlerin ekspresyonunu yiikseltirken ayni zamanda Rb, CDK2,
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CDK4, siklin A, siklin B1, ve siklin D1 gibi hiicre dongiisii kontrol noktasi
proteinlerinin de ekspresyonlarini inhibe etmistir. Bu durumda G1-S fazi aras1 kontrol
noktasiin inhibisyonu {izerinden durdurulmus olmaktadir. F344 sican modelinde,
Juniperus communis (JCo) tiiriiniin glioblastomalarin tedavisinde kullaniminin anlaml
Olgiide glioblasyoma boyutlarinda kiigiilme gozlemlenmistir (Tsai ve ark., 2018).
C57/BL6 farelerinde yapilan bir c¢alismada, (ug/ml) JCo’nun B16/F10 melanoma
hiicrelerininde apoptosis iizerinden timor hiicrelerinin 6liimiinii baglattigr gortiliir.
JCo’nun VEGR/VEGFR1/VEGFR2, MMP9, MMP2 gibi sinyal yolunu inhibe
etmektedir (30, 60, 90 pg/ml) (Gao ve ark., 2019).

2.4.1. Ardi¢ Katram (Juniperus oxycedrus Tar)

Juniperus oxycedrus ismi ile bilinen ardi¢ katrani, J. oxycedrus agacindan elde
edilen ugucu bir yagdir. Ayrica yanici bir materyaldir ve oksitleyici malzemeler ile
reaksiyona girebilmektedir. Genellikle Juniper tiirii, kuzey Amerika, Asya ve Avrupa da
olmak iizere kisa boylu ve calilik seklinde yayilmistir. Ayrica Tiirkiye (TUMEN ve
HAFIZOGLU, 2003) igerisinde farkli bolgelerde gesitli ardig tiirii yetismesiyle birlikte
Ozellikle Juniperus oxycedrus tiiriiniin genis bir yayihim (Giilsoy ve Civga, 2016;
Giilsoy ve Ozkan, 2013) alan1 bulunmaktadir. Ayrica Katran, geleneksel ydntemler
kullanilarak elde edilmektedir (Ar1 ve ark., 2014) (Resim 1). Eter, kloroform, amil alkol
gibi cgesitli ¢oziiciilerde ¢oziinlirken su igerisinde belli belirsiz ya da ¢ok az oranda
¢oziinmektedir. Ayrica 1:20 oraninda konulan katran su karigimimnin sonucu asidik bir

yap1 ortaya ¢ikar (ANDERSEN, 2001; Vasilijevi¢ ve ark., 2018).

Resim 1: Ardig katrani, Otmanlar koylinden (Koycegiz/Mugla) katran ¢ikartilmasi.
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Ardi¢ katrani, sedef hastaligi, kepek, egzama ve bazi deri hastaliginda kasinti
Onleyici ilag olarak kullanilmistir. Ayrica Ardi¢ yagi, yanik ve yara iyilesme siiresini
daha da kisaltmaktadir (ANDERSEN, 2001). Ardi¢ katraninin geng yetiskin si¢anlarda
akut oral dozunun LDso oranin1 6550-9770 mg/kg olarak belirlemistir. Ayrica toksik
etkileri icerisinde depresyon ve mide-bagirsak sistemin tahrisi gézlemlenmistir (Jenner
ve ark., 1964; ANDERSEN, 2001). Seyreltilmemis ardi¢ katraninin tiiysiiz fareler ve
tavsanlarin derileri iizerinde denenmis ve deri tahribatina sebep oldugu goriillmemistir.
Hastalarin derilerinden alinan biyopsi sonuglar1 ve fare derilerinde denenen ardig
katrani, komiir katrani bilesenlerinin iizerinde yapilan bazi deney sonuclarinda
karsinogenik DNA hasarin1 uyardigi goriilmiistiir (Schoket ve ark., 1990; ANDERSEN,
2001).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan kimyasallar ve cihazlar asagida yer almaktadir.

3.1. Kimyasal Maddeler

V V.V V V VYV VY

Dimethyl Sulfoxide (DMSO/BIOMATIK)
D-Galaktoz (SIGMA)

Dnaz, Rnaz Reagent (AMBRD DOGA BILIMLERI)
Ketamin (PFIZER/50mg/ml)

Ksilazin (ALFASAN/20ng/1ml)

PBS (SIGMA)

Serum Fizyolojik (BIOFLEKS)

3.2. Cihazlar

vV V. V V V V VYV V

Hassas Tartt (RADWAG/AS 220.R2)

Terazi (RADWAG/AS220/C/2)

Homojenizatér (ISOLAB/62L1L001)

Santrifiij (BECKMAN COULTER/Allegra X-30R Centrifuge)
Plate okuyucu (BIOTEK/ELx800)

Isitici-Karistiric1 (ISOTEX)

Distile Su Cihaz1 (Thermo Scientific)

Plate yikama cihaz1 (BIOTEK/ELx50)

