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T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERISTESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Streptozotosin Ile Indiiklenen Diyabetli Sigan Aort ve KorpusCavernosum
Dokularinda Mitotempo nun Endotel Uzerine Muhtemel Koruyucu Etkisi

Eser YILDIZ
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZI/KONYA 2019

Bu ¢alismada streptozotosin ile indiiklenen diyabetli siganlara 4hafta boyunca 0.7mg/kg oral
gavaj yoluyla mitotempo uygulanarak diyabetin olusturdugu endoteliyal disfonksiyon ve erektil
disfonksiyon iizerine etkileri incelenmistir.

Kontrol grubu, diyabet grubu ve diyabet + mitotempo uygulanmig olan gruplardan sakrifiye
edildikten sonra elde edilen torasik aortlar ve korpus kavernosumlar 37 °C’de sabit tutulan ve %95
0,+%5 CO, karisimi ile gazlandirilan 10ml Krebs-Henseleit (KHS) igeren organ banyolarina alindu.
Uygulanan prosediirlere verilen cevaplar izometrik olarak kaydedildi. 10° M fenilefrin FE
uygulanmasi ile doku kasilma yanitlarinda diyabetes mellitus (DM) grubu ile kontrol ve mitotempo
gruplari arasinda hem aort hem de KK yanitlari anlaml bir fark goériilmemistir. Doku kasilmasinin
ardindan aort ve KK dokularmdal0® M ve 10 ° M kiimiilatif Asetilkolin (Ach) uygulamas: ile
gevseme yanitlart incelenmistir. Ach kontrol grubunda ve diyabet + mitotempo grubunda diyabet
grubuna kiyasla anlamli olarak daha fazla gevsemeye neden olmustur (p<0.05).

Bu sonuclar streptozotosin ile indiiklenen diyabetli siganlarda mitotempo uygulamasinin
torasik aortlar ve korpus kavernosumlarda Ach ile gevseme yamitlarini artirarak diyabetin olusturdugu
endoteliyal disfonksiyon ve erektil disfonksiyonda etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler:Diyabet;endoteliyal disfonksiyon; erektil disfonksiyon;mitotempo;streptozotosin



ABSTRACT
REPUBLIC of TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES

Possible Protective Effect of Mitotempo on Endothelium in Rat Aortic and Corpus

Cavernosum Tissues Induced by Streptozotocin
Eser Yildiz
Department of Medical Pharmacology

MASTER’S THESIS/KONYA 2019

The aim of this study was to investigate the effects of endothelial dysfunction and erectile
dysfunction by administering mitotempo by oral gavage of 0.7 mg / kg for 4 weeks to streptozotocin-
induced diabetes rats.

After sacrificing the control group, the diabetic group and the diabetic and mitotempo treated
groups, the obtained thoracic aortas and corpus cavernosums were taken containing 10ml Krebs-
Henseleit (KHS), kept constant at 37° C and gasified with 95% O, and %5 CO,organ baths.
Responses to the procedures were recorded isometric. There was no significant difference between
DM and control and Mitotempo groups in the response to tissue contraction with 10° M
phenylephrine FE.After tissue contraction, relaxation responses of aortic and KK tissues by using 107
M and 10 ° M cumulative acetylcholine were examined. Ach caused significantly more relaxation in
the control group and in the diabetes + mitotempo group than in the diabetes group (p<0.05).

These results indicate that mitotempo administration in streptozotocin-induced diabetic rats is
effective in endothelial dysfunction and erectile dysfunction by increasing Ach relaxation responses in
thoracic aorta and corpus cavernosum.

Key words: Diabetes mellitus; endothelial dysfunction; erectile dysfunction; mitotempo;
streptozotocin
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1. GIRIS ve AMAC

Diyabet karbonhidrat protein ve yag metabolizmasini degistirebilen kronik
metabolik bir bozukluk olmakla birlikte kardiyovaskiiler hastaliklarda (KVH) énemli
rol oynamaktadir. KVH diinyada 6lim nedenlerinin basinda gelmektedir. Ayrica
DM’nin makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar1 damar endoteli ve

korpus kavernosum (KK) gibi ¢esitli dokularda bozukluklara neden olmaktadir.

