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1. OZET

Diyabet tiim diinyada prevalansi artmakta olan kronik metabolik bir
hastaliktir. Diyabetin 6nemli komplikasyonlarindan biri endotel disfonksiyonudur.
Timokinon (TQ), antioksidan, antihiperlipidemik, antidiyabetik, antiinflamatuar,
gastroprotektif, hepatoprotektif gibi birgok yararli 6zellige sahiptir. Bu calismanin
amaci, TQ’nun streptozotosin ile olusturulan diyabet modelinde vaskiiler
etkilerini aragtirmakti.

Diyabet olusturmak icin tek doz intraperitoneal STZ (50mg/kg)
enjeksiyonu yapildi. TQ uygulanan gruplardaki sicanlara, STZ enjeksiyonundan 3
glin sonra bagslanarak 3 hafta boyunca her giin agizdan 80 mg/kg TQ verildi.
Ratlarm kan basimci dl¢iimleri (sistolik kan basinci) baslangi¢ ve deney sonunda
kuyruktan indirekt tail cuff yontemi ile yapildi. Biyokimyasal, histopatolojik ve
farmakolojik incelemeler i¢cin kan ve torasik aorta 6rnekleri alindi.

Kan basinglar1 kontrol, STZ, STZ+TQ gruplar1 arasinda farkli degildi
(swrastyla 102.56+4.31, 103.20+5.74, 105.20+2.09). izole si¢an torasik aortasinda,
submaksimal fenilefrin (Phe) uygulamasi sonrasi, asetilkolin (Ach) uygulamasi ile
elde edilen gevseme doz-cevap egrisinde gruplar arasinda fark yoktu. TQ, Phe
EC50 degerlerini kontrol grubuna goére anlamli oranda azaltti (Kontrol, STZ,
STZ+TQ grubunda sirasiyla; 6.91+0.18, 6.88+0.22, 6.544+0.22). Gruplar arasinda
eNOS immunreaktivitesinde anlamli bir degisim olmadig tespit edildi (Kontrol,
STZ, STZ+TQ grubunda sirasiyla; 0.28+0.09, 0.31+£0.07, 0.26+0.05). STZ
uygulamasi sonrast 3. Giinde, STZ uygulanan gruplarda kan glukozu anlamli
oranda artti (Kontrol, STZ, STZ+TQ grubunda sirasiyla; 119.50+7.88,

388.25+49.59, 398.11+65.16). 3 hafta sonunda ise sadece STZ grubunda



baslangic degerine gore glukoz diizeylerinde anlamli oranda artis bulundu
(Kontrol, STZ, STZ+TQ grubunda sirasiyla; 100.20+11.05, 480.50+62.80,
412.20+51.50). Torasik aortada, STZ ve STZ+TQ uygulamalart MMP-9 enzim
diizeylerini anlamli oranda azaltt1 (Kontrol, STZ, STZ+TQ grubunda sirasiyla;
15.47+3.80, 2.63+2.13, 3.304+0.73). STZ uygulamasmin, CD34 diizeylerinde TQ
ilavesiyle Onlenebilen anlamli artisa neden oldugu tespit edildi (Kontrol, STZ,
STZ+TQ grubunda sirasiyla; 0.134 0.05, 1.75+ 0.55, 0.15+0.05).

Mevcut bulgulara gore, TQ, STZ aracili diyabette eNOS aktivitesini ve
asetilkolin gevseme yanitlarimi etkilemeden, kasilma duyarlilig1 {izerine azaltici
etkiye neden olabilir. Ayrica, bu modelde, TQ uygulamasinin kan glukozundaki
progresif artisa Onleyici etki olusturabilecegi ve bu etkinin MMP-9 araciligini
icermedigi fakat progenitdr hiicre belirteci olan CD34 hiicrelerinin de miidahil
oldugu bir siiregle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: CD34, diyabet, MMP-9, STZ, timokinon



2. ABSTRACT
Effect of thymoquinon on vascular damage caused by streptozotocin-

induced type-1 diabetes

Diabetes is a chronic metabolism disorder with increasing prevalence
worldwide. The most complication of diabetes is endothelial dysfunction.
Thymoquinone (TQ) has many beneficial effects such as antioxidant,
anticancerogenic, antithyperlipidemic, antidiabetic, antiinflamatuar,
gastroprotective, hepatoprotective. The aim of this study is to investigate the
vascular effects of TQ in STZ-induced diabet model.

STZ was injected intraperitoneally at a single dose of 50 mg/kg to induce
diabetes. The rats in TQ treated groups were given TQ (80 mg/kg body weight)
once a day orally by using intragastric intubation for 3 weeks starting 3 days after
STZ injection. Blood pressure of rats (systolic blood pressure) were performed by
the indirect tail cuff method from the queue of rat at initial and end of experiment.
Blood and thorasic aorta samples were obtained for biochemical,
histopathological and pharmacological investigation.

Blood pressure was not different between groups control, STZ and
STZ+TQ (102.56+4.31, 103.20+5.74, 105.20+£2.09 respectively). At isolated rat
thoracic aorta, there is no difference between relaxation dose-response curve for
Ach after application of submaximal dose of Phe. TQ significantly reduced to phe
EC50 values compared to the control group (Control, STZ, STZ+TQ groups
respectively; 6.91+0.18, 6.88+0.22, 6.54+0.22). It was determined that there was
no significant change in eNOS immunoreactivity between the groups (Control,

STZ, STZ+TQ groups respectively; 0.28+0.09, 0.31+0.07, 0.26+0.05). At the



third day after application of STZ, blood glucose in STZ-treated group increased
significantly (Control, STZ, STZ+TQ groups respectively; 119.5047.88,
388.25+49.59, 398.11+£65.16). At the end of three weeks, only glucose levels were
significantly increased compared to baseline in the group STZ (Control, STZ,
STZ+TQ groups respectively; 100.20+11.05, 480.50+62.80, 412.20+£51.50). In
Thoracic aorta, STZ and STZ + TQ applications has reduced significantly the
levels of MMP-9 enzyme (Control, STZ, STZ+TQ groups respectively;
15.4743.80, 2.63+2.13, 3.30+0.73). It was determined that STZ application causes
to increase level of CD34 which could prevent by adding of TQ (Control, STZ,
STZ+TQ groups respectively; 0.13% 0.05, 1.75+ 0.55, 0.15+0.05).

According to available evidence, TQ may cause to reducing effect on
contraction sensitivity without affecting the Enos activity and relaxation response
to acetylcholine in STZ-induced diabet model. In addition, in this model, it may
be suggest that TQ has preventive effects on progressive increases of blood
glucose without involving the MMP-9 enzyme which may involve the progenitor
cell markers CD34 that thought to be associated with a process.

Keywords: CD34, diabetes, MMP-9, STZ, thymoquinone



3. GIRiS

Diabetes mellitus (DM), organizmadaki insiilin sentezi yetersizligi veya
instiline karst direng olusumundan kaynaklanan, yiiksek kan glikozu ile
karakterize olan ve wuzun donemde mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlarla seyreden metabolik bir hastaliktir. Yapilan klinik ve deneysel
calismalarda, diyabetin, aterosklerotik hastaliklar ve 06zellikle koroner kalp
hastaligi (KKH) acisindan yatkinlik olusturan Onemli bir faktér oldugu
gosterilmistir. Periferik damar hastaligi, koroner arter hastaligi ve serebro-
vaskiiler hastalik gibi aterosklerotik komplikasyonlar, diyabetik hastalarda en sik
morbidite ve mortalite nedenleridir (1).

Timokinon (TQ) (CioHi20,, 2-izopropil-5-metil 1, 4-benzokinon) ¢orek
otundan % 18.4 ile % 24 oranlarinda elde edilebilen 6nemli bir aktif madderdir
(2). Corek otu tohumu ve bilesenlerinin antitiimoral (3), antiiilserojenik (4),
antibakteriyel (5), antikanserojenik (6), hipoglisemik (3, 7), antioksidan (8),
bagisiklik sistemini giiclendirici (9), antienflamatuar ve aneljezik (10) etkilerinin
oldugu rapor edilmistir.

Hayvanlar iizerinde yapilan arastrmalar TQ’nun hipoglisemik (3, 7, 11-
12) ve antidiyabetik (13) etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. TQ ’nun 3
hiicre fonksiyonu tizerindeki etkileri heniiz ¢ok calisilmamis olmakla birlikte
insiilin -~ salmimint  arttrmak yoluyla glukoz utilizasyonunda artis ve
glukoneogenezin engellenmesi ile kan glukoz seviyesini azalttig1 bildirilmistir (2,
13). TQ tarafindan diyabet kaynakli oksidatif stresin azaltildigi ve [ hiicre
yapisinin korundugu ve bu sebeplerle B hiicrelerinin yapisal olarak oksidatif strese

kars1 korunmasinda fayda olacagi belirtilmektedir.(14). TQ nun diyabetteki bu



tyilestirici  etkileri TQ’nun serbest radikalleri toplayic1 ve sitoprotektif
ozelliklerine baglanmaktadir (12, 15).

Literatiir arastirmalarinda diyabette hiperglisemiye bagli olarak gelisen
damar hasarinda TQ’nun koruyucu etkisi ile ilgili mevcut verinin sinirli oldugu
gozlendi. Bu calismada da diyabette hiperglisemiye baglh olarak gelisen damar
hasarinda TQ’nun koruyucu etkisine muhtemel katilimc1 faktorlerin arastirilmasi
amaglandu.

Bu amacla vaskiiler diiz kas ve endotelyal fonksiyonun degerlendirildigi
izole organ banyosu calismalariyla birlikte, immiinohistokimya ydntemiyle
endotelyal nitrik oksit sentaz (Enos) enzimi ve CD34 hiicre yogunlugu ve ELIZA

metoduyla matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) enzim yogunluklar1 6l¢tldii.

3.1. Diabetes mellitus

3.1.1. Tanmim

DM giiniimliz insanmin yasam sartlarindan dolayr tiim diinyada hizla
yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan, yasam boyu siirekli izlem ve
tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonlar1 sebebiyle hastanin yasam
kalitesini diistiren kronik metabolik bir hastaliktir.

DM, kendine 6zgii hiimoral ve dokusal degisimlerle karakterize, klinik
tablo ve patogenez agisindan heterojen, kronik hiperglisemi tablosuyla seyreden
bir metabolizma hastaligidir. Bu hiperglisemik durumun temelinde, genetik ve
cevresel etkenler bulunmaktadir. Hiperglisemi pankreas hiicrelerinin salgiladigi
insiilin yokluguna veya insiilin etkisine zit etkenlerin fazlaligina bagli olarak

ortaya c¢ikar (16). Hastalifin seyri swrasinda hiperglisemik hiperosmolar



nonketotik koma, hipoglisemi, ketoasidoz gibi akut komplikasyonlarin yani sira
nefropati, noOropati, retinopati, ateroskleroz gibi kronik komplikasyonlar
gelismekte ve diinyada her yil binlerce kisi diyabetin komplikasyonlarindan
Olmektedir (17, 18).

3.1.2. Sikhk

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) niin 2007 yilinda yaymladig1 raporda diinya
niifusunun yaklasik % 6.4’linde diyabetin goriilmekte oldugu ve bir¢ok tilkede son
20 yilda goriilme sikligmin ikiye katlandigr belirtilmistir. Tiirkiye’de 35 yas st
niifustaki goriilme siklig1 % 11,3 olarak bildirilmistir ve goriilme siklig1 agisindan
kadin ve erkek arasinda anlamli bir fark yoktur (19). Tirkiye Diyabet
Epidemiyolojisi Calismasi (TURDEP) sonuclarina gore, iilkemizde 20 yas ve
iizeri bireylerde diyabet prevalanst % 7,2°dir. Tiim diyabetlilerin % 80’inden
fazlas1 tip-2 diyabetlidir ve bozulmus glukoz toleransi prevalansi da % 6,7°dir
(20).

3.1.3. Smiflandirilmasi

DM igin giincel olarak DSO ve Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’nin

kabul ettigi iki smiflandirma mevcuttur (21).