3.1. MTT Analizi

Hiicre canlilik testi igin sar1 tetrazolium MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) kullanildi. Yeterli biiyiime gosteren hiicre kiiltiirii
flasklarindan, tripsin-EDTA yardimi ile hiicreler kaldirildi. 1300 rpm’de oda
sicakliginda 5 dk santrifiij edilip, pellet 4 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) i¢inde siispanse edildi. Hiicre soliisyonunda 6lii hiicreleri boyayan, canli

hiicreler iizerine etki gdstermeyen tripan mavisi boyasi kullanilarak Thoma Laminda
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hiicre sayim1 gergeklestirildi. Hiicre konsantrasyonlar: 1x10 5 hiicre/ml olacak sekilde
ayarlandi. Ardindan 96 kuyucuklu platede her bir kuyuya 90 pl olacak sekilde hiicre
ekimi gerceklestirildi. 1 gece 37 o C % 5 karbondioksitli etiivde inkiibe edilerek
hiicrelerin kuyucuklara yapismasi saglandi. Ardi¢ katrami i¢in: 1:10 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560, 1:5120 oranlarda % 0.1 DMSO-DMEM ile
seyreltilerek hazirlanan 6rnekler kuyucuklara 10’ar pl olacak sekilde verildi. Kontrol
grubu olarak, 10 pl % 0.1 DMSO-DMEM verilip, 3 tekrarli olacak sekilde 96
kuyucuklu tabakta hazirlandi. Deney ve kontrol grubu ayni sartlar altinda 48 saat inkiibe
edildi.

3.2.Gruplarin Hazirlanmasi

Calismamizda, her grupta 8 adet olacak sekilde toplam 40 adet Wistar albino disi
sican kullanildi. Kontrol grubu higbir islem gormemis si¢anlardan olusmaktadir
(Tablo 1).

Ardi¢ katran1 olan grup i¢in; ardi¢ katran1  Otmanlar koyiinden
(Koycegiz/Mugla) temin edildi. Ardig¢ katran1 1:80 oraninda olacak sekilde DMSO ile
¢ozildi. Olusturulan bu stoktan 0.4 mL alinarak 19.6 mL DMSO ile seyreltildi ve 1 ml
subkutan (s.c.) olarak verildi (Katranin son konsantrasyonu: 0.25 pl olacak sekilde

ayarlandi. Ayrica DMSO’nun son konsantrasyonu %98’dir).

D-gal grubu i¢in; D-galaktoz 150 mg/kg/giin seklinde s.c. olarak uygulandi.
(DMSO’nun son konsantrasyonu %92°dir).

DMSO grubu i¢in; DMSO dozu diger gruplarda kullanilan en yiiksek doz olarak
belirlendi. Son konsantrasyonu %98 DMSO + 0.25 pl/ml serum fizyolojik igerecek

sekilde ayarlandi ve 1ml s.c. olarak sicanlara uygulandi.

3.3.Deney Gruplar

Calismamizda her grupta 8 adet olacak sekilde 40 adet 16 haftalik 200-250 gr disi,
Wistar Albino si¢anlar kullanildi, ad-libitum olarak uygulandi. Calisma igin deney

hayvanlar;; USKUDAB biinyesinde yer alan Uskiidar Universitesi Hayvan Deneyleri
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Yerel Etil Kurulu (UU-HADYEK) tarafindan 17.12.2018 tarih ve 2018-24 sayili karar

ile etik kurul onay1 alinmistir.
Deney hayvanlari 5 gruba ayrildi. Deney siiresi 8 hafta olarak belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1: Deney gruplari.

GRUP GRUP UYGULANANAN | DOZ UYGULAMA
ISMI KIMYASAL
Grup | Kontrol - - -
Grup Il D-gal D-gal 150mg/kg (s.c)
Grup Il | Katran Katran 0.25 pul
s.C.
Grup IV | D-gal D-gal 150mg/kg
+ + + s.C.
Katran Katran 0.25 pul
GrupV | DMSO DMSO (%98 DMSO) s.C.

3.4.0rneklerinin Hazirlanmasi

8 hafta siiren deney siiresi sonrasinda siganlar bir gece a¢ birakildi. Ketamin (80
mg/kg (intraperitoneal (i.p)) ve Ksilezin (10 mg/kg (i.p.) uygulanarak anestezi altina
alindi. Perfiizyon teknigi ile fizyolojik enjekiyonu yapilarak dokular kandan armndirildi
ve karn i¢i yag dokulari, Dnaz ve Rnaz reagent igeren 2 ml ependorflar igerisine alindi.
Dokular +4°C’de muhafaza edildi. Siganlarin kanlar1 sitrat igeren tiiplere alinarak +4

°C, 1000 x g’de 15 dk santrifiij edildi. Elde edilen plazmalar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.5.Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Dnaz ve Rnaz reagent igerisinde olan yag dokusu, 1:9 oraninda fosfat tamponu
(PBS) ile homojenite edili. Elde edilen homojenat, 5000xg’de 5 dk +4°C’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi alindi ve. SERPINE1 diizeyleri 6l¢timii

yapilincaya kadar -20°C de muhafaza edildi.
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3.6.Plazmada SERPINE1 Diizeyinin Olgiilmesi

Deney hayvanlarindan alinan plazma ornekleri, ELISA-Kit-for-Plasminogen-
Activator-Inhibitor-1-(PAI1)-SEA532Ra PAI-1 miktar tayin kiti kullanilarak analiz

edildi. Orneklerin analizi igin izlenilen yol asagidaki gibidir:

1- Reaktiflerin hazirlanmasi

a.
b.
C.
d.

€.

Standart ¢Ozeltinin hazirlanmasi

Dilisyonlarin yapilmasi (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0 ng/mL.)
Tespit reaktifi A ve Tespit reaktifi B’nin hazirlanmasi

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

TMB substratinin hazirlanmasi

2- Standart ya da 6rnekler her kuyu i¢in 100 pL olarak eklendi ve 1 saat 37 °C’de
inkiibe edildi.