Endotel parakrin, endokrin ve otokrin fonksiyonlar1 sahip olup ve fizyolojik
kosullar altinda vaskiiler homeostazinin devami igin gereklidir. Endoteliyal
disfonksiyon normal endotel isleyisindeki yapisal ve/veya fonksiyonel degisiklikler
olup KVVH de rol alan énemli bir faktordir. Endoteliyal disfonksiyon vazodilatorlerin
Ozellikle de nitrik oksit (NO) biyoaktivitesinde azalma veya anjiotensin 1l (AT 1)
gibi endotel kaynakli vazokonstriktor faktorlerde artis ile karakterizedir.NO diyabette
hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller ile reaksiyona girerek
biyoaktivitesi azalmaktadir ve vaskller NObiyoaktivitesindeki bozulmanin temel

mekanizmanin bu oldugu diistiniilmektedir.

Erektil disfonksiyon diyabetin genel bir komplikasyonudur ve erkeklerin
hayat kalitesini diisiirmektedir. Erektil disfonksiyon KVH’larin erken bir belirteci
olup altinda yatan temel patoloji endoteliyal disfonksiyon olarak tanimlanabilir. Yine
hipergliseminin neden oldugu serbest radikal iiretimine bagli oksidatif stres (OS)
penil endoteliyal hiicrelerin islevinin degismesine ve vaskiiler homeostazinin

bozulmasina neden olmaktadir.

Mitokondri fizyolojik kosullar altinda stiperoksit olusturmakta ve temel
antioksidan savunma sistemleri bu radikalleri notralize etmektedir ancak
hiperglisemi gibi durumlarda bu defans sistemi etkisiz kalabilmekte ve oksidatif stres
meydana gelebilmektedir. Mitotempo mitokondriye 6zel bir antioksidan olup stper
oksit dismutaz benzeri olarak gorev yapmaktadir. Bu g¢alisamamizda diyabet ve
diyabete bagli OS ile olusan endoteliyal disfonksiyon ve erektil disfonksiyona kars1

mitotemponun etkinligi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabet

Diabetes mellitus karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasini degistirebilen
kronik bir bozukluktur. Diyabet pankreasin B adacik hiicrelerinin ileri veya bariz
yetersizligi sonucu meydana gelen insiilin sekresyon eksikligi veya periferal

dokularda insiilin aliniminda bir bozukluktan kaynaklanmaktadir (Scheen 2003).
2.2. Simiflandiriimasi

2.2.1. Tip 1 diyabet

Tip 1 diyabet B hiicrelerinin otoimmiin harabiyeti sonucunda meydana gelir.
Tip 1 diyabet ¢ogunlukla ¢ocuklarda goriilmektedir ancak bazen yetigskinlerde de
Ozellikle otuzlu ve kirkli yaslarin sonlarinda goriilebilmektedir. Tip 1 diyabetli
cocuklarda poliiiri polidipsi ve yaklasik iigte birinde goriilen diyabetik ketoasidoz
gibi semptomlar gortilmektedir.

2.2.2. Tip 2 Diyabet

Tim diyabet olgularmin %90-95’ini olusturan tip 2 diyabetilerleyici bir
sekilde B hiicrelerinin harabiyeti sonucunda insulin sekresyonunda kayip meydana
gelmektedir. Tip 2 diyabete oncesinde insiilin rezistansi eslik etmektedir. Insiilin
sekresyonundaki bozukluk inflamasyon ve genetik faktorler gibi diger bilesenler ile

iliskilidir.