Yeni Smiflama

A. Tip-1 DM (Insiilin bagimli DM);
a. Otoimmun
b. idiyopatik

A. Tip-2 DM;
a. Obez olmayan (metabolik kontrol i¢in insiilin gerektiren (DM)
b. Obez (Insiilin gerektirmeyen DM)

B. Diger spesifik DM tipleri (endokrin bozukluklar, genetik sendromlarda

goriilen DM, pankreas rahatsizliklari, ilag ve kimyasallara bagh

instilinopatiler)




Tip-1 DM: Hastalarm % 90’inda otoimmun (Tip-1A), % 10 kadarinda
nonotoimmun (Tip-1B) B-hiicre yikimi ve mutlak bir insilin eksikligi s6z
konusudur. Tip-1A diyabette genetik olarak yatkin kisilerde cevresel faktorler
(viriis, toksin vb) tarafindan otoimmiinite uyarilir ve progresif beta hiicre yikimi
baglar. Beta hiicrelerin oranmi rezervi % 80-90 azaldiginda klinik olarak DM
sikayetleri ortaya c¢ikar. Tip-1B DM ise otoimmiinite haricinde farkli nedenlerle
insiilin yetersizligi sonucunda olusur (22).

Insiilin; pankreastaki Langerhans adaciklarmnm B-hiicrelerinden salgilanan,
51 aminoasitlik bir proteindir. Baslica gorevi glukozun hiicre igerisine alinmasini
saglamaktir. Glikojen yapimin arttirirken, glukoneogenezi azaltmaktadir. Glukoz
kanda arttiginda glikojen sentezini arttirarak glukozun depozisyonunu saglayarak
kanda glukozu diisiiriir. Insiilin lipolizi tetiklerken, lipojenezi inhibe eder (23).

En basta kan glukoz diizeyi olmak iizere, insiilin seviyesini etkileyen pek
cok etken vardir. Kan glukoz diizeyinin yiiksek olmasi insiilin sekresyonunu
arttirrr. Losin - ve arginin  gibi  bazi aminoasitler de insiilin salinimimni
uyarmaktadirlar. Diyabet tedavisinde kullanilan siilfonil {ire ve glinid grubu ilaglar
etkilerini insiilinin salmimimi arttirarak gosterirler. Ayrica oral glukoz aliminda
inslilin diizeyinin intravendz glukoz yiiklemesine gore daha fazla oldugu
bildirilmistir. Bu durum, sindirim sisteminde yol alan glukozun bagirsak
hormonlarin1 etkileyerek insiilin sekresyonuna etki ettigini gostermektedir (23).

Tip-2 DM: Daha biiyiik siklikla goriilen, baslangigta insiilin gereksinimi
olmadan kontrol edilebilen, genetik yatkinligin s6z konusu oldugu, daha ¢ok 30
yas Ustiinde goriilen fakat obezite artisinin sonucu olarak ¢ocukluk ve adolasan

caglarinda da ortaya cikabilen diyabet tiiriidiir. Hastalar siklikla obez ya da



kiloludur. Bu hastalarda insiiline karsi direng gelismis ya da insiilin

sekresyonunda azalma meydana gelmistir (16, 22)

3.1.4. Tam Kkriterleri

ADA ve Avrupa Diyabet Yonetim Grubu (EDPG) tarafindan 1998 yilinda
tan1 kriterleri belirlenmis; daha sonra 2006 yilinda revize edilerek yeniden
yaymlanmistir. ADA’nin yeni tami kriterlerinde aclik kan glukozu 126 mg/dl

olarak gilincellenmistir (22).

3.1.5. Diyabette patofizyolojik siirec

Insiilin yoklugu, yetersizligi veya insiilin reseptdrlerinin insiiline karsi
diren¢ olusturmalart DM olusumunun en Onemli nedenleridir. Bu olaylarin
etiyolojik sebepleri heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte diyabetin
genetik ve cevresel etkilerin sonucu gelistigi kabul edilmistir.

Tip-1 ve Tip-2 diyabette etiyolojiye bakilmaksinizin net bir hiperglisemik
durum mevcuttur. Olusan hiperglisemik tablo ve birlikte olusan metabolik
bozukluklar diyabette glikoz metabolizmasinin énemli katilimini1 géstermektedir.
Ayrica diyabetik durumda, plazma lipit ve proteinlerinin katabolizmasi ve sonugta
lipit yikim {iriinii olan ketonlarin ¢abuk sekilde eliminasyonunun yapilamamasi
sonucu ketoasidozis olugmasi, lipit ve protein metabolizmasinin da 6nemli

katilimina isaret eder.

3.1.5.1. Tip-1 DM patogenezi

Progresif beta hiicre yikimmin bulundugu, insiiline bagimli tedavi

gerektiren diyabet formudur. Otoimmun baslangi¢ch bir hastalik olup, ¢ogunlukla



cocukluk ve geng eriskin doneminde tani konulur. Nadiren ileri yaslarda da tani
konur. Daha c¢ok kis aylarinda klinik belirti vermekle birlikte kiiciik yas
gruplarinda her mevsimde gozlenebilir (1).

Tan1 aninda (pankreasm histopatolojik analizinde B hiicre adaciklarinin
makrofaj ve lenfosit tarafindan infiltre oldugu bir insiilinitis olusumu
gozlenmistir. Ayrica adacik hiicrelerine karsi bagisiklik sistemi aktivasyonu
gosterilmistir.  Yaklasik %90 hastada otoantikorlar mevcuttur. Fakat
otoantikorlarin beta hiicre hasarmma hiicresel immiinite kadar katilimci olmadigi
disiiniilmektedir. Diyabet tanis1i alan bir kisim hastalarda baska otoimmiin
hastaliklarin varlig1 da tespit edildiginden diyabet patogenezinde immiin sistemde
meydana gelen bir bozuklugun rol alabilecegi ileri siiriilmektedir (24).

Tip-1 DM iki ana baslikta incelenebilir: idiyopatik ve immiin baslangicl
DM.

a. Immiin baslangicli DM: Beta hiicrelerinde hiicresel aracili otoimmun
yikim sonucu gelisir. Patofizyolojisinde adacik hiicre otoantikorlar1 (ICA),
glutamat dekarboksilaz otoantikorlar1 (GADA), insiilin otoantikorlar1 (IAA) ve
tirozin-fosfat IA-2 ve [A-2b otoantikorlaridir (1).

Tip-1 diyabetiklerin birinci derece akrabalarinda beta hiicre otoimmunite
prevalansi, aile Oykiisii bulunmayan okul c¢ocuklarina kiyasla 3-5 misli, genel
topluma gore ise 20 misli daha ytiksektir (1).

Hastalikta birinci belirti bazihastalarda ketoasidoz olarak goriinmekte iken
digerlerinde infeksiyon veya bagka stres etkenlerinin mevcudiyetinde c¢abuk

ilerleyen tehlikeli glikoz yiiksekligi mevcuttur. Ileri evrede insiilin salmimi ¢ok
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azalmig veya tikenmistir. Nihayetinde C-peptid seviyeleri saptanamayacak
diizeye gerilemistir.

b. Idiyopatik DM: Tipl diyabetin baz1 formlarinmn etyolojisi bilinmez.
Kalict insiilinopeniye ragmen otoimmunitenin kanit1 da mevcut degildir. Hastalar
cogunlukla Afrika-Asya bdolgelerinde saptanmaktadir. Genetik temelli olup,
epizodlar halinde ketoasidozis ve epizodlar arasinda degisken seviyede insiilin

yetmezligi saptanmaktadir.

3.1.5.2. Tip-2 DM patogenezi

Diyabetli hastalarm % 90-95’i bu smifa girmektedir. Ilerleyen yaslarda
ortaya cikar ve insiiline bagimlilik yoktur. Semptomlar yavas yavas gelisir.
Gilinitimiizde yetiskin baglangi¢clh diyabet olarak adlandirilir (25).

Son yillarda tip-2 diyabetin, patofizyolojisi yogun olarak calisilmistir ve
cogu popilasyonda benzerdir. Patofizyolojisinde genetik yatkinlikla birlikte
cevresel etkenler de suclanmaktadir (26).

Tip-2 DM’nin temeli tam anlasilmamis olup ana olarak {ii¢ baskin
mekanizma ileri siiriilmiistiir (26):

a) Insiiline duyarhilikta azalma/ insiilin direng,

b) Roralif insiilin  yetmezligi ve beraberinde beta  hiicreleri

fonksiyonlarinda kaywp (insiilinin azligy),

¢) Karaciger glukoneogenezinde artis.

Yeni c¢alismalarda Tip-2 DM gelisiminde farkli bir goriis olarak ana
problemin hiperinsiilinemi oldugu ve insiiline kars1 direncin hiperinsiilinemiden

kaynaklandig1 hipotezi ileri siiriilmiistiir. Buna gore; santral sinir sisteminin bazi
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bolgelerinde (ventromedial hipotalamus, eminensia media gibi) olusan
degisikliklerin beslenme, 1s1 dengesi ve sempatik aktivite gibi otonom islevleri
diizenleyen noropeptid-Y gibi bazi nororegulatuar peptidlerin asir1 tiretimini
uyarmalar1 sonucu vagus sinirinin aktive edilmesi ve devaminda insiilin salgisinin
arttirilmasinin s6z konusu olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bundan baska saglikli
kisiler {lizerinde gerceklestirilen ¢alismalarda iniilin direncine sebep olarak uzun
sireli  fizyolojik Oglisemik hiperinsiilineminin  sebep teskil edebilecegi
gosterilmistir (27).

B hiicreleri, lipit metabolizmas1 ve kasi ilgilendiren metabolik olaylarda
katilimc1 molekiillerle iliskili genler, DM patogenezinde sorumlu tutulmak icin
aday olabilecek genlerdir (28).

Diyabette lipit peroksidasyonundaki artis oksidatif stresin artmasma ve
hiicresel hasar olugsmasma neden olur. B hiicrelerinde etkin bir antioksidan
sistemin bulunmamas1 bu hiicrelerin diger hiicrelere gore oksidatif strese daha
duyarli olmasina neden olmaktadir (29).

Stiperoksit (O-) ve diger serbest oksijen radikalleri (SOR) sabit hiicresel
metabolizma tirtinleridirler (30, 31). SOR ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasinda kritik bir denge vardir (32). Oksidatif stres gelisimi i¢cin bu radikallerin
yapiminda bir artma veya yikimlarinda bir azalma gibi dengeyi bozucu bir
patolojik durum gerekmektedir. Bu kritik dengenin serbest oksijen radikalleri
lehinde bozulmasi oksidatif stres olarak adlandirilir. Siiperoksit normal olarak
hizli bir sekilde saglikli dokulardan Siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
temizlenmektedir (33). Siiperoksit tarafindan damarlarda protein kinaz C (PKC)

aktivasyonu tizerinden vazokonstriksiyon olustugu gosterilmis (34) ve bu etkinin
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siiperoksit tarafindan arasidonik asitin nonenzimatik oksidasyonu yoluyla
iiretilebilen izoprostanlar tarafindan olabilecegi ileri siirtilmiistiir.

3.1.6. DM’nin komplikasyonlar

DM olusumu sonrasinda hastaligin ana 6zelligi olan hiperglisemi ve baska
kimyasal reaksiyonlarin sonucunda meydana gelen toksik bilesiklere bagl olarak
akut ve kronik komplikasyonlar gelismektedir (35).

Hipoglisemi, laktik asidoz, ketoasidoz (diyabetik koma), hiperglisemik
nonketotik koma, bakteri/mantar enfeksiyonlari diyabetin akut
komplikasyonlaridir. Kronik komplikasyonlar makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
olmak tizere iki alt baglikta incelenir. En sik goriilen mikrovaskiiler
komplikasyonlar retinopati, ndropati, nefropati; makrovaskiiler komplikasyonlar
ise aterosklerozda hizlanma, koroner arter hastaligi, diyabetik ayak ve impotenstir.
(22, 36).

3.1.7. Deneysel diyabet modelleri

Yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip olan ve yasam kalitesini oldukca
diisiiren diyabet hastaligmin patogenezi ve komplikasyonlar1 hakkinda arastirma
yapmak i¢in deneysel hayvan modelleri siklikla kullanilmaktadir. Insanlar
iizerinde yapilmast mimkiin olmayan c¢alismalarda deney hayvanlarmin
kullanilmas1  istatistiksel ~ degerlendirme  yapilabilecek sayida  denekle
calisilabilmesine, patolojiye genetik olarak uygun tiirlerin segilebilmesine,
degiskenlerin standardizasyonunun saglanmasina ve terapotik yaklagimlarin

denenmesine olanak olusturnaktadir. Baz1 hayvan modelleri patolojik 6zellikler
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bakimndan insandaki hastaliga ne kadar benzese de o hastaligi tam olarak temsil
ettigi soylenemez (37).