3- Kuyulardan sivilar alindi. 100 pL Tespit reaktifi A eklendi ve 1 saat 37 °C’de
inkiibe edildi.

4-  Aspire edilerek 3 kere yikama yapildi.
5- 100 pL Tespit reaktifi B eklendi ve 30 dk saat 37 °C’de inkiibe edildi.

6- Aspire edilerek 5 kere yikama yapildi.
7- 90 pL Substrat soliisyonu eklendi ve 20 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

8- 50 pL durdurma soliisyonu eklenir. 450 nm’de hemen okumasi gerceklestirilerek

sonuglar hesaplandi

3.7.Yag Dokusunda SERPINE1 Diizeyinin Ol¢iilmesi

Hazirlanan doku homojenatlari, E-EL-R0744-Elabscience PAI-1 miktar tayin Kiti

kullanilarak analiz edildi. Orneklerin analizi i¢in izlenilen yol asagidaki gibidir:

1- Reaktiflerin hazirlanmasi

>

vV V VYV V

Yikama tamponu hazirlanmasi

Standart calisilacak ¢6zeltinin hazirlanmasi

Dilisyonlarin yapilmasi (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0 ng/mL.)
Biyotinlenmis Tespit Ab ¢alisma soliisyonu hazirlanmasi

Konsantre edilmis HRP konjugati ¢aligma soliisyonu hazirlanmasi
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2- Standart ya da o6rnekler her kuyu i¢in 100 pL olarak eklendi ve 90 dk 37 °C’de
inkiibe edildi.

3- Kuyulardan sivilar alindi. 100 uL Biyotinlenmis Tespit Ab eklendi ve 1 saat 37
°C’de inkiibe edildi.

4- Aspire edilerek 3 kere yikama yapildi.

5- 100 uL HRP konjugati eklendi ve 30 dk saat 37 °C’de inkiibe edildi.

6- Aspire edilerek 5 kere yikama yapildi.

7- 90 uL Substrat reaktifi eklendi ve 15 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

8- 50 pL durdurma soliisyonu eklenir. 450 nm’de hemen okumasi gerceklestirilerek

sonuglar hesapland1

3.8.istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 22.0 (Statistical Package for Social Sciences Inc, IL,
USA) versiyonu kullanildi. 5 grubun birbiri ile yem, su, agirlik tiiketimleri ve
SERPINE1 diizeylerinin analizlerinin  karsilastirilmasi ANOVA-Tukey analizi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki istatiksel analizde p < 0.05 anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

MTT analizi sonucu; ardi¢ katraninin 1:80 oranindaki dozu uygulanilmaya kabul
edilmistir. Bulgularin daha iyi yorumlanabilmesi i¢in; gruplar arasi yem, su, agirlik
tartim1 ve gruplarin plazma ve dokulardaki SERPINE1 diizeyinin 6l¢limleri iki boliime

ayrilarak sunulmustur.

4.1. Gruplar Arasi Agirhk, Yem ve Su Tiiketimleri

Belirlenen gruplarin 8 haftalik deney sonucuna gore; agirlik, yem ve su
tiketimlerinin sonuglart asagida yer alan Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3’de

gosterilmistir. p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.

250,007
—_1
1
200,00
=y
2 450,00+
=
=
pL=: ]
=T
100,00
50,007
T T
Hartrol D-galaktoz Katran D-galaktoz+Katran DMSD

Gruplar

Grafik 1: Gruplarin 8 haftalik agirlik dlciimlerinin karsilastirilmasi. Istatistiksel olarak
gruplar arasinda anlamli bir sonug saptanmamistir (p>0.05).
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Grafik 2: Gruplarm 8 haftalik su tiiketimi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml
bir sonug saptanmustir (p<0.05).
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Grafik 3: Gruplarin 8 haftalik yem tiiketimi. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli
bir sonug saptanmamustir (p>0.05).



4.1.1. Kontrol Grubu ile Diger Gruplarin Yem - Su ve Agirhk Karsilastiriimasi:

4.1.1.1. Kontrol ile D-galaktoz grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki agirlik, yem ve su anlamliligi Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3
de gosterilmistir. D-Galaktoz verilen grupta kontrole gore agirlik bakimindan
istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma goriilmiistiir (0.998>0.05). Ayrica D-
galaktoz grubunun yem tiiketimi kontrole gore fazladir (0.960>0.05). Ayrica D-galaktoz
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmasa da su tiiketimi bakimindan artis gosterdigi
gozlenmistir (0.152>0.05).

4.1.1.2. Kontrol ile katran grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
Katran grubu kontrol grubuna kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
yem tiiketimi bakimindan artis gozlenmistir (0.906>0.05). Ayrica agirlik artisi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmemistir (0.960>0.05).

Aksine su tiiketiminde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (0.000<0.05).

4.1.1.3. Kontrol ile D-gal+Katran grubunun karsilastiriimasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
D-gal+Katran grubunda kontrol grubuna gore agirlik bakimindan azalis (0.815>0.05)
ve yem tiiketimi bakimindan istatistiksel olmasa da bir artis gézlenmistir (0.911>0.05).
Bununla birlikte D-gal+Katran grubunun daha fazla su tiikettigi goriilmiis ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (0.000<0.05).