2.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gebeligin ikinci veya figiincii trimesterlerinde ilk kez tani alan diyabet
olgular1 gestasyonel diyabet olarak tanimlanirken birinci trimesterde diyabetin
goriilmesi halinde ise gebelik Oncesi diyabet olarak tanimlanmalidir (American

Diabetes Association 2018).

2.3. Epidemiyolojisi

Uluslararast Diyabet Federasyonu’na (IDF) gore kiiresel olarak 20-79 yas
aras1 diyabetli hastalarin sayis1 2017 yilinda 425 milyon olarak belirlenmis ve 2045
yilinda ise bu saymin %48’lik bir artisla 629 milyona ulasacagi
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ongorilmektedir.Enbiiyilik artiglar, ekonomilerin diisiik gelir seviyesinden orta gelir
seviyesine gectigi bolgelerde beklenmektedir. Kiiresel ¢apta, yillik 727 milyar dolar,
diyabet ve neden oldugu komplikasyonlarin tedavisi i¢in harcanmaktadir; bu, saglik

hizmeti i¢in harcanan her sekiz dolardan birine karsilik gelmektedir.

Ulkeler bazinda bakildiginda, 2017 verilerine gdre 20-79 yas aras1 diyabet
hastas1 sayisinin en yiiksek oldugu iilkeler Cin, Hindistan ve Amerika olarak
siralanmigtir. 2017 yilinda ilk on iilke arasinda Tiirkiye yokken, 2045 yili tahmini
igin 11,2 milyon diyabet hastasi ile Turkiye 10. sirada yer almaktadir. Tiirkiye,
Avrupa’nin yasa gore diizeltilmis karsilastirmali en yiiksek prevalansina (% 12,1)

sahiptir ( International Diabetes Federation 2017).

2.4. Diyabet Tan: Kriterleri

Amerika Diyabet Dernegi’ne (ADA) gore diyabetin rutin taramasinda aglik
kan sekeri kullanilmalidir ancak tokluk kan sekeri, rastgele kan sekeri ve oral glikoz
tolerans testi de kan sekeri tespiti i¢in kullanilabilir. Diyabetin tanimi i¢in asagidaki

Kriterlerden herhangi birisi uygulanmalidir.

1. HgA1C > % 6,5 Test, NGSP sertifikali ve DCCT testine standartlastirilmis
bir yontem kullanilarak laboratuvarda yapilmalidir.

2. En az sekiz saat oncesi kalori alinmamasinin ardindan aglik plazma glikozu
degerinin > 126 mg/dl (7,0 mmol/L) olmasi

3. Oral glikoz tolerans testinde iki saatlik plazma glikozu > 200 mg/dl (11,1
mmol/l) olmasi. Test, Diinya Saglik Orgiitii’niin belirttigi sekilde, suda
¢cozlinmiis 75 g susuz glikoz esdegeri iceren bir glikoz yiikii kullanilarak
yapilmalidir.

4. Diyabetin semptomlar1 (poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kayb1 vb)
veya hiperglisemi krizi ile beraber plazma glikoz konsantrasyonu > 11,1

mmol/l (200mg/dl)

1-3 arasindaki kriterlerden sonu¢ alindiginda yine bu kriterler ile yapilan tekrar

testleri ile dogrulanmalidir (American Diabetes Association 2018).



2.5. Komplikasyonlari

Diyabetin retinopati, nefropati ve noropati gibi mikrovaskiler ve iskemik
kalp hastaligi, periferal vaskiiler hastalik ve serebrovaskiiler hastalik gibi
makrovaskiler komlikasyonlarla arasinda gii¢li bir bag bulunmaktadir ve
bukomplikasyonlar diyabet hastalarinin yaklasik tigte birinde doku ve organ hasarina

neden olmaktadir (Prospective Diabetes Study 1991).

2.5.1. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati, diyabetin gorme kaybina neden olan ana
komplikasyonudur. Diyabetik retinopatinin Kklinik belirtileri retinada gortlen
vaskiiler bozukluklardir, gérme kaybina neden olan en sik nedeni ise makular

odemdir.