Deneysel diyabet modelleri arasinda kimyasal ajanlarm kullanilmasi sonucu
olusan diyabetik modeller, diyet degisikligi sonucu olusan diyabetik modeller,
genetik modifikasyon ile olusturulan diyabetik modeller ve cerrahi miidahale
sonucu olusan diyabetik modeller sayilabilir (37).

Bilimsel metodolojideki gelismelerle birlikte pankreas-insiilin arasindaki
iligki ortaya konulmus, pankreatektomi yontemi disinda, pankreasin ve beta
hiicrelerinin spesifik toksinler ile harap edilmesi sonucu diyabet modeli
olusturulabilecegi gosterilmistir. Alloksan, streptozotosin ve c¢inko selatorleri

diyabet olusturmak ic¢in kullanilan kimyasallardir (38).

3.1.7.1. Alloksan

Alloksan (2,4,5,6-tetraoxyprimidine; 2,4,5,6-pyrimidinetetrone) iirik asit
tiirevi olan antineoplastik bir ajandir. Genellikle monohidrat tuzu halinde bulunur.
Hidrofiliktir ve suda kolayca erir. Toz hali 2-8 °C’de, soliisyon hali ise 4 °C’nin
altinda saklanmalidir (39). Alloksan genellikle insiiline bagimh tip-1 diyabet
olusturmak icin kullanilmaktadir (40).

Alloksan genelikle serum fizyolojik veya distile su igerisinde
cOziindiiriilerek uygulanir. Bunun yanisira sitrat tamponu (pH: 3-4,5) da bu
amacgla kullanilabilir (41). Alloksan diyabetojenik etki i¢in subkutan(sc),
intraperitonel (ip) ve intravendz (iv) uygulanabilir (40). Alloksan dozu deney
hayvaninin tiirii, cinsi, yasi, beslenme ozellikleri ve kilosuna gore degiskenlik

gosterir. Ratlarda periton i¢i 120mg/kg dozda ti¢ giin st iiste uygulama yapilir.
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Son uygulamadan sonraki {icilincii giinde, bir gece dnce a¢ birakilan hayvanlarda
sabah aclik kan sekeri ol¢iimii yapilir ve aglik kan sekeri diizeyi 250 mg/dL’ nin
iizerinde olanlar diyabet kabul edilir. (42). Baska bir yonteme gore tek doz
halinde 150 mg/kg alloksan uygulamasi yapilir. Alloksan uygulamasi sonrasi
pankreastan yogun insiilin salgilamir. Oliimciil olabilen hipoglisemiyi dnlemek
amactyla 4-6 saat 15-20 mL % 20’lik glukoz ¢ozeltisi ip olarak uygulanir. Daha
sonra 24 saat siireyle %5’lik glokuz ¢dzeltisi igme suyuna ilave edilir. Iki hafta
sonrasinda hayvanlarin aclik kan sekeri diizeyleri oOlciiliir, 200-260 mg/dL

diizeyinde olanlar diyabet kabul edilir (43, 44).

3.1.7.2. Streptozotosin (STZ)

Antineoplastik,  neoplastik ve  diyabetojenik  Ozellikleri  olan;
streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen; 2-Deoxy-2-
([(methylnitrosoamino) carbonyl]amino)-D-glucopyranose yapisinda olan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir (39). Isiktan etkilenir ve -20 °C’de saklanmalidir.
Notral pH’da hizla bozundugu i¢in pH’s1 4-4,5 olan sitrat tamponunda ¢6ziilmeli,
1siktan korunarak hemen uygulanmalidir (37). Pankreasin beta hiicrelerinde
harabiyet olusturarak insiilin bagimli tip 1 ve insiiline bagimli olmayan tip-2
diyabet olusturmak amaciyla kullanilir. Alloksana gore daha genis bir doz aralig:
vardir. Yetiskin sicanlarda tip 1 diyabet olusturmak i¢in iv 40-60 mg/kg tek doz
halinde uygulanabilir. Yenidogan siganlarda bu doz ip veya iv 100mg/kg’dir (40).
Doz aralig1 daha genis bir sekilde (35-80 mg/kg) de kullanilabilirdir (45, 46).
STZ’nin ip ve sc uygulamalari1 i¢in de iv uygulamaya benzer doz araliklar1 vardir

(47).
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Tip-2 diyabet elde etmek i¢in STZ yenidogan hayvanlara dogumdan
sonraki ilk hafta ve Ozellikle birinci veya ikinci glinlerde uygulanmaktadir.
Uygulamaya bagl olarak gelisen pankreastaki hasarin sonraki gilinlerde rejenere
oldugu ve tip-2 diyabete benzeyen bir tablonun olustugu gozlemlenmistir.(48). Bu
yontem tip-2 diyabet olusturulmada en cok tercih edilen kimyasal yontem
olmustur (40).

Tip-2 diyabet olusturmada diger bir yontem ise, STZ uygulamasindan 15
dk once NAD’1 parsiyel koruyucu dozda uygulayarak olusturulur.(49-50). Bu
sekilde olusan diyabet modelinin tip-2 diyabeti iy1 taklit ettigi ve insiilinotropik
ajanlarin arastirilmasinda avantajli olacagi bildirilmektedir (49).

STZ kullanilarak tip-2 diyabet olusturmanin diger bir yolu da, yiliksek
fruktozlu (51-52) veya yiiksek yagl (53, 54) diyet ile bir siire beslenme sonucu

STZ enjeksiyonudur.

3.2. Timokinon

TQ (CioH1202, 2-izopropil-5-metil 1,4-benzokinon), Ranunculacea (Diigiin
cicegigiller) familyasinin Nigella sativa tiirli olan ¢orek otunun ugucu yagindan
elde edilmektedir (55, 56). Corek otu ugucu yagiin en 6nemli bileseni olup %

18,4-24 oraninda bulunmaktadir (2).

o) CHy
CH;

3

HaC
0

Thymogquinone (TQ)

Sekil 1. TQ’nun kimyasal yapis1 (2)
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3.2.1. TQ’nun etkileri

3.2.1.1. Antihiperlipidemik ve antihiperkolesterolemik etkisi

Obezite ve viicut yag miktarindaki artis  hiperleptinemiye,
hipertrigliseridemiye ve hiperkolesterolemiye neden olmaktadir (57, 58). TQ 6
hafta siireyle 50 mg/kg dozda gavaj yoluyla ratlara uygulanmis ve bunun
sonucunda hem standart diyet ile hem de yliksek yagh diyet ile beslenmede canli
agirliklarinda diisiise sebep oldugu gozlemlenmistir.(59). TQ’nun besin alimini
azaltic1 etkiye sahip oldugu ve ¢orek otu yagmin 6. haftadan itibaren canh
agirhgm  distirdigii  bildirilmektedir (60). TQ’nun canli agirhigini, total
kolesterolli, trigliseridi, diisiik dansiteli lipoprotein diizeyini azalttigi

bildirilmektedir (61-63).

3.2.1.2. Antioksidatif etkisi

Ortaklanmamis elektrona sahip olan atom, atom gruplar1 veya molekiiller
bu elektron sebebiyle oldukga kararsiz bir yap1 gosterirler. Serbest radikal olarak
adlandirilan bu yapilar lipid, karbonhidrat, protein gibi molekiillerle etkileserek
daha kararli duruma gelmeye calisirlar. Bu etkilesim hiicre hasar1 olusumuna
neden olur. Bu durum basta kardiyovaskiiler rahatsizliklar olmak {izere kanser
gibi pek ¢ok hastaligin temelini olusturur (9).

Su ana kadar yapilan bir¢cok arastirmada TQ’nun farkli mekanizmalar ile
antioksidan etki gdsterdigi belirlenmistir. TQ’nun hidroksil radikalleri ve
siiperoksit radikal anyonunu i¢inde barindiran pek cok reaktif oksijen tiirlerinde
temizleyicisi etkinlik gosterdigi bildirilmistir (64, 65). Ayrica 5-hidroksieikosa-

tetraenoik asiti ve S-lipooksigenaz {iriinlerinin olusumunu inhibe ettigi

17



gosterilmistir (66). Doksorubisin ile indiiklenmis nefropatide TQ uygulamasi lipid
peroksidasyonunu baskilayarak antioksidan etki olusturmus, nefropatiyi
onlemistir (8). TQ ve sentetik tertbutilhidroquinon (TBHQ)’un antioksidan
ozellikleri karsilastirilmis ve TQ un siiperoksit anyon temizleyicisi olarak daha
aktif oldugu gosterilmistir. Her iki maddenin de antioksidan prooksidan etkileri
oldugu, konsantrasyonlarma bagli olarak demire bagli mikrozomal lipid

peroksidasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (65).

3.2.1.3. Antitiimoral ve antikanserojenik etkisi

Kanser olusumunun temel nedeni, hiicrelerin siirekli ve kontrolsiiz
cogalmasidir. Sebep olarak da hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve hiicre
dongiisiinii kontrol eden genlerde meydana gelen degisiklikler gosterilmektedir.
Yapilan pek¢ok in vitro ve in vivo arastirmada ¢orek otu tohumlarinin ve TQ’ nun
antitlimoral etkinligi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar TQ’nun kolorektal kanser
(67) , neoplastik keratinositler (68), gogiis ve yumurtalik adenokarsinomu (69),
neoplastik keratinositler (68), insan osteosarkomu (70), fibrosarkoma, akciger
karsinomu, prostat kanseri (6) gibi pek c¢ok kanser c¢esidinde hiicrelerin
proliferasyonu iizerine inhibitor etki gosterdigini ortaya koymaktadir. TQ ve
ditimokinon hiicre G1 fazinda iken apopitozisi tetikleyerek sitotoksik etkinlik
gosterir. Hiicre biiylimesinin durdurulmasmi ise p53’iin gen ekspresyonu ile
protein ekspresyonunu arttirarak ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinini inhibe ederek

saglanmaktadir (68).
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3.2.1.4. Analjezik ve antiinflamatuar etkisi

Inflamasyonun akut ve kronik fazlarinin devamlilig1 baslica iki mediator
tarafindan saglanir. Bunlar siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz (LO)
emzimleridir. LO yolunda l6kotrienler (LT), COX yolunda ise prostaglandinler
(PG); sentez edilmektedir. PG ve LT ile alerji ve inflamasyonda gorev
almaktadirlar.

TQ, arasidonik asit mekanizmasinda hem LO hem de COX yolunu
baskilayarak  antiinflamatuar  etkinlik  gostermektedir  (71). TQ’nun
polimortfniiklear 16kositlerden olan 5-lipooksijenazi ve 5-hidroksi eikoza tetra
enoik asit iretimini inhibe ettigi bildirilmekte ve inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde etkin olarak kullanilabilecegi soylenmektedir (66). Farelerde allerjik
hava yolu inflamasyonu modelinde ise TQ, PGD2 ve COX2’yi inhibe ederek

antiiflamatuar etkinlik géstermistir (72).

3.2.1.5. Antimikrobiyal etkisi

TQ ve Timohidrokinon (THQ)’un antibakteriyel, antifungal, antiviral ve
antihelminitik olmak {izere antimikrobiyal o6zellikleri oldugu rapor edilmistir.
Staphylococcus aureus’un TQ’ya karst duyarlilik gosterdigi ve TQ’nun 3 pg/ml
dozunda bakteri tiremesinde durdurucu, 6 pg/ml dozunda ise bakteriler lizerinde
oldiiriicii etkili oldugu bildirilmistir. Ayn1 duyarliik THQ’da ise TQ dozunun
yaklagik 100 kati fazla dozda goriilmiistiir. Diger gram-negatif bakterilerin
duyarliliginin daha az oldugu bildirilmistir (5). Corek otu ugucu yagnin
antimikrobiyal ozelligi arastirilirken bu ozelliginin TQ kaynakli oldugu

belirtilmistir (73) . TQ nun eter ekstresinin antifungal etkinligi ile deride bulunan
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mantar enfeksiyonu tedavi edilmis ve halk arasinda ¢orek otunun kullanimini

desteklemistir (74).