4.1.1.4. Kontrol ile DMSO grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da DMSO grubunda agirlik artis1 kontrol grubuna
gore azaldig1 (0.883>0.05) yem tiiketiminde ise bir degisiklik olmadigi goriilmektedir
(1.000>0.05). Ayrica DMSO grubunun su tiikketiminde istatistiksel olarak anlamli bir
artis oldugu gorilmiistiir (0.005<0.05).
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4.1.2. D-galaktoz ile diger gruplarin karsilastirilmasi

4.1.2.1. D-galaktoz ile Katran grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da katran grubunun agirliginin D-galaktoz grubuna
gore azaldigi (0.995>0.05) ve yem bakimindan ise bir degisiklik olmadig
goriilmektedir (1.000>0.05). Ayrica katran grubunun su tiiketiminin istatistiksel olarak

anlamli bir artis oldugu bulunmustur (0.022<0.05).

4.1.2.2. D-galaktoz ile D-gal+Katran grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da D-gal+katran grubunun agirlik bakimindan
D-galaktoz grubuna gore azaldigi (0.931>0.05) yem bakimindan ise degisiklik olmadigi
goriilmistiir (1.000>0.05). D-gal+katran grubunda su tiiketiminde istatistiksel olarak
anlaml1 bir artis goriilmiistiir (0.009<0.05).

4.1.2.3. D-galaktoz ile DMSO grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
DMSO grubu, D-galaktoz grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa
yem tiikketimi (0.990>0.05) ve kilo da azalmanin oldugu goriilmektedir (0.967>0.05).
DMSO grubunun su tiiketimine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
artig oldugu gorillmiistiir (0.618>0.05).

4.1.3. Katran ile diger gruplarin karsilastirilmasi

4.1.3.1. Katran ile D-gal+Katran grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 gosterilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da D-gal+Katran grubu, katran grubuna gore agirlik
bakimindan azalmis (0.994>0.05) ve yem bakimindan ise bir degisim gézlenmemistir
(1.000>0.05). D-gal+Katran grubunun su tiiketiminde, istatistiksel olarak anlamli

olmayan bir artis oldugu goriilmiistiir (0.996>0.05).
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4.1.3.2. Katran ile DMSO grubunun Kkarsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
DMSO grubu katran grubu ile karsilastirildiginda; yem tliketimine gore azalma
(0.963>0.05) ve agirlik bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir degisim gdstermedigi
goriilmistir (0.999>0.05). DMSO grubu, istatistiksel olarak bakildiginda su

tiiketiminde anlamli olmayan bir azalma oldugu bulunmustur (0.398>0.05).

4.1.4. D-gal+Katran ile diger gruplarin karsilastiriimasi

4.1.4.1. D-gal+Katran ile DMSO grubunun karsilastirilmasi

Gruplar arasindaki anlamlilik Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3 de gosterilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da DMSO grubunun agirbk bakimindan D-
gal+Katran grubuna gore degisim gostermedigi (1.000>0.05) ve yemi tiiketimlerinin
azaldigr goriilmistiir (0.966>0.05). Ayrica DMSO grubunun su tiiketiminin istatistiksel

olarak anlamli olmayan bir azalma oldugu goriilmistiir (0.222>0.05).
4.2. Plazma ve Dokudan SERPINE1 Miktarinn Ol¢iimii

4.2.1. Plazma SERPINE1-1 Diizeyinin Ol¢iimii

-20°C’den alman plazma o&rnekleri, ELISA-Kit-for-Plasminogen-Activator-
Inhibitor-1-(PAI1)-SEA532Ra kiti tarafindan SERPINEL diizeyi 6l¢iildii. Ornekler ¢ift
calisild.

D-galaktoz uygulanan grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli olmasa da plazma SERPINELl diizeyinde artis gozlenmistir (0.990>0.05)
(Grafik 4). DMSO grubunun DMSO oran fibrinolitik sistemi bozmus ve kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da SERPINEL diizeyinin yiikseldigi
goriilmistir (0.722>0.05). Bununla birlikte katran grubundaki SERPINEL diizeyi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda degerlerin birbirine ¢ok yakin oldugu
goriilmektedir  (1.000>0.05). Ayrica D-gal+katran grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir yiikselme gozlenmistir
(0.333>0.05).
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Katran grubu, DMSO grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
olmasa da SERPINE1 diizeyinin azaldigr goriilmiistiir (0.721>0.05). D-gal+katran
grubunda, yaslanma ve DMSO tarafindan gelen fibrinolitik dengenin bozulmasi sonucu
DMSO grubuna kiyasla daha yiiksek SERPINE1 diizeyleri gozlemlenmistir. Bu sonug
istatistiksel olarak anlaml1 degildir (0.961>0.05). Ozellikle bu grup i¢in kullanilan ardig
katran1 oranmin disiik kaldigi goriilmiistiir. Katran grubu D-gal+katran grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da SERPINEI1 diizeylerinde azalma
goriilmiistiir (0.333>0.05).

D-gal+katran grubu, D-gal grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
olmasa da SERPINE1 diizeylerinde yiikselis gozlemlenirken (0.597>0.05). Ayrica
katran grubu, D-gal grubu ile kiyaslandiginda anlamli olmasa da SERPINE1
diizeylerinde azalig (0.990>0.05) ve D-gal grubu DMSO grubu ile kiyaslandiginda

anlamli olmasa da bir azalma gozlenmistir (0.931>0.05).
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Grafik 4: Plazma SERPINEL diizeyleri.
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4.2.2. Yag Dokusunda SERPINE1-1 Diizeyinin Olgiilmesi

1:9 oraninda PBS ile homojenat haline getirilen karin i¢i yag dokulari, E-EL-
RO744-Elabscience PAI-1 miktar tayin kiti ile birlikte SERPINEL diizeyi olgiildii.
Ornekler cift calisildi.