2.5.2. Diyabetik Noropati

Diyabet hastalarinin  yaklagik olarak yarisinda periferal ndropati
bulunmaktadir. Ayrica diyabet hastalarinda siklikla kalp atis1 ve vaskiiler kontrolde
anormallik ile belirti veren kardiyovaskiler otonomik disfonksiyonu gibi durumlara

yol acabilen otonomik noropati bulunmaktadir.

2.5.3. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati hem tip 1 diyabet hem de tip 2 diyabette gortlen ilerleyici
ve ciddi bir komplikasyondur. Diyabetik nefropatinin ilk belirtisi mikro albuminari
olup zamanla (idrarda atilan albiimin seviyelerinin artis1 ve ciddi renal bozukluk ile
belirti veren) makroalbuminiiriye doniismekte ve son donem bobrek hastaligina

neden olabilmektedir.

2.6. Makrovaskiler Komplikasyonlar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) tip 2 diyabethastalarmin yaklagik
%70’inde 6lime neden olmaktadir. Diyabet hastalari, KVH’ye neden olabilen yas
obezite sigara kullanimi dislipidemi ve hipertansiyon gibi faktorler dislandiginda

diyabeti olamayan insanlara gore KVH olusma 4 kat daha fazla riske sahiptir.



2.6.1. Serebrovaskiiler Hastalik

Tip 1 diyabetve tip 2 diyabethastalarinin serebrovaskiiler hastaliktan &liim
riskleri artmaktadir. KVH de oldugu gibi diyabetin varhig itrakranyal ve
ekstrakranyal (karotit arter gibi) ateroskleroz riskini artirarak serebrovaskiiler

sirkiilasyonuolumsuz etkilemektedir

2.6.2. Periferal Arter Hastalig
Periferal arter hastaligt oOzellikle egzersiz ve aktivitede intermitent
klodukasyon ve agriya neden olabilen ve fonksiyonel bozukluga yol agabilen alt

ekstremite arterlerinde tikanma ile karakterizedir (Cade 2008).

2.7. Endoteliyal Disfonksiyon ve Diyabet

Endotel uzun yillar boyunca damar IlUmenini kaplayan tek katmanl
hiicrelerden olusan inert bir yapi olarak diisiiniilmiis ancak daha sonra Onemli
parakrin, endokrin ve otokrin fonksiyonlar1 oldugu ve fizyolojik kosullar altinda

vaskiiler homeostazinin devami igin gerekli oldugu anlagilmistir (Vallance 2001).

Endotelin-1 (ET-1) (Yanagisawa ve ark.), AT Il ve reaktif oksijen tirleri
(ROS) vazokonstriktor etkiye sahipken (Just ve ark. 2008) endotel kaynakli
hiperpolarizan faktor (EDHF), NO (Palmer ve ark. 1987) ve prostasiklin (PGl,)
(Moncada ve ark. 1976) gibi endotel kaynakli faktorlerin vazodilator ve anti
proliferatif etkileri bulunmaktadir. Endotel hiicreleri ayrica antitrombik faktorler
(NO ve PGI,) ve protrombik faktorler(von Willebrand faktoér ve plazminojen
aktivator inhibitor-1 (PAI-1)) Uretir.

Endotel, vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon, diz kas hicrelerinin
migrasyonu ve proliferasyonunun uyarilmasive inhibisyonu, fibrinoliz ve
trombojenezis arasinda dengeyi saglayarak vaskiiler homeostazin ana diizenleyicisi
olarak gorev yapar (Félétou 2011). Bu dengenin bozulmasiendoteliyal disfonksiyona

neden olmaktadir.

Endoteliyal disfonksiyon normal endotel isleyisindeki yapisal ve veya
fonksiyonel degisiklikler olup KVH de rol alan dnemli bir faktordur. Endoteliyal
disfonksiyon  vazdilatorlerin ~ Ozellikle de NO’nun (Carrizzo ve ark.