3.2.1.6. immiinomodiilator etkisi

Bagisiklik, dogal bagisiklik ve kazanilmig bagisiklik olarak iki gruba
ayrilabilir. Dogal bagisiklik makrofajlar, dogal katil hiicreler (natural killers),
graniilositler gibi spesifik olmayan hiicreleri kapsar. Kazanilmis bagisiklik ise,
antijen spesifik antikor salgilayan B hiicreleri aracili bagisikligi, CD4+ ve CD8+
T hiicreleri aracili hiicresel bagisikligi kapsar (75). CD8+ hiicreleri kanserli ya da
enfeksiyonlu bolgede litik etki gosterirken, CD4+ hiicreleri bagisiklik cevabmin
diizenlenmesi ile gorevlidir.

Yapilan ¢alismalarda ¢orek otunun ve TQ’nun immiin sistem {izerinde
etkili oldugu gosterilmis; CD4+ hiicreleri, CD8+ hiicreleri ve dogal katil
hiicrelerini arttirdig1 belirtilmistir (9, 76, 77). Swamy ve Tan tarafindan 2000
yilinda yapilan bir ¢alismada ¢orek otu yagmmin T hiicreleri iizerinde ¢ogaltici
etkiye sahip oldugu, fakat B hiicreleri iizerinde etkisiz oldugu vurgulanmistir. Bu
bulgular sonucunda ¢orek otu yaginin ana bilesenlerinin T hiicre aracili hiicresel
bagisiklig1 arttirirken diger bilesenlerinin B hiicre aracili humoral bagisikligi
baskiladigini gostermektedir (9). TQ nun hiicresel bagisikligi arttirici etkisinin
kismen de olsa antiinflamatuar etkisiyle baglantili oldugu (9); inflamasyonlu ve
otoimmun hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi ortaya koyulmustur. Bu
hastaliklarin tedavisinde makrofajlarda iiretilen NO miktarinin azaltarak etki
gosterdigi bulunmustur. TQ, lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilan makrofajlarin

supernatantlarindaki nitrit Uretiminde azaltici etki gostermis ve periton
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makrofajlarinda bulunan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) protein

seviyesinde de konsantrasyona bagli olarak azaltici etki gostermistir (78).

3.2.2. Timokinon ve diyabet

DM’nin patogenezi ve oral hipoglisemik ajanlarla kontrol altina alinmasi
uzun siire arastirilan bir konu olmustur (79). Deneysel olarak indiiklenmis
hayvanlar {izerinde yapilan ¢alismalarda TQ’nun hipoglisemik etkileri
arastirilmistir. TQ’nun hipoglisemik etkinlik géstemesinin nedeninin kismi olarak
hepatik glukoneogenez yolu ile olabilecegi bidirilmistir (80).

Hawsawi ile arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢calismada intraperitoneal
yolla TQ verilmis ve TQ nun glikoz diizeylerini diisiirdiigiinii gosterilmistir (11).
Bir diger calismada STZ-NA indiiklenmis ratlarda TQ’un karbonhidrat
metabolizmasinda rol alan enzimler ve hiperglisemik durum tizerindeki etkileri
arastirilmis ve TQ verilen diyabetik farelerde plazma glukoz seviyelerinde 6nemli
bir azalma; insiilin seviyelerinde ise 6nemli bir artma bildirilmistir (2). Tek doz
STZ enjeksiyonu ile olusurmus tip-1 diyabetli ratlara gavaj ile 50 mg/kg dozunda
4 haftallk TQ muamelesi sonrasinda TQ’nun yiiksek oranda serum glukoz
diizeyini diislirdiigli; diisiik olan serum insiilin konsantrasyonunu ise ylikselttigi
bildirilmistir (14).

Buna kars1 olarak nondiyabetik ratlarda 50 mg/kg/giin dozda gavaj ile
verilen TQ’nun diyabetlilerdekinin tersine kontrol grubunda plazma insiilininin
seviyesini diisiirdiigli ve kan glukoz diizeyini yiikselttigi de bildirilmistir (59).

Pari ve arkadaslar1 yaptiklar1 bu ¢aligmada Du vigneaud ve Karr (1925)
metoduna gore oral glukoz tolerans testi uygulamislardir. Gece agligi sonrasi 0.

dakikada kan glukoz diizeyleri 6l¢iilmiis, daha sonra farelere 2 mg/kg dozda oral
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yoldan glukoz ¢ozeltisi uygulmislardir. Uygulama sonrasi1 30., 60., 90., ve 120.
dakikalarda kan glukoz diizeyleri tekrar ol¢lilmiistiir. Yapilan ¢alisma sonucunda
TQ verilen diyabetik farelerin glukoz toleranslarinin normal farelere benzerlik
gosterdigi, en fazla glukoz konsantrasyonu diisiisiiniin ise 80 mg/kg dozda TQ

verilen farelerde oldugu gozlenmistir (Sekil 2) (2).

400
350 —

zgg = —— normal kontrol
—=B— diyabetik kontrol

200 e |
150 / < \ normal + 80 mg/kg TQ

‘60 e—— diyabetik + 80 mg/kg TQ

Kan glukozu (mg/dL)

50

0. dakika 30.dakika 60. dakika 90. dakika 120 dakika
Siire (dakika)

Sekil 2. TQ’un OGTT {izerine etkisi (p < 0.05)

Fararh ve arkadaslari tarafinda 2005 yilinda yapilan bir calismada da
TQ’nun acglik kan glukoz diizeyini 6nemli 6l¢iide diisiirdiigii gosterilmistir (13).

Kan glukoz diizeyi hemostazinda en dnemli rolii karaciger iistlenmistir.
Diyabetik durumda, insiilin eksikligi veya yetersizligine baglh olarak hekzokinaz
ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerinde azalma goriilmiistiir. TQ instilin
salmimini arttirmastyla her iki enzimin de hepatik dokulardaki aktivitesini arttirir.
Boylece glukozun hiicresel biyosentezde kullanimi artar, kan glukoz diizeylerinde
ise dikkat ¢ekici bir diisiis gozlemlenir (2).

Glukojenez yolu ile hepatik dokudaki glukoz iiretimi hiperglisemiye
katkida bulunaktadir. DM’ta glukojenezin artmasinda ise glukoz-6-fosfataz,

fosfoenol piriivatkarboksikinaz (PEPCK), fruktoz 1,6-bisfosfataz vb. 6nemli
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enzimlerin Uretimlerindeki artisin etkili oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
TQ’nun bu enzimlerin aktivitelerini diisiirdiigli gosterilmistir. Bu durum, TQ’nun
insiilin sekresyonunu ve glukozun dokulardaki kullanimin1 artirarak karacigerdeki
glukoz sentezini diisiirerek, bozulmus karbohidrat metabolizmasini iyilestirici
etkinlik olusturabilecegi fikrini desteklemektedir (2).

Glukoz ve proteinlerin lizerinde bulunan amino asitlerin enzimatik
olmayan ve yavas meydana gelen reaksiyonlar sonucunda glikozile proteinler
olusur. Eriskinlerde kandaki hemoglobinin % 97°si HbA; dir. HbA;’in HbAa,
HbA b ve HbA;c olmak fiizere ii¢ formu mevcuttur. En ¢ok bulunan ise
HbA,c’dir. DM’ta hiperglisemi nedeniyle proteinlerin glikolizlenme miktarinda
ciddi artig gosterir. Hemoglobinin glikolizlenmesi iki basamakta meydana gelir ve
geri doniisimlii bir reaksiyondur. Glikolize hemoglobinin olusum hiz1 glukoz
miktarmin artigi ile dogru orantili olarak yiikselir. Glikolize hemoglobin, son 120
giinliik siirecdeki ortalama gliseminin klinik olarak yararli bir gostergesidir.
Glikozile hemoglobin Olgtimleri HbA;c ile yapilmaktadir ve sonug¢ total Hb
yiizdesi olarak gosterilir (81, 82). HbA|c gegmis 2 veya 3 aylik siirecteki ortalama
kan glukoz seviyesi ile dogru orantilidir ve kisa siireli inis ¢ikislar hakkinda bilgi
vermez. Yani hipoglisemik ataklar1 gostermemekle bilikte uzun siireli kontrolii
degerlendirmede oOnemli bir yere sahiptir (2). Yapilan caligmalarda TQ’nun
HbA | c yiizdesini 6nemli derecede diistirdiigii gozlenlenmistir. Buna gore, TQ nun
insiilin saliniminda artisa sebep olarak uzun siireli yiliksek glukozun kontroliinde

ciddi bir etkisinin oldugu diisiiniilebilir (2, 13).
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3.3. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ekstraselliiler matriksi (ECM) yikima
ugratan Ca' ' ve Zn' bagimli, nétral bir endopeptidaz grubudur. Birgok fizyolojik
ve patolojik siirecte rol alirlar. Bu enzimler anjiogenez, morfogenez, ECM’in
turnoveri, doku remodelingi ve gelisimde 6nemlidir. MMP’ler yara iyilesmesi,
ovulasyon, embriyonik gelisim, kemik remodelingi gibi pek cok fizyolojik
olaylarda gorev alir. Bununla birlikte MMP’lerin hiicre migrasyonu, apopitozis,
invazyon ve proliferasyonunda gorev aldig1 bilinmektedir (83, 84).

Fizyolojik olaylarin gerceklesmesi sirasinda MMP’ler ile onlarin spesifik
endojen doku inhibitorleri (TIMP’ler) arasinda bir denge s6z konusudur ve normal
dokudan diisiik diizeyde eksprese edilirler (85). Bu denge MMP Iehine
dondiiglinde; yani MMP aktivitesinin artmasi1 durumunda matriksin kontrolsiiz
olarak yikimi baglar ve bircok patolojik siirece zemin hazirlanir. MMP’nin
etkiledigi patolojik olaylar arasinda en basta kanser ve ateroskleroz olmak iizere
artrit, nefrit, peridontal hastalik, gastrointestinal iilser, kornea tilseri, deri iilseri,
norolojik hastalik, Alzheimer hastaligi, multipl skleroz, karaciger fibrozu, fibrotik
akciger hastaligi, amfizem, kan beyin bariyerinin yikilmasini sayabiliriz (86).

Yeni liyelerin bulunmasi ile siirekli olarak genisleyen MMP ailesinin bu
giine kadar 66 iiyesi klonlanmigs ve sekanslanmistir (87-89). Bu iiyelerin 23
tanesinin insanda sentezlendigi gosterilmistir (83). MMP’ler primer yapisi,
substrat spesifitesi ve hiicre lokalizasyonuna gore kollajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, membran tipi MMP’ler ve digerleri olmak iizere baglica 5 gruba

ayrilirlar (87, 90)
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MMP’ler yapisal olarak incelendiginde; sinyal peptit bolgesi, amino
terminal propeptit bolgesi ve katalitik bolgeden olusur. Katalitik bolgenin aktif
merkezinde ¢inko atomu ve ¢inko atomuna bagli korunmus sistein aminoasiti
bulunur. Ayni1 zamanda ¢inko-baglayici boliim ve korunmus metiyonin aminoasiti
de igerir. Katalitik domain ek olarak yapisal bir Zn"" iyonu ve 2-3 Ca’ iyonu

icerir. Bu bolge stabilite ve enzimatik aktivitenin olusmasi i¢in gereklidir (83, 84,

91) (Sekil 3).

Sekil 3. Matriks metalloproteinaz zincir yapisi

Bazi MMP iiyelerine genel yapiya ilave olarak farkli kisimlar yer alir.
Jelatinaz smifinda bulunan MMP-2’nin jelatin ve 9 kollajen etkilesimi icin
gereklilik gosteren C-terminal hemopeksin benzeri, fibronektin benzeri boliimden
olusur. Bu hemopeksin benzeri boliim substrat spesifitesinin belirlenmesinde kilit
Ozellik gosterir. Bunun yanisira jelatinazlarda hemopeksin benzeri bolim ile
katalitik bolge arasinda prolince zengin bir boliim vardir (83, 84, 91).

MMP’lerin matriks degradasyonu yapabilmesi i¢in proteolitik kirilma ile

akrif formlarma doniismesi gerekir. Stepwise aktivasyonu, Mt-MMP’ler aracili
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hiicre ylizeyinde aktivasyon ve intraselliiler aktivasyon olmak iizere {i¢ aktivasyon
mekanizmasi s6z konusudur (83).