D-galaktoz grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda, SERPINE1 diizeylerinin
artmis olmasi beklenirken azalma goériismistir (0.590>0.05) (Grafik 5). Katran
grubunun SERPINE1 diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise ayni sonuglari
gostermistir (1.000>0.05). Bu sonuglarla birlikte; katran grubunun DMSO grubu ile
kiyaslandiginda SERPINE1 diizeyleri anlamli olmasa da azalma gostermistir
(0.770>0.05). D-gal+katran grubu SERPINE1 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, kontrol grubu (0.993>0.05) ve katran grubuna goére azalmis (0.997>0.05), D-
galaktoz grubuna gore ise artmis oldugu gorilmistir (0.827>0.05). Ayrica D-
gal+katran grubu DMSO ile kiyaslandiginda anlamli olmasa da SERPINEI diizeyleri
azalig géstermistir (0.562>0.05).

DMSO grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa
da SERPINEI1 diizeylerinde artis gozlenmistir (0.805>0.05). Ayrica D-gal grubunun
SERPINEI1 diizeyleri DMSO grubu ile kiyaslandigin da istatistiksel olarak anlamli
olmasa da azalig gostermistir (0.107>0.05).

Plazma ve doku sonuglari birbiri ile karsilastirildiginda gruplar arast SERPINE1
diizeylerinde farkliliklar bulunmus ve kan ile dokular arasi SERPINEI1 diizeylerinin

farkl olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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Grafik 5: Karin i¢i yag dokusunda SERPINEL diizeyleri.
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5. TARTISMA

Iki ana grup altinda topladigimiz bulgularimiz1 literatiirde yapilan ¢alismalarla
irdeledik.

5.1.Gruplarin Agirhik, Yem ve Su Tiiketimleri Karsilastirilmasi

Yaslanma ile birlikte viicut kiitlesi degisimi ile birlikte yag dagilimi da degismeye
baslamaktadir. Yapilan ¢alismalarda yash siganlarda zaman gegtikge viicut agirliginda
artts olmaktadir (Fei ve ark., 2010). Ayrica SERPINE1’in plazmadaki diizeylerinin
artis1, obezite ile de yapilan ¢alismalarla iligkilendirilmistir (Lindeman ve ark., 2007;
Skurk ve Hauner, 2004; Alessi ve Juhan-Vague, 2006). Hiperlipidemik sic¢anlarda,
SERPINE1’in aktivitesi artmistir ve fibrinolitik sistemin bozuldugu goriilmektedir
(Deng ve ark., 2017). Calismamizda D-galaktoz ile taklit¢i yaslanma modeli olusturulan
sicanlarin agirlik artisinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma
oldugu gorilmiistir (p>0.05) (Grafik 1). Literatiirle zit diisen bu sonug; D-galaktozun,
kullanilan %92 DMSO orani iizerinden etkisinin azalmasi ile iliskilendirilmistir.
Bununla birlikte gruplar arasinda Yem ve agirlik bakimindan istatistiksel olarak bir
anlamlililk  bulunmamistir. Gruplarin su tiiketimlerine bakildiginda; D-gal+Katran,
Katran ve DMSO gruplarinin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis

goriismiistiir (p<0.05).

D-gal+katran diger gruplara gore en fazla su tiikketen gruptur. D-galaktoz ve katran
gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gortilmiistiir
(p<0.05). Ayrica Katran grubu, D-Galaktoz grubuna kiyasla anlamli derecede su
tilketmistir (p<0.05).

5.2.D-galaktoz Tarafindan olusturulan Yaslanma Modelinin SERPINE1 Uzerine
Etkisi

Yapilan calismalarda; D-galaktoz, Doxorubicin ve yaslanma-iliskili
B-galaktosidaz (SA-Bgal) ajanlarin kullanildigi yaslanma modelleri olusturulmaktadir
(Chang ve ark., 2017; Li ve ark., 2016; Cebe ve ark., 2014; Saleh ve ark., 2019).
D-galaktoz kullanimi, oksidatif strese bagl olarak yaslanmay1 tetiklemekte ve bellek
bozulmasina sebep olmaktadir (Ruan ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2010; Panda ve ark.,
2018; Campisi ve di Fagagna, 2007; Ji ve ark., 2017; Ghosh ve ark., 2016). Ayrica
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D-galaktoz, kendi metabolizmasi {izerinden ROT’larin olusturulmasina katkida
bulunmaktadir (Parameshwaran ve ark., 2010; Ji ve ark., 2017) ve ayrica D-galaktoz
asir1 miktarda tiiketildiginde norotoksiteye de neden olmaktadir (Panda ve ark., 2018).
Biz de ¢alismamizda, bu literatiirlerin 15181 altinda 150 mg/kg/giin olarak belirledigimiz
D-galaktoz dozu ile yaslanma modeli olusturduk.