2016)biyoaktivitesinde azalma veya AT Il gibi endotel kaynakli vazokonstriktor
faktorlerde artis ile karakterizedir (Shi ve Vanhoutte 2017).

Diyabet bir¢ok vaskiler yatakta makro ve mikrosirkilasyona olan etkisinden
dolay1r sadece metabolik bir hastalik olmayip ayrica vaskiiler hastalik olarak da
tanimlanmistir. Diyabet ve KVH arasindaki iliski iyi bir sekilde bilinmektedir(Nesto
2004).

Tip 2 diyabet hiperlipidemi, oncelikle hiperinsiilinemi ve bunu takiben
hlcresi fonksiyon bozuklugu ile ortaya ¢ikan hiperglisemi gibi {i¢ temel metabolik
bozukluk ile karakterizedir (Poornima ve ark. 2006). Bu bozukluklarin herbiri farkli
medyator molekuller (zerinden endotel disfonksiyona neden olan tetikleyici
unsurlardir (Arcaro ve ark. 2002). Klinik olarak bu metabolik degisikliklerden
hangisinin endotel disfonksiyona ne kadar katkida bulundugunu bilmek zor olsa da
birgok kanmit bu metabolik degisiklikler nedeniyle olusan oksidatif stresin (OS)
endotel disfonksiyonda kilit rol oynadigimi isaret etmektedir (Calles-Escandon ve
Cipolla 2001).

Metabolik  degisikliklerin i¢inde hiperglisemi, vaskiiler ve diger
komplikasyonlara neden olan birinci etken olarak gorulmektedir. Hiperglisemi ile
artan glikoz oksidasyonu ve mitokondriyal siiperoksit anyonu (O;") sirasiyla DNA
hasarina ve diizeltici enzim olan poli (ADP riboz) polimeraz (PARP) aktivasyonuna
neden olmaktadir. PARP kaynakli gliseraldehit fosfat dehidrojenazin (GAPDH)
adenozin di fosfat (ADP) ribozilasyonu ve ardindan glikozun glikolitik yolaktan
alternatif diger yolaklara sapmasi, ileri glikasyon {iriinlerinin (AGE) olusumunun,
heksozamin ve poliol yolagmin aktivasyonun ve protein kinaz C (PKC) klasik
izoformlarimin aktivasyonunun artmasina neden olmaktadir ve bu faktorlerde
hiperglisemi kaynakli hiicre hasarinin sebepleri olarak diisiiniilmektedir (Poornima,
Parikh, and Shannon 2006).

Biyolojik sistemlerde OS veya ROS artist ROS artirict  sistemlerin
aktivasyonu ve/veya antioksidan defans sistemlerde azalma ile meydana gelmektedir
(Samuel ve ark. 2010). Bu sekilde olusan asir1 ROS daha sonra, hiperglisemiye bir
cevap olarak ROS olusumunu baglatan biyokimyasal yolaklarin(glikozun
otooksidayonu, AGE olusumu, poliol yolagin aktivasyonu ve eikosanoid

metabolizmasinin uyarilmasi)aktivasyonunu uyararak hiicresel hasar1
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siddetlendirmektedir ve bdylece kisir dongii meydana gelmektedir. (Sekil 1)(De
Vriese ve ark. 2000).

Asirt ROS iiretiminin endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini ve
NO iiretimini bozdugu bilinmektedir ve sonug olarak endotel aracili vazodilatasyonu
etkilemektedir (Srinivasan ve ark. 2004). Cesitli antioksidan terapilerin farkli diyabet
ve hiperglisemi modellerinde endotel kaynakli cevabi iyilestirdigi ve normallestirdigi
ve hiperglisemi nedenli apoptozisi anlamli derecede azalttigi bulunmustur. Deneysel
ve Klinik veriler hiperglisemi ve/veya hiperglisemi aracili OS ile meydana gelen
endoteliyal disfonksiyonun kardiyovaskiiler patolojilerde ana bir etken oldugunu ileri
strmektedir (De Vriese ve ark. 2000).