Furin tarafindan aktif formuna doéniisebilen birka¢ iiyenin disinda inaktif
zimogenler halinde hiicreden salinirlar. Saliman bu proMMP’ler civali bilesikler,
reaktif oksijen ve denatiiranlar1 gibi proteolitik olmayan ajanlar tarafindan ve
proteinazlar tarafindan in vitro olarak da aktif hale getirilirler. Bu aktivasyon
stepwise aktivasyon olarak adlandirilir ve tim durumlarda Cyn-Zn™ (sistein
swich) etkilesiminin yok edilmesi sarttir (83, 92). Bununla birlikte aktive olan
MMP’ler de diger proMMP’leri aktive edebilir. Bu duruma Ornek; membran
bagimli Mt-MMP’lerin hiicre yiizeyinde pro-MMP-2 enzimlerini aktive
edebilmesidir (83, 84, 91). MMP’lerin bazi iiyeleri ise intraselliiler olarak aktive
edilebilir. Bu duruma 6rnek stromelizin (MMP-11) golgi ile iligkili subtulisin
benzeri proteinaz tarafindan aktivasyonudur. Aktivasyon sirasinda aminotermal
propeptidler ayrilir (91, 93). MMP’lerin temel fizyolojik aktivatorii plazmindir.
Cesitli hiicrelerde (endotel hiicresi, monosit-makrofaj, diiz kas hiicresi) eksprese
edilen irokinaz-tip plazminojen aktivatorii (uPA)’niin aktif formunun
plazminojeni plazmine doniistiirdiigii ve olusan plazminin pro-MMP’leri aktive

ettigi kabul edilmektedir (94).
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Sekil 4. MMP’lerin aktivasyon kaskadi (83, 95).

Deneysel ateroskleroz modelleri ile yapilan ¢alismalarda arterial hasari
takiben meydana gelen diiz kas hiicre proliferasyonu sirasinda damar duvarinda
uPA ekspresyonunun ileri diizeyde arttigi belirtilmistir (96). Buna dayanarak
MMP’leri aktif hale getiren uPA’nin aterosklerotik siirecte dnemli rol oynadigi
kabul edilmistir. Plazminojen aktivator inhibitori-1 (PAI-1), uPA iizerinde
inhibitor etki gosterir. Boylelikle MMP’lerin plazminojen aracili aktivasyonunu

engeller (94).

3.3.1. MMP-9

MMP-9 (Jelatinaz B), Sapota ve Dancemicz tarafindan ilk olarak 1974
yilinda polimorfoniikleer 16kositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak
tanimlanmistir (Sekil 3). Yapilan sonraki ¢alismalarda 92 kDa’luk bir molekiil

halinde sentez edildigi gosterilmistir. Bu molekiil once 87 kDa’lik iaktif bir

27



molekiile daha sonra da 82 kDa veya 83 kDa’luk aktif bir molekiile
doniigmektedir. 47kDa ile 67 kDa arasinda degisen aktif formlar1 da mevcuttur.
MMP-9’un aktivasyonu sonucunda denatiire kollajen ve jelatin, tip IV ve V
kollajen ve elastini de igeren pek ¢ok ekstraselliiler matriks elemani yikilabilir.
MMP-9 yapica MMP-2’ye ¢ok fazla benzerlik gosterir. Farkliliklar1 substrat
diizeyindeki bir maddeden ortaya c¢ikar. MMP-9 kazeine karsi spesifik etki

gosterirken MMP-2 de bu spesifite goriilmez (97).

Propeptit Fibronektin tip-II
) bolge benzeri bolge Hemopeksin
Sinyal benzeri bolge
peptit l i L
MMP-9 —— | A
Katalitik /Menteﬁe
bélge bolgesi

Sekil 5. Matriks metalloproteinaz-9 (92)

MMP ailesinin en biiylik tiyesi MMP-9’dur. Sinyal peptidi, propeptit
bolgesi, ¢inko atomu baglayic1 boliim, COOH-terminal hemopeksin benzeri
boliim olmak tizere 7 boliimden olusur. Ayrica katalitik bolim ve hemopeksin
benzeri bolim arasinda prolince zengin baglayic1 bolge yer alir. C-terminal
hemopeksin benzeri boliim substrat spesifitesini belirlemede anahtar rolii oynar.
Fibronektin benzeri boliim kollajen ve jelatinlere baglanmay1 kolaylastirir (91).

Diyabetik retinopatisi olan hastalarm ve hayvan modellerinin retina
vitreuslar1 igerisinde MMP-9 ve MMP-2 diizeylerinde artislar gozlenmistir (98).

Aterosklerotik plak gelisimi sirasinda, sitokin ve biiylime faktorlerini stimiile eden
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gen transkripsiyonunda, zimojen aktivasyonunda ve MMP aktivitesinde artig

goriilmektedir (83).

3.4. Endotelyal progenitor hiicreler

Endotelyal progenitor hiicreler (EPH) kemik iliginde olgunlasirlar ve
dolasima katilirlar. Damar hasarinin bulundugu kisimlarda yogunlasarak hasarin
tamirinde Onemli gorev alirlar. Postnatal silirecte de fonksiyonlerini devam
ettirdikleri kanitlanmigtir.

Anjiyogenez; endotel hiicrelerinin boliinme yeteneklerine bagli olarak
cogalmasi, daha sonra da tasinarak yeni kapiller olusturmasi olarak tanimlanir.
Vaskiilogenez ise dolagimda var olan hiicre dnciillerinin (EPH), 6nceden bulunan
herhangi bir damardan koken almadan, olgunlasmis endotel hiicresine doniismesi
ile damar meydana getirmesidir. Vaskiilojenezin sadece embriyonik donemde
yeni damar olusumunda goérev aldigi sanilmaktaydi. Fakat yapilan ¢aligmalar,
kemik iligi kaynakli hemotopoietik progenitér hiicrelerin sadece embriyonik
donemde degil, postnatal siirecte de endotel hiicrelerine doniisebildigini; iskemi
sonrast olusan endotel hasarini tamir ederek yeni kapiller olusumunda bizzat rol
aldigin1 gostermistir (99, 100).

EPH, hematopoetik kok hiicreler ile ve endotel hiicreler ile ayn1 bir takim
hiicre yiizey belirteglerini tagimaktadirlar. Daha 6nceki ¢alismalarda EPH’lerde
VEGFR-2 ve CD34’iin bulundugu gosterilmistir (101).

Yetiskin sagliklt bireylerin damar sistemlerinde endotelyal hiicrelerin
cogalma hizi daha yavastir (t'2 ~3yil) (102). Standart sartlarda dolasimdaki
EPH’ler dolagimdaki tiim hiicrelerin ~ % 0,01’idir. Saghkli yetiskinde EPH’ler

endotelyal hiicrelerin biitiinliiglinde onaric1 etkinlik gosterebilmektedirler (103).
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EPH’ler kemik iliginde depo edililer ve bu depo gerektigi durumlarda
dolasima EPH saglayan bir rezervuar vazifesi goriir. Doku iskemisi ve sonucunda
meydana gelen doku hasar1 EPH’lerin dolagim sistemine katilmalarina sebebiyet
veren en Onemli nedendir. Bu gibi durumlarda hasar alan dokulardan salinan
medyatorler kemik iliginde bulunan EPH’nin 6nciillerini stimiile ederek EPH’lere
doniisiimiine katki saglarlar (104). Kemik iliginde meydana gelen EPH’ler
birtakim proteinler ve mediatorler (Matriks metalloproteinaz-9, NO, sKitL)
aracilig1 ile kemik iliginin vaskiiler bolgesine gegerler ve cogalirlar (105) (Sekil
6). Biitiin bunlarla birlikte eNOS aktivitesinin de EPH’lerin kemik iliginden

mobilizasyonunda dnemli gorev aldigi diistiniilmektedir (106).
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Sekil 6. Kemik iliginden EPH’lerin mobilizasyonu
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Dolasimda bulunan EPH diisiikligliniin kardiyovaskiiler hastaliklarin
olusumuna neden olabilecek endotelin tamir kapasitesinde azalmasi ile baglantili
oldugu gosterilmistir (107). Yapilan baska bir calismada koroner arter
hastalarindaki EPH miktarmin diistiigii ve go¢ etme yeteneklerinin bozuldugu
bildirilmistir (108, 109). Koroner arter hastalarindaki buna benzer durumlarin tip-
2 diyabetli hastalarda meydana gelmesi beklenen bir durumdur (110).

Diyabetik nefropati lizerine yapilan bir caligmada diyabetin bdbrek

dokusundaki CD34 diizeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir (111).

3.5. Endotelyal disfonksiyon, NO ve eNOS

Endotel, fonksiyonlar1 hakkindaki bilgilerimiz arttikca, Onemi ve
iizerindeki aragtirma sayisi ¢cok fazla artan bir “organ” dir. Endotel tarafindan
salgilanan bircok madde iginde nitrik oksit (NO), bazi prostaglandinler ve
endotelin, kan basincini direkt veya indirekt etkileyebilen 6nemli molekiillerdir.
Endotelyal disfonksiyon genis kapsamli bir terimdir ve NO {iretiminde bozulma
ve/veya endotel-kaynakli Endotelinl (ET-1), anjiyotensin ve oksidanlar gibi
gevseme ve kasilma faktorlerinde dengesizligi ifade eder (112).

NO insanda iyi tanimlanmis bir endotel-kaynakli gevsetici faktordiir.
NO'nun, L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) aracilig: ile tretildigi ve insanda
bircok dokuda sinyal asirimmdan sorumlu oldugu bulunmustur (113, 114). NO
endotelyumdan, komsu damar diiz kaslarina niifuz eder ve burada cGMP
olusumunu uyararak kan damarlarini genisletir (115). NO’in viicutta baslica
kardiyovaskiiler sistem olmak iizere, santral ve periferik sinir sistemi, immun

sistem ve inflamasyonda rolii oldugu gosterilmistir (116).
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NOS'un noronal (nNOS veya NOS 1), sitokinle-indiiklenen (iNOS veya
NOS 2) ve endotelyal (eNOS veya NOS 3) olmak flizere {i¢ ayr1 izotipi
tanimlanmistir (117). Bunlardan nNOS ve eNOS izotipleri hiicrede yapisal olarak
aktif halde iken, iINOS diizeyi ve aktivitesindeki artis ortamda sitokinlerin
bulunmasina baglidir. Endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesi sonucu tiretilen NO,
endotel tabakasi altindaki diiz kas dokusuna difiizyon ile ulasir ve gevsemeye yol
acarak vaskiiler tonusun ve kardiyovaskiiler homeostazin diizenlenmesinde
onemli rol oynar (118). Endotelden NO saliverilmesini saglayan baslica fizyolojik
faktorler siirtiinme stresi (shear stress), asetilkolin (Ach), bradikinin, endotelin, P
maddesi, histamin ve vazopressindir (119, 120). eNOS ayrica trombositlerde ve
megakaryoblastik hiicrelerde de gosterilmistir (121). Trombosit agregasyonu
sirasinda saliverilen NO, agregasyonu Onleyici etki gosterir (122).

Gliglii bir vazodilatator olan NO, endotelyal hiicrelerden bazal ve/veya
uyarilmis olarak salinir ve arteriyal kan basinci ile kan akimmin diizenlenmesinde
onemli rol oynar (123). Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda yapilan c¢esitli
calismalarda, bu hastalarda plazma NO diizeylerinin ve NO metabolitleri
(NOxX)'nin triner atilimmin saglikli deneklere gore azaldigi gosterilmistir (124,
125). Saglikli organizmada vaskiiler sistemde NO olusmasinda temel unsur
endotelyal hiicrede exprese olan NOS enzimidir ve bu enzimin ¢esitli L-arjinin
analoglar1 kullanilarak inhibe edilmesi miimkiindiir. NOS’un inhibisyonu L-
arjinin analoglar1 veya NOS enzimlerinin kofaktdrlerinin etkilenmesi ile
saglanmaktadir N®-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), N“-monometil-L-
arjinin (L-NMMA), N®-nitro-L-arjinin (L-NNA) ve benzeri L-arjinin analoglari

NO sentezini inhibe eden maddelerdir (126, 127). L-NMMA, L-NNA ve L-
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NAME NOS enzimini kompetitif olarak inhibe etmektedirler. Son iki bilesik
kronik NOS inhibisyonu modelinde en ¢ok kullanilan bilesiklerdir. Ik sentez
edilen L-NMMA tiim NOS isoformlarina benzer oranda selektivite gosterir. L-
NNA ve L-NAME daha sonra sentez edilen birlesiklerdendir ve NOS enzimini
nonselektif olarak inhibe eder. L-NMMA genellikle akut NOS inhibisyonu
calismalarinda kullanilmaktadir (128).