3,6 ve 8 haftalik kl/kl fareleri {izerinde yapilan bir ¢alismada, farelerin
plazmalarindaki SERPINEI1 diizeylerinin yaslanmaya bagl olarak arttigr gozlemlenmis
ve bobrek, kalp, aort ve bobrek {iistii bezlerinde yiiksek miktarda mMRNA diizeyi
bulunmustur (Takeshita ve ark., 2002). Yapilan bir fare ¢alismasinda; yasl farelerin
kalp dokularinda, yaslanma sonucu yiiksek SERPINE1 ekspresyonu oldugu gortilmiistiir
(Oishi ve ark., 2011). Ayrica sponten hipertensif sican modelinde, yasli si¢anlarin
SERPINEL1 diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmaktadir. (Ghosh ve ark., 2016;
Chan ve ark., 2018). Literatiirde olusturulan taklit¢i yaslanma modelleri tizerinde
SERPINE1 diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmektedir. Literatiirde D-galaktoz
tizerinden olusturulan yaslanma modelinde SERPINEL diizeylerinin 6l¢iimiine dair bir

verl bulunmamaktadir.

D-galaktoz uygulanan Wistar siganlarda; bolgesel fibrosis bolgelerinin arttigi ve
bu fibrotik programin baglamasinda anahtar molekiil oldugu diisiiniilen TGF-f ve TNF-
a, diizeylerinde artis oldugu goriilmektedir (Saleh ve ark., 2019; Wei ve ark., 2017).
Ayrica bagka bir ¢alismada, D-galaktoz ile yaslandirilan sigan modelinde; TGF-p
tizerinden yaslanma uyarimli kollajen birikimi de gozlemlenmektedir (Chang ve ark.,
2019). Yaslanma modelleri baz alinarak, dzellikle TGF-f’nin SERPINE1 diizeylerinde
artig1 tetikledigi bilgileri ile birlikte D-galaktoz ile olusturulan yaslanma modeli
grubumuzun plazma SERPINE1 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da artis
oldugu gorilmistir (p>0.05) (Grafik 4). Kullanilan %92 DMSO ¢ozeltisinin de
fibrinolitik bozunmay1 destekleyebilecegi diisiiniilmektedir. Sonucglarimiz yapilan

benzer ¢alismalar ile uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda, D-galaktoz verilen grubun vyag dokusu incelendiginde,
SERPINE1 diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi goriilmektedir (Grafik 5).
SERPINEL diizeylerinin bu azalimi; %92 oraninda kullanilan DMSO’nun D-galaktoza
karsilik iyilestirici bir etkisi olabilir mi? sorusunu akla getirmektedir. TNF-a uyarimli

HAEC hiicreleri lizerinde yapilan bir ¢alismada; %0.1 ve %1 konsantrasyonu uygulanan
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DMSO’nun SERPINE]1 diizeyleri {lizerine bir etkisi olmadigin1 gostermektedir (Camici
ve Steffel, 2006).

Yapilan bagka bir ¢alismada, yasli Wistar siganlarin plazmalarinda ki SERPINEI1
diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Gen¢ yag hiicreleri ile
karsilastirildiginda; olgun yag hiicrelerindeki SERPINE1 mRNA ekspresyonunun
anlamli derecede ylikseldigi goriilmektedir. Ayrica yaslanma ile birlikte SERPINEI
MRNA diizeylerinin iki kat daha attig1 goriilmektedir. Bunlara kiyasla yash hayvanlarin
karacigerindeki SERPINE1 mRNA diizeyinde bir degisiklik olmadigi goriilmektedir.
Yasli ve yetiskin sicanlarin karaciger ve yag dokularindaki SERPINEI mRNA
diizeyleri karsilastirildiginda; yag dokusunun SERPINE1 mRNA diizeyinin karacigere
gore ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmektedir. Ayrica yetiskin siganlardaki olgun yag
hiicreleri ve stromal hiicrelerindeki SERPINE1 ekspresyonunun benzer oldugu
goriilmektedir. Yaslanma ile birlikte SERPINE1 mRNA diizeylerine bakildiginda, 24
aylik olan yash siganlarin yag hiicrelerinde ki SERPINE1 ekspresyonunun kontrol
grubuna gore ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir. (Serrano ve ark., 2009).

FBN (Brown Norway hybrid) tiirii siganlarda yapilan bir ¢alismada, 26 haftalik
disi sicanlardan elde edilen karin i¢i yaglarda SERPINEI ’in yiiksek ekspresyonu oldugu
goriilmektedir. Fakat erkek si¢anlarda bu karsilastirmada anlamli bir sonug elde
edilmemistir (Fei ve ark., 2010).

Yapilan bagka bir calismada, Omiir boyu kalori kisitlamali yemle beslenen yash
sicanlarda ve eski ad-libitum beslenmesi olan siganlarin i¢ organlarindaki yaglarda;
SERPINEL1 ekspresyonlarinin anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir (Einstein
ve ark., 2010).