Hiperglisemi

_ Poliol yaclagn Glikoz PKC AGE olisumu
-7 aktivasyomu otooksidayonu aktivasyonu

o
-
.
-
i

Bozulmus antioksidan
defans

Sekil 1: Hiperglisemi nedenli endoteliyal disfonksiyon ve oksidatif stres: dolagimdaki yiiksek glikoz
AGE’lerin olugumu, glikoz otooksidasyonu, heksozamin ve poliol akigi ve klasik PKC aktivasyonu
gibi hiperglisemi nedenli hiicre hasarina yol acan alternatif yolaklara sapabilir. Hipergliemi nedenli
endoteliyal disfonksiyona yol agan birgok yolak ROS firetimini artrir. Artan ROS yine bu yolaklar
uyararak hiicre hasrini artirir bdylece kisir dongili meydana gelmektedir. Ayrica O,” No ile etkileserek
endoteliyal disfonksiyonun beirteci olarak bilinen peroksinitriti olustrur.



2.8. Erektil Disfonksiyon ve Diyabet

Erektil disfonksiyon (ED) diyabetin genel bir komplikasyonudur ve diyabetik
erkeklerin hayat kalitesini diisiirmektedir. Diyabetli erkeklerin ED olma riski saglikli
erkeklere gore 3 kat daha fazladir (Kolodny ve ark. 1974). ED erken yasta meydana
gelebilmekte, ciddiyeti ve insidansi diyabetin siiresi ile de artmaktadir yani ED riski
yaklasik olarak 30’lu yaslarda %15 iken bu say1 60’11 yaslarda %55 e ¢ikabilmektedir
(De Tejada ve ark. 2005). Diyabete bagli ED patojenezi santral sinir sistemi, periferal
sinir aktivasyonu ve endotel fonksiyon gibi birgok faktorde degisiklikle iliskilidir (.
Goldstein ve ark. 2003).

Endotel fonksiyondaki degisiklik hipergliseminin neden oldugu AGE
olusumu ve oksidatif stresin artigi ile artmakta ve penil endoteliyal hicrelerin
fonksiyonel cevaplarinin degismesi ve vaskiiler homeostazin bozulmasina neden
olmaktadir (Ahmed 2005). Bu degisimler endotelin vaskiiler ve diiz kas kontraktil
tonundaki diizenleyici roliini engellemekte, kavernozal vazodilatasyonu, kan akim
perflizyonunu ve erektil fonksiyonu bozmaktadir (Costa ve Virag 2009). Bu yuzden
endoteliyal disfonksiyon diyabetik ED de kilit rol oynamaktadir(Palumbo 2007).
Ustelik penil endoteli vaskiiler sistemin 6zel bir uzantis1 oldugu icin penil
endoteldeki fonksiyonel degisiklikler, sistematik vaskilopatinin habercisi oldugu

diistintilmektedir (Vlachopoulos ve ark. 2008).

Penil ereksiyonun santral ve periferik sinir sisteminin vaskuler endotel ve
hormonal faktdrleri iceren ndrovaskiiler kompleks bir mekanizmasi vardir. Erektil
doku siniizodial bosluklara acilan tek katmanli endotel ile astarli direng arterlerini
yani helisin arterlerini igeren 6zellesmis vaskiiler bir yapidir. Bu vaskiiler endotel,
diiz kas hiicrelerden (SMC) olusan ag, otonomik sinirler ve kolajen elastik lifler ve
fibroblastlardan olusan hiicre digi matriks tarafindan ¢evrelenmistir (A. M. Goldstein
ve ark. 1985). Bu sistemlerin etkilesimi penil ereksiyona neden olan hemodinamik ve
mekanik proseslerin temelini olusturmaktadir. Seksiiel uyari néronal NO sentaz
(nNOS) aktivasyonu araciligi ile noronal nitrik oksitin (nNO) sentezlenmesi ve
nonadrenejik nonkolinerjik parasempatik kavernozal sinirlerin aktivasyonu ile
sonuglanir (Burnett ve ark. 1992). nNO komsu SMC’lere difiize olur ve hiicre igi
siklik guanozin monofosfat1 (cGMP) artiran guanilil siklaz1 aktive eder. Bu medyator