Endotel parlak yiizeyli, kaygan ve vazodilatasyona egimli bir yapidir.
Fakat diyabet ve diger vaskiiler risk faktorleri mekanik, hemodinamik ve simik
etkileri sonucu endotel yapisinda hasar meydana getirirler (129). Endotel bagimli
vazodilatasyon olusmasinda ve saglikli endotele ait diger koruyucu fizyolojik
ozelliklerin diizenlenmesinde rol alan ve endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesi
sonucu {iretilen NO, kemik iliginden EPH’lerin salinimini arttirr ve yara
bolgesinde olusan iskemide stomal hiicrelerden olusan faktér salimimina neden
olur. Diyabetli hastalarda hem stomal hiicrelerden olusan faktoriin hem de
EPH’lerin iiretimindeki bozukluklar yara iyilesmesinde gecikmelere neden olur

(130).
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4. GEREC VE YONTEM
Projemizde planladigimiz diyabetik siire 42 giin olmasina karsin, ratlarda
genel durumda bozulma ve yiyecek aliminda asir1 diisme nedeniyle 21. Giinde

Etik Kurul’a bilgi verilerek deney sonlandirildi.

4.1. Denekler ve bakim

Bu calismanm deneysel protokolii Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulunun 29.01.2014 tarihli ve 37 no’lu onay1 dogrultusunda yapildi.
Arastirmada 220-260 gr agirhiginda Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar (n=24)
kullanildi. Ratlar indnii Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi (INU-DEHUM)’den elde edildi. Deney, Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)’da gergeklestirildi. Ratlar standart
sartlarda (12 saat giinisig1, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit 1sil1 odalarda)

barindirildi.

4.2. STZ ile diyabet olusturma

0,1 M sitrat buffer igerisinde (pH: 4.5) ¢oziindiiriilen STZ (50 mg/kg)
intraperitonel olarak tek doz halinde uygulandi. Kontrol gruplarina ayni hacimde
sitrat buffer uygulandi. 72 saat sonunda plazma glukoz diizeyleri 6l¢iildii ve aglik
kan glukoz diizeyi 250 mg/dl iizerinde olan ratlar diyabet olarak kabul edilerek bu
calismada kullanildi (STZ sonrasi 3. giinde kan glukozu dogrulama zamani

calismanin 0. giinii olarak tanimlandr).
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4.3. Deney protokolii

4.3.1. Gruplar

Ratlar her bir grupta 8 rat olacak sekilde {li¢ gruba ayrildi (n=24).
1.Grup: 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi, normal su ve yem verildi
(Kontrol grubu).
2.Grup: STZ ile tip 1 diyabet olusturulan ratlara 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml
misir yagi, normal su ve yem verildi (STZ grubu).
3.Grup: STZ ile tip 1 diyabet olusturulan ratlara 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml
misir yagi icerisinde ¢oziindiirilmiis TQ (80 mg/kg/giin), normal su ve yem

verildi (STZ+TQ grubu).
4.3.2. Kan basinci dl¢iimleri

Bilinci agik ratlarm kan basinci dl¢iimleri (sistolik kan basinci) kuyruktan
indirekt tail cuff yontemi ile yapildi (MAY BPHR 9610-PC TAIL-CUFF Indirect
Blood Pressure Recorder, Ankara, Tiirkiye) Tiim gruplardaki Ratlari kan basinci
Olgtimleri 0. ve 21. gilinlerde yapildi. Alman kan basmci degerleri bilgisayara

kaydedildi. Her ratdan 5 6l¢iim alind1 ve ortalamalar1 hesaplandi.
4.3.3. Kan glukoz diizeyi élciimleri

Tim gruplarda kan sekeri dl¢timii 0. ve 21. giinlerde yapildi. Deneklerin
kuyruk venlerinden kan alinarak glukometre (On call® plus, Acon) ile kan glukoz

diizeyi 6lciimii yapilmistir.
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4.4. Cerrahi uygulamalar

Deney sonunda, denekler dekapite edilerek kan oOrnekleri alindi. Daha
sonra c¢abuk bir bicimde abdomen ve toraks orta hattan agildi. Torasik aorta
diafragmanin tizerinden baslayarak arkus aortaya dogru diseke edilerek ¢ikarildi
ve soguk krebs soliisyonu i¢ine alindi. Torasik aorta ¢evre bag ve destek
dokularindan dikkatlice temizlenerek arkusa yakm ugtan 4 mm boyunda halka

halinde kesildi.

4.5. In vitro deneyler

Hazirlanan 4 mm boyundaki torasik aorta halkalari, liimeninden birbirine
paralel iki paslanmaz ¢engel gecirilerek igerisinde 37°C’ta 1sitilmis ve % 95 O2 +
% 5 CO; karisimu ile gazlandirilan Krebs-Ringer bikarbonat soliisyonu bulunan 10
ml’lik izole organ banyosuna asildi. Alt ¢engel izole organ banyosunun tutma
kismina tutturulacak {ist cengel de izometrik kasilma cevaplarimi kaydetmek i¢in
force-displacement transducerlerine (FDT 0.5) baglanildi. Kayitlar Biopac marka
(Model 36) multirecoreder ile yapildi. Izole organ banyosuna asilan torasik aorta
halkalar1 2 gramlik istirahat gerimi altinda 1 saat boyunca dengelendi. izole organ
banyosundaki Krebs-Ringer bikarbonat solusyonu metabolik son iirlinlerin
birikimini énlemek i¢in her 15 dakikada bir taze solusyonla yenilendi. In vitro
torasik aorta calismalar1 endotel varliginda calisildi. Phe (10°-10" M) artan
konsantrasyonlarda kiimiilatif verilmistir ve her dozda kasilma platolar1 net bir
sekilde goriilmeden diger doza gecilmemistir. Endotele bagimli gevseme
cevaplar1 almak i¢in Ach (10°-10* M) dokulara 1.5 saatlik dengeye gelme

periyodundan sonra artan dozlarda kiimiilatif olarak verilmistir. Emax degerleri
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icin 80 mmol/L KCl ile elde edilen kasilma cevabi referans alinarak % kasilma

cevabi olarak ifade edildi.

4.6. Biyokimyasal analizler

4.6.1. MMP-9 dl¢ciimleri

Cerrahi prosediir sirasinda elde edilen aortun bir kismi % 0,9’luk soguk
(+4°C) sodyum kloriir (NaCl) ile yikand1 ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha
sonra dokular homojenizator ile (Ultra TurraxType T25-B, IKA Labortechnic,
Germany) 0,01M’lik PBS ¢o6zeltisi i¢inde (1; 9,w; v), 16000 rpm’de 3 dakika
homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde gergeklestirildi.
Homojenat 5000xg’de 1 saat (+4°C’de) santrifiijlenerek siipernatantlar1 ayrildi ve
analiz zamanina kadar -80°C’de bekletildi. MMP-9 diizeyleri siipernatantta uygun

metodla tayin edildi.

MMP-9 diizeyleri, rat ELISA kiti (Elabscience, katalog no; E-EL-R0624)
kullanilarak, kit prosediiriine uygun olarak doku Orneklerinde calisildi.
Absorbanslar ELX800 ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 450 nm’de
okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik yikayici olarak Bio-tek ELXS50
(BioTek Instruments, USA) kullanildi. Sonuclar ng/mL olarak belirtildi. Doku
MMP-9 sonuglar1 sulandirma orant géz Oniine alinarak diliisyon faktorii ile
carpilarak hesaplandi. Olgiim arahgi 0,78- 50 ng/mL, minimum §Slgiilebilir diizeyi

0,47 ng/mL idi.
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4.7. Immiinohistokimyasal analizler

Cerrahi prosediir sonrasi alman aort dokular1 % 10’luk formaldehit
soliisyonu igerisinde tespit edildi. Musluk suyu altinda yikama yapilarak
formaldehit uzaklastirildi. Yikanan dokular rutin histolojik takip serilerinden
(Tablo 1) gecirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra ksilolde
parlatilip parafine ( P3558-1kg Sigma-Aldrich Paraplast Embedding Media,
U.S.A) gOmiildii. Parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda kesitler rodajli ve

polilizinli lamlara alindi.

Tablo 1. Histolojik Takip Islem Basamaklari

SIRA ISLEM SURE

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol 30 dakika
4 % 96 Alkol 30 dakika
5 % 100 Alkol 30 dakika
6 % 100 Alkol 30 dakika
7 Alkol + Ksilol 15 dakika
8 Ksilol T 10 dakika
9 Ksilol II 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 GOmme

Aort dokusunda eNOS ve CD34 immiinreaktivitesinin belirlenmesi i¢in
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. (Tablo 2).

Polilizinli lamlara sogutulmus parafin bloklardan 5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Ksilol ile deparafinizasyon ve seffaflastirma isleminden sonra

dokular azalan dereceli alkol serilerinden gegirilip Endojen peroksidaz aktivitesini
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onlemek i¢in H,O, bloker (TA-125-HP Lot No: HP18180, Hydrogen Peroxide
Block, Thermo Scientific ) ile muamele edildi. Antigen retrieval i¢in sitrat tampon
soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi. Zemin
boyasini engellemek icin 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Ultra V Block,
Thermo Scientific) soliisyonu uygulamasindan sonra primer antikorlar (PA1334
Lot No: 0131012223499, Polyclonal Anti-CD34  Antibody, Boster
Immunoleader; PA1712-1 Lot No: 017143d011231, Polyclonal Anti-
NOS3Antibody, Boster Immunoleader) damlatilan dokular 60 dakika etiivde
inkiibe edildi. Etiivden c¢ikarilan dokular, PBS (P4417-100TAB, Phosphate
Buffered Saline, Sigma Aldrich) ile yikandi. 30 dakika nemli ve karanlik ortamda
oda 1sisinda sekonder antikor (TP—060-BN, Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent
(anti-mouse / rabbit IgG), Thermo Scientific) ile inkiibe edildi. PBS ile yikanan
dokular Horse Radish Peroksidaz (HRP) (TS-060-HR, Streptavidin Peroxidase,
Thermo Scientific,) enzimi ile 30 dakika nemli ortamda oda i1sisinda inkiibe

edildikten sonra PBS i¢erisine alind1.
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Tablo 2. immiinohistokimyasal boyama prosediirii.

SIRA ISLEM SURE

1 Ksilol I 10 dakika
2 Ksilol IT 10 dakika
3 Ksilol IIT 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika
8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
10 PBS 3x5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3x5 dakika
13 UV blok 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3x5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3x5 dakika
18 Streptavidin Peroksidaz 20 dakika
19 PBS 3x5 dakika
20 AEC 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Cesme suyu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile

kapatma

Dokulara AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) substrat soliisyonu (TA-060-
HA, AEC Substrate System, Thermo Scientific ) damlatildi. Reaksiyon 151k
mikroskobunda goriintli sinyali alindiktan sonra biitiin dokularda es zamanli
olarak distile su ile sonlandirildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamas: yapildi.
Distile su ile yikanan preparatlar kapatma soliisyonu (Large Volume Vision

Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.
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Pozitif kontrol olarak meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol olarak
kullanilan dokularda ise primer antikor yerine PBS kullanildi, diger basamaklarda
herhangi bir degisiklik yapilmadi. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda
(Novel N-800M x20) incelenerek degerlendirildi ve fotografland:.

Immiinohistokimyasal ~boyanmanin  degerlendirilmesinde; — immiinre
aktivitenin yaygmligi (0.1: <% 25, 0.4: % 26-50, 0.6: % 51-75, 0.9: % 76-100)
ve siddeti (0: yok, +0.5: c¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak

histoskor olusturuldu (Histoskor= yaygmlik x siddet).

4.8. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalamatstandart hata (SH) olarak belirtildi.
Ortalamalar arasindaki farklarin istatiksel anlamlilik diizeylerini belirlemek icin
“Origin 5.0°” paket istatistik programlar1 kullanilds. Istatistiksel farklar bagimsiz
gruplarda “one-way ANOVA” testi ile hesaplandi. Ayni grubun farkli zaman
noktalarindaki degerleri arasindaki fark degerlendirmek icin “paired student-t
test” kullanildi. Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0,05 degeri istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.

4.9. Kullanilan Kimyasallar

Fenilefrin, Asetilkolin, STZ (Sigma Aldrich Inc. St. Louis, MO. A.B.D),
Timokinon (Sigma Aldrich Inc. St. Louis, MO. A.B.D ), CD34 (Boster Biological

Technology Co., Cat No: PA1334)‘dan satm alindu.
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5. BULGULAR

5.1. Kan Basinci dl¢iimleri

Deneyin 0. ve 21. Giliniinde yapilan sistolik kan basmci 6l¢iimleri

sonucunda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 3).