Calismamiz literatiirle kiyaslandiginda; D-galaktoz uygulanan siganlarin; ig
yaglarinin kontrol grubuna kiyasla SERPINE1 diizeylerinde artis beklenmistir. Fakat
aksine bu sonuglarda istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma gdzlenmistir
(p>0.05) (Grafik 5). Bu sonu¢ doku fiizerinde DMSO’nun D-galaktoz iizerinden

tyilestirici bir etkisi oldugunu diistindiirmektedir.
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5.3.Ardi¢c Katram1 Uygulanan Grubun SERPINE1 Uzerine Etkisi

Ardig katran1 (Juniperus oxycedrus); eter, kloroform, amil alkol gibi ¢esitli
¢oOziiciilerde ¢oziliniirken su igerisinde belli belirsiz ya da ¢ok az oranda ¢oziinmektedir
(ANDERSEN, 2001; Vasilijevi¢ ve ark., 2018). DMSO, o6zellikle suda ¢oziinmeyen
kimyasallar i¢in siklikla ¢o6ziicii olarak kullanilmaktadir, ayrica serbest radikalleri
ortadan kaldirmasi (temizlemesi) bilinen bir etkisidir. (Huang ve ark., 2016; David,
1972). DMSO, kemoteropotik ilaglarin ¢oziiclisii olmasi disinda, hematopoetik
progenitdr hiicrelerin korunmasi i¢in ve kok hiicre transplantasyonu gibi ¢esitli
asamalarda kullanilmaktadir. Ayrica romatizma, gastrointestinal, akciger ve norolojik
pek ¢ok hastaligin tedavisi i¢in kullanilmakta ve anti-tiimor, anti-infllamatuar ve
antioksidan aktivitesi oldugu bilinmektedir. (Camici ve Steffel, 2006; Huang ve ark.,
2016; David, 1972; Deol ve ark., 2019; Orhan ve ark., 2011a). DMSO i¢in LD50 12000
mg/kg’dir. Bu doz artisinda toksik etki gosterecegi belirtilmistir (Lewis, 2004, s: 1466).

Birgok hastaligin tedavi potansiyeline sahip olan ardig katrani (Juniperus
oxycedrus), D-galaktoz ile olusturulmus yaslanma modeli iizerine etkisine dair
literatiirde herhangi bir veri bulunmamaktadir. Katran kullanilan grubun plazma
sonuglarina bakildigin da, SERPINE1 diizeyleri kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
olmast beklenirken, sonuglarin birbirine yakin degerler oldugu gorilmektedir. Bu
durumun kullanilan 0.25 pl ardig katrani ve ¢éziindiigii %98 DMSO karisimu ile iliskili
oldugu diisiiniilmektedir. DMSO grubunda goriildiigii tlizere; %98 DMSO oraninin
fibrinolitik bozunmay tetikledigi goriilmiistiir. Buna ragmen uygulanan 0.25 pl katranin

bu kiyaslama ile ciddi bir iyilestirici ve tedavi edici etkisi oldugu goriilmektedir.

5.4.D-gal+Katran Uygulanan Grubun SERPINEL1 Diizeyi Uzerine EtKisi

Calismamizda D-gal+katran grubuna bakildiginda, iki nedene bagli olarak
karsilastirmamiz gerekmektedir. Ilk olarak; D-galaktoz tarafindan olusturulan taklitci
yaslanma modelinde fibrinolitik diizeylerinin bozulmasi (Eren ve ark., 2014; Deng ve
ark., 2017) ile SERPINE1 diizeyinde artis beklenmektedir. Ikinci olarak; %98 DMSO
tarafindan gelen fibrinolitik dengenin bozulmasi ve buna bagli olarak SERPINEI
diizeylerinde artig beklenmektedir. Katran grubu ile ayn1 doz katran verilen bu grupta da

ardi¢ katraninin bu bozunmay1 ortadan kaldirip kaldirmayacagi beklenmektedir. Sonug
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olarak; D-gal+katran grubunun kontrol grubu ile kiyaslandiginda, plazma igi
SERPINEL diizeyi oldukga artis gostermistir ve ayrica DMSO grubundan daha yiiksek
bulunmustur. Katran grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda ardi¢ katraninin miktarinin
iyilestirici bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Fakat D-Gal+Katran grubu i¢in bu iyilestirici

doz miktarinin yetersiz kaldig1 gorilmistiir.

Caligmamizdaki D-gal+katran grubunun yag dokusu SERPINE1l diizeyleri
kiyaslandig1 zaman ise belirtilen sonuglarin tam tersi bir sonu¢ elde edilmistir. Bu
sonuca gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda SERPINE1 diizeylerinin azalma oldugu
goriilmistiir. Bu iki nedenle; iliskili olarak 0.25 pl ardi¢ katraninin iyilestirici etkisi

tizerinden SERPINE1 diizeylerini azalig1 gorilmistiir.

D-galaktoz grubunun yag dokularina bakildiginda kontrole kiyasla diisiik, katran
grubunun ise kontrole kiyasla hemen hemen yakin ama diisik SERPINE1 diizeylerine
sahip oldugunu belirtmistik. D-Gal+katran grubuna bakildiginda ise; ardi¢ katraninin

doku iizerinde iyilestirici etkisinin oldugu tespit edilmistir.

5.5.DMSO Uygulanan Grubun SERPINE1 Diizeyi Uzerine Etkisi

Huang ve ark. hayvan kaynakli hiicre hatlarinda yaptiklari bir ¢alismada; %1.5
konsantrasyonunda kullanilan DMSO’nun TGF-f reseptorlerinin ekspresyonlarini hiicre
ylizeyinde arttirmaktadir. Ayrica TGF-B-uyarimli SERPINE1’in mRNA ekspresyonunu
arttirdigr da goriilmektedir. Bu ¢alismaya benzer, %2 DMSO uygulanan hiicrelerde, IL-
6 ve SERPINE1’in ekstraselliiler diizeylerinde inhibisyon gergeklestigi goriilmektedir
(Srinivas ve ark., 1991). TNF-o uyarimli HAEC hiicreleri iizerinde yapilan bir
calismada; %0.1 ve %1 konsantrasyonu uygulanan DMSO’nun SERPINE1 diizeyleri

tizerine bir etkisi olmadig1 goriilmektedir (Camici ve Steffel, 2006).