Tablo 3. Deney basinda ve sonunda sistolik kan basinci dl¢iimleri .

Gruplar Deney baslangici sistolik Deney sonu sistolik
kan basinci ol¢iimii kan basinci ol¢iimii

Kontrol (n=8) 105,28+5,23 102,56+4,31

STZ (n=8) 101,70+2,05 103,20+5,74

STZA+TQ (n=8) 106,41+4,35 105,20+2,09

Veriler ortalama+standart sapma (Ort£SS) olarak ifade edilmistir.

Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.
STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.
STZ+TQ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80

mg/kg/giin) verildi

5.2. Kan glukoz diizeyi dl¢iimleri

Kan glukoz diizeyi 6l¢iimleri deneyin basinda ve 21. giiniinde yapild.

Bulunan degerler kontrol, STZ, STZ+TQ gruplar1 i¢in sirayla deney
basinda 119.50+7.88, 388.25+49.59, 398.11+65.16; deney sonunda ise
100.20+11.05, 480.50+£62.80, 412.20+£51.50 olarak bulunmustur (Sekil 7).

Veriler ortalamatstandart sapma (Ort£SS) olarak ifade edildi. a, ayni
zaman diliminde kontrol grubuna gore anlamli farklilik vardir (independent t test);
* grup i¢i iki zaman dilimi arasinda anlamli fark vardir (paired t test). (a,

p<0.001; b, *, p=0,05)
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Sekil 7. Deney basinda ve deney sonunda kan glukoz diizeyleri

Kontrol  : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.

STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi verildi.

STZ+TQ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi

Deney basinda kan glukoz diizeyleri agisindan STZ grubu ve STZ+TQ
gruplar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklhilik vardi
(p<0.001). Deney sonunda da STZ ve STZ+TQ gruplar1 glukoz degerlerinin,

kontrol grubundan anlamli oranda yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.001).

5.3. MMP-9 expresyonu:

Deney sonunda alman torasik aort dokular1 tizerinde MMP-9 diizeylerine
bakildi. STZ ve STZ+TQ gruplarinin MMP-9 degerlerinde kontrol grubuna goére
anlamli oranda azalma tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 4. Deney sonunda aortik dokudan MMP-9 Olgiimleri

Gruplar MMP-9 (ng/ml)
Kontrol (n=8) 15,47+3,80

STZ (n=8) 2,63+2,13 a
STZATQ (n=8) 3,30+0,73 a
Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag verildi.

STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi verildi.

STZ+TQ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi
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Veriler ortalama+standart sapma (Ort+SS) olarak ifade edildi. a, ayni
zaman diliminde kontrol grubuna gore anlamli farklilik vardir (independent t test);
p<0.001.

5.4. Izole Organ Cahsmalar:

5.4.1. Phe kasilma cevaplan

5.4.1.1. Phe doz-cevap egrisi

Deneyin 21. Giiniinde dekapite edilen ratlardan alinan torasik aort
dokusunun izole organ banyosundaki fenilefrin ile kasilma cevaplar1 Sekil 8’de

gosterilmistir.
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a, 5T grubu ile Kontrol grubu arasinda anlamb fark vardir, P=00037 (Two Way ANOVA)
b, STZ+T{ gruba ile Kontrol grubu arasinda anlaml fark vardir, P=0,049 (Two Way ANOVA)

Sekil 8. Fenilefrin doz cevap egrisi

Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml musir yag: verildi.

STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.

STZ+TQ  : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi igerisinde ¢dziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi
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Bu verilere gore STZ grubu ve STZ+TQ gruplar1 ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik goriilmiistiir (p<0.05);
kontrol grubuna gore STZ ve STZ+TQ gruplarinda damar kasilmalar1 daha

yiiksek bulunmustur.

5.4.1.2. Phe EC50 ve Emax degerleri

STZ grubu ile kontrol grubu arasinda EC50 ve Emax degerleri arasinda
anlamli olarak farklilik goriilmemistir. STZ+TQ grubu ile kontrol grubunun EC50
degerleri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli olan bir farklilik vardir (p<0.05).

STZ+TQ grubunda anlamh olarak diisiis gozlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Tiim gruplarda Fenilefrin doz-cevap egrisi EC50 ve Emax degerleri.

Gruplar Ec50 (-Logaritmik) Emax / KCI*100
Kontrol (n=8) 6,91+0,18 87,95+12,71
STZ (n=8) 6,88+0,22 101,02+10,52
STZ+TQ (n=8) 6,54+0,22 * 103,18+20,93

* Kontrole gore anlamh farklihk vardir (p<0,05)

Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag verildi.

STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml musir yag1 verildi.

STZ+TQ  : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi igerisinde ¢dziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi

5.4.2. Ach gevseme cevaplan

5.4.2.1. Ach doz-cevap egrisi

Ach gevseme cevaplarinda tiim gruplar arasinda anlamli bir fakhilik

goriilmemistir (Sekil 9)
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Sekil 9. Ach doz-cevap egrisi

Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.

STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag verildi.

STZ+TQ  : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml musir yagi igerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi

5.4.2.2. Ach EC50 ve Emax degerleri

Ach EC50 ve Emax diizeyleri arasinda tiim gruplar arasinda anlamli bir

farklilik goriillmemistir (Tablo 6).

Tablo 6. Tiim gruplarda Ach EC50 ve Emax degerleri.

(1)
Gruplar Ec50 (-Logaritmik) Emax (% phe

kasilmasi)
Kontrol (n=8) 6,86+0,28 88,96+10,30
STZ (n=8) 7,100,52 81,7013,25
STZ+TQ (n=8) 6,99+0,62 86,10£12,65
Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag verildi.
STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.
STZ+TQ  : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml musir yagi igerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi.
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5.5. eNOS immiinreaktivitesi

eNOS immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151tk mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; eNOS immiinreaktivitesi damar
dokusunda endotelde (siyah ok) gozlendi.

eNOS immiinreaktivitesi; Kontrol grubu (Sekil 10) ile karsilastirildiginda
STZ (Sekil 11) grubunda anlaml bir degisiklik izlenmedi. TQ (Sekil 12) grubu ise
kontrole benzerdi (Tablo 7)

Tablo 7. eNOS immiinreaktivitesi.

GRUP eNOS Histoskor
(yayginhk x siddet)
Kontrol (n=8) 0.28+ 0.09
STZ (n=8) 0.31+0.07
STZA+TQ (n=8) 0.26+0.05

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Kontrol : 21 giin boyunca herhangi bir uygulama yapilmadi.
STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag: verildi.
STZ+TQ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80
~ mg/kg/giin) verildi
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Sekil 10. eNOS immiinreaktivitesi; Kontrol grubu
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Sekil 12. eNOS immiinreaktivitesi; TQ grubu

5.5.1. CD-34 immiinreaktivitesi

CD 34 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiinohistokimyasal boyamanin
151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; CD 34 immiinreaktivitesi damar

dokusunda endotelde (siyah ok) gozlendi.
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Tablo 8. CD34 immiinreaktivitesi.

GRUP CD34 Histoskor
(yayginlik x siddet)
Kontrol (n=8) 0.13+ 0.05
STZ (n=8) 1.75+0.55 *
STZ+TQ (n=8) 0.15+0.05 °

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. * Kontrol grubuna

gore karsilastirildiginda, ®Stz grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Kontrol : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag verildi.
STZ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yag verildi.
STZ+TQ : 21 giin boyunca gavaj ile 1 ml misir yagi icerisinde ¢oziindiiriilmiis TQ (80
mg/kg/giin) verildi
CD 34 immiinreaktivitesi; Kontrol grubu (Sekil 13) ile karsilastirildiginda
STZ (Sekil 14) grubunda anlamli olarak bir artis izlendi (p<0.05). STZ grubu ile
karsilastirildiginda TQ grubunda (Sekil 15) anlamli bir azalma goézlendi ve

kontrole yakindi. (Tablo 8). Skala bar: 20um.
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Sekil 13. CD34 immiinreaktivitesi; Kontrol grubu
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6. TARTISMA

Bu ¢alismada STZ ile olusturulan diyabet modelinde, baslangi¢ ve deney
sonu kan glukozu degerleri ve vaskiiler fonksiyonlarin yanisira, eNOS, MMP-9 ve
CD34 progenitor hiicreleri iizerine diyabet ve TQ’un etkisi degerlendirilmistir.
Elde edilen verilere gore, TQ uygulamasimnin diyabet modelinde kan
gkukozundaki progresif artisa kismen engel oldugu, Ach gevseme cevaplarini
degistirmedigi, Phe EC50 cevaplarini ise olumlu yonde etkiledigi, vaskiiler
(torasik aorta) eNOS enzim aktivitesinin DM modelinden ve beraberinde TQ
uygulamasindan etkilenmedigi, vaskiiler CD34 immunreaktivitesinin DM ile
arttig1 ve TQ ilavesiyle geri dondiiriildiigii, vaskiiler MMP-9 enzim diizeylerinin
ise DM ile azaldig1 halde TQ ilavesiyle degismedigi tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismada deneyin 0. gilinii ve 21. giinli kan basinci1 dlgtimlerinde
grup i¢ci ve gruplar arasinda degisim goézlenmedi. Diyabetli hastalarda
hipertansiyon siklig1 diyabetli olmayan olmayan gruptan 1,5-2 kat daha fazla
goriilmektedir. Bat1 toplumunda tip 1 diyabetli hastalarin % 10-30’unda, tip-2
diyabetli hastalarmm ise % 30-50’sinde hipertansiyon goriilmektedir (131).
Nefropatinin en biiylik gostergesi olan mikroalbiiminiiri hipertansiyon i¢in bir
belirtegtir. Hipertansiyon sikligi nefropatisi olmayan tip 1 diyabetli hastalarda
normal popiilasyon ile ayni bulunmustur. Bu durum hipertansiyonun diyabetin 3.
evre komplikasyonu olan nefropatinin meydana gelmesi sonucu olustugunu
gostermektedir (132). Calismamizda kan basincinda bir degisikligin olmamasi
diyabetin 21  giinlik siirecinde heniiz nefropati komplikasyonunun

olusmamasindan kaynaklaniyor olabilir.
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DM, insiilin salgilanmasi ve/veya insiilinin periferik hiicrelerdeki etkisinde
meydana gelen anormallikler sonucunda olusan yiiksek glukoz diizeyi ile kendini
gosteren bir takim metabolik sendromun ismidir. Bu giine kadar yapilan bir¢ok
calismada, ¢orek otunun etken maddesi olan TQ’nun glukozun metabolizmasinda
gorev alan enzimler ve yliksek kan glukozu gibi durumlarin iizerine etkileri
arastirilmistir. Bu ¢alismamizda da, TQ’nun kan glukoz diizeyi lizerindeki etkileri
arastirildi. TQ’nun diyabette meydana gelen kan glukoz diizeyindeki artisi
tamamen Onlememekle beraber, STZ grubunda baslangica gore meydana gelen
anlamlr artis1 dnledigi tespit edildi. Onceki ¢alismalarda TQ uygulanan diyabetik
farelerde kan glukoz seviyeleri Ol¢lilmiis ve belirgin bir azalma belirlenmistir.
Plazma insiilin seviyelerinde ise belirgin bir artma goézlenmistir (2, 13). Diyabette,
hekzokinaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenazin aktivitelerinde insiilin yetersizligi
ile azalma ve TQ uygulamas: ile, insiilin salinimiyla bu enzimlerin hepatik
dokulardaki aktivitelerinde artis bildirilmistir (2, 13, 32). TQ’nun insiilin
sekresyonu iizerindeki etkileri tam olarak agiklanamamakla birlikte; insiilin
sekresyonunu arttirarak ve glikoneogenezi engelleyerek kan glukoz diizeyini
disiirdiigli belirtilmistir (2). Ayrica, TQ nun diyabette meydana gelen oksidatif
stresi azalttig1 ve B hiicre biitlinliigiini sagladigi belirtilmistir (15). Calismamizda
plazma insiilin seviyeleri Olgiilmemis olmasi bu yonde karar vermeyi
zorlagtirmakla birlikte, TQ uygulamasmin diyabet modelimizde meydana gelmis
olan progresif glukoz artisim1 engelledigi gerceginden hareketle, STZ araciligiyla
meydana gelen progresif B hiicre toksisitesinin Onlendigi ve/veya insiilin

salmiminin arttig1 hipotezleri olas1 goriinmektedir.

52



Calismamizda, diyabette meydana gelen vaskiiler komplikasyonlar
iizerinde TQ’nun etkisini incelemek amaciyla izole organ banyosunda Phe ile
kasilma ve Ach ile gevseme cevaplar1 dl¢iilmiistiir. izole sican torasik aortasinda
diiz kasm gevseme ve kasilma yanitlari incelendiginde; 10° molar Phe
uygulamasi sonrasi, Ach uygulamasi ile elde edilen gevseme doz-cevap egrisinde
gruplar arasinda farklilik olmadigi tespit edilmistir. TQ nun kontrol ve STZ
grubuna gore Phe kasilma egrisinde ec50 (—logl0) degerlerini azalttigi, fakat
sadece kontrol grubuna gore anlamlilik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Phe
doz-cevap egrisi i¢in yapilan iki yonlii varyans analizinde kontrol grubu ile
STZ+TQ grubu arasinda anlamli farkhilik tespit edilmistir. Ozellikle diisiik
konsantrasyonlarda Phe uygulamasina kasilma cevabinda TQ uygulamasiyla
azalma meydana geldigi ve maksimal kasilmanin diyabetle artmis oldugu
izlenmistir. Bu sonuglar torasik aortada Phe uygulamasina kasici cevabin arttigini
diistindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda diyabetik sicanlarin torasik aorta halkalarinda olusan
kasilma kuvvetlerinin kullanilan ajanlara gore farkliliklar gésterdigi bulunmustur.
Bazi arastirmacilar diyabetik sicanlarin aorta halkalarinda norepinefrinle veya Phe
olusan kasilma kuvvetinin arttigmi (133, 134), diger arastirmacilar ise kasilma
kuvvetinin azaldigini bulmuslardir (135-138). Diyabetin bir aylik doneminde o
reseptorlerinin Phe’ne olan duyarliliginin azaldig1 gortilmiistiir (139). Diyabette
Phe ile meydana gelen kasilmasin arttigini gosteren calismada, 8 aylik antioksidan
tedavisi ile bu artig disiiriilmiis ve hatta kontrol degelerinin asagisina ¢ekmistir.
Bu durum antioksidan etki ile diyabette meydana gelen Phe kasilma cevaplarinda

diisiisiin meydana gelebilecegini gdstermektedir. Sonucgta bizim ¢alismamizdaki
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bulgulara gére TQ’ nun, STZ aracili diyabette eNOS aktivitesini ve asetilkolin
gevseme yanitlarint etkilemeden kasilma duyarlili§i tizerine azaltici etki
gosterebilecegi ve bu etkinin TQ nun antioksidan 6zellik gdstermesinden dolay1
olabilecegi ileri siiriilebilir.

Diyabette Ach ile meydana gelen gevseme cevabinin azaldigini belirten
calismalar vardir (134, 135, 138). Diyabetik hayvanlarda 8 aylik antioksidan
tedavisi ile Ach gevseme cevaplar1 kismen diizeltilebilmistir (134). Calismamizda
Ach ile meydana gelen gevseme diizeyleri arasinda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamistir. Daha 6nce belirtildigi gibi, diyabet grubumuzda kan
basinci acisindan bir degisim olmamasi da, vaskiiler gevseme cevaplarinda
degisim olmamasini destekler niteliktedir.

MMP’ler apoptozis ve anjiyogenez gibi bir ¢ok hiicre fonksiyonlarini
diizenlerler. Calismamizda diyabet grubunda MMP-9 diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli oranda diisiik oldugu ve TQ ilavesinin etkisiz kaldigi
bulunmustur. Literatiir incelendiginde genellikle diyabet ile MMP diizeylerinde
artiy gozlenen g¢alismalar mevcuttur. Diyabetik retinopatisi olan hastalarin ve
hayvan modellerinin retina vitreuslar1 igerisinde MMP-9 ve MMP-2 diizeylerinde
artiglar gozlenmistir (98). Aterosklerotik plak gelisimi sirasinda, sitokin ve
bliyime faktdrlerini  stimiile eden gen transkripsiyonunda, zimojen
aktivasyonunda ve MMP aktivitesinde artis goriildiigi bildirilmektedir (83).
Amilin (adacik amiloid polipeptid), B hiicrelerinde insiilin salg1 graniillerinde
beslenmeye yanit olarak insiilin ile birlikte {iretilip beraber salgilanan bir
popipeptiddir (140). Amilin sekresyonu artis1 ve hiperglisemi ile amiloid adli

maddenin birikiminin meydana gelebilecegi ve bodylece insiilin sentez ve
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salgilanmasinda bozukluklar ile diyabete neden olabilecegi gosterilmistir (1, 141).
Tip 2 diyabette adactk MMP-9 mRNA seviyelerinin azalmasma bagli olarak
adacitk MMP-9 aktivitesinin azaldig1 ve bu duruma bagh olarak adacik amiloid
birikiminde ve [ hiicre kayiplarinda artis goézlenmistir. Adacik MMP-9
aktivitesinin artisinin amiloid birikimini ve toksik etkilerini azaltabilecegi
disiiniilmektedir (142).

Diyabette MMP’ler degisen dokularda fakli diizeylerde bulunabilmektedir
(98, 142-144). Diyabetik ratlarda aort dokusunda MMP’lerin diizeyleri ne dair
calismamizda, diyabetin akut doneminde vaskiiler MMP-9 diizeyinin
azalabilecegi ve TQ ilavesinden etkilenmedigi gosterilmistir.

Calismamizda  eNOS immiinreaktivitesi ~ kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda STZ grubunda anlamli bir degisiklik izlenmedi. TQ grubu ise
kontrole benzer bir derecedeydi. Kan damarlarindaki NO sentezinde bir
azalmanin ateroskleroz gibi durumlarla sonuglanabilecegi bildirilmistir (145-150).
Diyabet hastalarinda endotelden prostosiklin ve NO salmimi bozulmustur ve
eNOS aktivitesindeki uzun siireli bozukluk kismen diyabette meydana gelen
hizlanmis aterosklerozu agiklayabilir (151). Diyabetli kisiler ayni1 yas ve cinsiyette
diyabet hastasi olmayan kisilerin olusturdugu bir grupla karsilastirildiginda
arterial sertligin artmis oldugu gosretilmistir (152). Retinopati gelisen tip 1
diyabetli hastalarin endotelyal disfonksiyonun gostergesi olarak artmis NOS
aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (153). eNOS aktivitesinin diigmesi NO
biyoyarlaniminda azalmaya sebep olur ve bu durumun endotelyal disfonksiyonu
olusumunda etkili oldugu 6ne stiriilmektedir (154). CalismamizdaeNOS diizeyinin

degismemesinin nedeni, akut diyabette endotel hasarmin NO diizeylerini
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etkileyebilecek seviyede gerceklesmemesi olabilir. Bu durumu in vitro Ach
gevseme cevaplarinin belirgin diizeyde degisiklife ugramamasiyla ve kan
basmcinda degisiklik olusmamasiyla da uyumlu gériinmektedir.

EPH’ler kemik iliginde olgunlasirlar ve dolagima dahil olarak damar
hasarmini bulundugu yerlerde yogunlasarak hasarin tamirinde biiyiik gorev
iistlenirler. EPH’in VEGFR-2’yi ve kok hiicre belirteci olan CD34’1 tasidiklar1
gosterilmistir (101). Calismamizda CD34 immiinreaktivitesinde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda STZ grubunda, TQ ilavesiyle tam olarak Onlenebilen anlamli
bir artis izlendi.

Akut damar hasar1 olan koroner arter cerrahisi geciren hastalar iizerinde
yapilan bir calismada dolagima hizli ama gecici bir sekilde EPH akimi
gozlenmistir. Hasar meydana geldikten 6 ila 12 saat sonrasinda dolasimdaki EPH
sayist %50 oraninda yilikselmis ve 2 ila 3 giin icerisinde bazal diizeylerine
gerilemistir (107). Diger bir arastirmada koroner arter hastalarindaki EPH
miktarmin  distiigii ve gé¢ etme yeteneklerinin bozuldugu belirtilmistir.
EPH’lerde meydana gelen bu degisimlerin kardiyovaskiiler risk faktorleri ile
korele olabilecegi soylenmektedir (108-109). Bobrek dokusu iizerinde yapilan bir
calismada, uzun ve kisa donem diyabetli hayvanlarla, normoglisemik hayvanlarin
bobrek dokusundaki CD34 miktar1 karsilastirilmis; uzun ve kisa donem diyabetli
hayvanlardaki CD34 miktar1 normoglisemik hayvanlara gore yiiksek bulunmustur
(111). Diyabetik nefropati sonucu kronik bobrek hastasi olan (ortalama diyabet
siiresi 84+3.45 yil) ve diyabetten bagimsiz olarak kronik bdbrek hastasi olan
bireyler; diyabet hastasi olan (ortalama diyabet siiresi 3+1.16 yil) ve saglikli olan

bireylerin bulundugu 4 grup ile yapilan bir ¢alismada diyabet grubu ve diyabetik
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nefropati kaynakli kronik bobrek hastast olan grupta kandaki CD34 diizeylerinin
belirgin olarak diisiik oldugu gozlenmistir. Bu duruma diyabetteki hipergliseminin
renal damarlar iizerindeki olumsuz etkileri sebebiyle tamir mekanizmasmndaki
bozulmanin neden olabilecegi soylenmistir (155). Bu sonucun c¢alismamizin
verileri ile Ortiigmemesinin  sebebi, diyabetin damarda uzun donem
komplikasyonlarmin kisa donem komplikasyonlarindan farkli olabileceginden
kaynaklaniyor olabilir.

Insanda glomerulogenesisin incelendigi bir c¢alismada yeni doganlarda
glomertiler kapillerde yiliksek oranda bulunan CD34 proteinin yetigskinlerde
tamamima yakminin kaybedildigini gostermektedir (156). Yash hayvanlarda ve
diyabetik hayvanlarda glomeriiler hiicre membranlarinda CD34 diizeyinin artmis
olmasmin bu hayvanlarda olusan hasara yanit olarak yara iyilesmesi ve timor
gelisimi  gibi patolojik durumlarin artmasindan kaynalandigi belirtilmistir (157).
Hiperglisemi ile tetiklenen biiylime faktorleri sitokinler ve endoteli etkileyen
patolojik siirecler CD34 diizeyinin artis1 ile iligkili olabilir (158). Literatiir ile
karsilastirildiginda uzun ve kisa donem olusturulan diyabetli hayvanlarda bobrek
dokusundaki CD34 diizeyindeki artis bizim bulgularimizi destekler niteliktedir
(111). Akut vaskiiler travma olan koroner arter hastalarinda EPH’lerin dolagima
hizli gegisi, 2-3 gilin sonra bazal diizeylere ulagmasi vaskiiler hasarin erken
doneminde EPH’lerin artis gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Diyabetin erken
doneminde damar iizerinde yapilan ¢aligmalarimizda hasarin akut donemlerinde
CD34 diizeyinin diyabette yiiksek; TO uygulamasinda ve kontrol grubunda daha

diisiik bulunmas: literatiire uyumlu gériiniimdedir.
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Biitiin bu veriler sonucunda TQ’nun STZ aracili diyabette eNOS
aktivitesini ve Ach gevseme yanitlarmi etkilemeden, kasilma duyarlilig1 tizerine
azaltic1 etki gosterebilecegi ilk kez gosterilmistir. TQ uygulamasmin STZ ile
uyarilmis  diyabette kan glukozundaki progresif artisa Onleyici etk
olusturabilecegi, bu etkinin apoptozis ve anjiogenezin diizenlenmesinde gorevli
olan MMP-9 enzimi araciligin icermedigi ve fakat, progenitor hiicre belirteci olan
CD34’iin de miidahil oldugu bir siiregle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calisamamizin sinirlayiciligi olarak; TQ nun CD34 diizeylerini diyabetik
gruba gore diisiirmesinde insiilin, HbAlc yiizdesinin, § adacik hiicre histolojisinin
ve oksidatif stres parametrelerinin katkisinin degerlendirilmemis olmasi bir
eksikliktir.

TQ’nun diyabet ile olusan damar hasar1 tlizerindeki etkilerini ve olasi

molekiiler mekanizmasini arastirmak icin ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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