Yapilan bagka bir ¢alismada, siganlardaki mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde, IL-1
uyarimlt SERPINE1 ekspresyonunun DMSO tarafindan inhibe edildigi goriilmektedir
(Okada ve ark., 1998; Camici ve Steffel, 2006).

Calismamizda, yiiksek doz olarak %98 DMSO uygulanan grubun plazma
SERPINE1 diizeyleri, kontrol ve katran grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir. Katraninin iyilestirici etkisi bu karsilastirma ile tespit edilmistir.
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DMSO’nun farkli konsantrasyonlart (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1.0%) HepG2
hiicrelerinde de denenmistir. %0.005’den %0.1’ye varan konsantrasyonlarda hiicrelerin
cogalmasimi saglarken, %0.5’nin {izerinde yer alan bir konsantrasyonda g¢ogalmasi
yoniinde azalma goriilmektedir. DMSO’nun diisiik konsantrasyonlarinin mitokondri ve
hiire c¢ogalma iizerinde Onemli bir rol oynayabilecegi dusiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda ayrica karacigerde lipid birikimini ve ayrica serbest yag asidine bagh
hiicresel lipotoksisiteyi azalttigi gosterilmistir ozelligi ile birlikte fibrinolitik sistemi
bozdugu ve SERPINEI diizeylerinin bu nedenle yiiksek ¢iktigi bulgusunu yapilan
calismalar desteklemektedir.

42



6. SONUC VE ONERILER

Yapilan calismalarin 1s18inda, 8 haftalik deney sonucunda; gruplar arasi yem
tiketimi ve agirlik artist bakimindan birbirlerine yakin sonuglar elde edilmistir. Bu
sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Katran, DMSO ve D-gal+katran
uygulanan gruplarin kontrol grubuna gore su tiiketimlerinin istatistiksel olarak anlamli
Ol¢iide yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica plazma ve yag SERPINE1 diizeylerindeki

degisimlere ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Calismamizin baz1 gruplarinda, plazma ve karin ici yag dokularindaki
SERPINE1l diizeylerinde farkliliklar tespit edilmistir. D_gal verilen sicanlarda
SERPINEL1 diizeylerinin kontrole gore kiyaslandiginda azaldigi, plazma SERPINEL
diizeylerinde ise azalis oldugu goriilmustiir. Elde edilen bu sonug farkli parametrelerde
calisilmasi ve ayni zamanda DMSO’nun etkisinin daha iyi anlasilmast adina oncii bir
bilgidir. Ayrica D-gal+katran grubu, kontrol ile karsilastirildiginda plazma SERPINEL
diizeylerinin yiiksek oldugu bulunmustur. Bu durum katrann, yiiksek dozdaki DMSO
ve D-gal’un cifte etkisine karsi yeterli olmadigi yoniindedir. Yag dokularinda ise
SERPINEL diizeylerinin kontrole gore azaldigi goriilmiistiir. Bu sonug ile birlikte doku
tizerinde ardi¢ katraninin dozunun daha 6nemli oldugu bulunmustur. Bu iki bulgunun
birbirine zit sonug¢ gostermesi; dokudan dokuya ve kan-doku arasinda birbiri ile ¢elisen
sonuclarin ortaya cikabilecegini gostermistir. Gelecek calismalar i¢in bu sonuglar
referans alinarak p21, TGF-B, p16, TNF-a, SNAI, yaslanma ile birlikte artan IGFBP7,
SASP gibi bir ¢ok parametrenin bakilarak mekanizmanin anlagilmasina yardimci
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica hangi dokunun plazmadaki SERPINEL diizeyine
etki eden kaynak oldugunun bakilmasi i¢in diger dokularinda analiz edilmesi

gerekmektedir.

Yiiksek dozda DMSO verilen grubun, beklenildigi gibi plazma ve yag
dokusundaki SERPINEL diizeylerinin kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur.
Katran grubunun plazma ve yag dokularindaki SERPINE1 diizeyleri, ayn1 dozda DMSO
verilen grubun SERPINE1 diizeyine kiyasla iyilestirici etki gostererek azalig
gostermistir. Ayrica katran grubunun hem plazma hem de dokuda, kontrol grubu ile

kiyaslandiginda ayn1 oranda SERPINE1 diizeyi goriilmiistiir. Bu durum DMSO’nun
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yiiksek toksik doz ve diisiik miktarda ardi¢ katrani verilmesine ragmen iyilestirici bir

etkisi oldugu gostermektedir. Bir sonraki ¢aligsmalar i¢in bu sonu¢ 6nem tagimaktadir.

Yaslanma ile birlikte devreye giren ROT etkilerinin engellenmesi ig¢in
antioksidan mekanizmalar1 devreye girmekte ve SOD, GSH, LPO gibi bir ¢ok
parametrenin diizeylerinde degisi gozlemlenmektedir (Francis ve Baynosa, 2017; Zhao

ve ark., 2017; Taviano ve ark., 2011; Kaplan ve ark.).

Calismamizda; kan ve doku orneklerinden GSH, LPO, MDA, Nitrik oksit (NO)
gibi Onemli belirtecler bakilmamistir. Literatiire Onemli verilerin kazandirilmasi

diisiiniildiiglinde bu belirteglerin bakilmasi 6nem tagimaktadir.
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