daha sonra hiicre ici Ca*? alimini azaltarak, SMC gevsemesine, kaverndz siniizodial



dilatasyona ve NO aracili arteryel kan akimina katkida bulunan birgok sinyal
kaskatin1 aktive eder (Hedlund ve ark. 2002). Helisin arterlerine kan akiminin
baslamas1 eNO’yu sentezleyen eNOS’u mekanik olarak uyaran makaslama stresini
ve prostanoidler ve EDHF salinimimi artirir (Hurt ve ark. 2002). Bu degisiklikler
vazodilatasyonu artirir siniizodial yapinin sismesine ve kavernoz i¢ basincinin
artmasina neden olur bu basing artig1 subalbujineal vendz aga baski yaparak vendz

akis1 tikar ve ereksiyonun siiriidiiriilmesini saglar (De Tejada ve ark. 2005).

Dorsal arter

Sitnis v . \ it
Flasid oo Lrekte

Helisin Arterteri
Trabellar
Dis kas
Korpus
kavemorum
Veniler pleksus
Kaveméz
arter

Sekil 2: Ereksiyon mekanizmasi: ereksiyon sirasinda trabekiiler diiz kas gevsemesi ve arteriollerin
vazodilatasyonu ile kan akimi birka¢ kat artar siinizodial boslukarin sismesi penisin uzamasi ve
genislemesine neden olur. Stinizoidlerin genislemesi subtubikal veniiler pleksusa tunika albuginea ile
bask1 yaparak tunikanin gerilmesi venlere baski yapar ve boylece kanin uzaklagmasi minimuma iner.
Flasid durumunda ise daralms helisin arterlerde kan akigi minimumdur ve subtunikal venéz pleksusda
serbest akis mevcuttur.

Diyabet ve iligkili metabolik dengesizlikler erektil doku bilesenlerinde yapisal
modifikasyonlar ve NO aracili vaskiiler gevsemede degisklikler meydana getirerek
erektil mekanizmay1 etkilemektedir. Diyabetik erkeklerde erektil fonksiyonun
degisimi, ereksiyonun baslamasi ve siirdiiriilmesinin bozulmasina neden olan nNO
ve eNO biyoaktivitesinde diisiisle birlikte nérojenik ve vaskiiler bozukluklar ile

ilskilidir (De Tejada ve ark. 2005).

Endotel disfonksiyonun ana sebebi vazodilator medyatorlerin cevabinda bir
azalma ve/veya vazokonstriktor molekiillere hassasiyette bir artis meydana
gelmesidir (Behrendt ve Ganz 2002). Boylece vazodilatér potansiyeli azalmakta ve
damarlar stimiilasyon ile tam dilate olamamaktadir. Vazodilatasyondaki bu

azalmanin nedeni genellikle eNOS-eNO sentezinin azalmasi ve veya
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biyoaktivitesinin ve verimliliginin azalmasidir bu da ED’nin klinik ispati olabilen
endotel aracili vaskiiler gevsemesinin azalmasina neden olmaktadir (Maxwell 2002).
Diyabetik ED de hiperglisemi oksidatif stres ve AGE olusumu kavernoz endotel
fonksiyonu ile yakindan iligkilidir. Diyabet ile iligkili hiperglisemi, oksidatif stres ve
AGE olusumu gibi olaylar endotelde cesitli biyokimyasal ve metabolik degisiklikler
meydana getirip penisi ¢evreleyen endotel hicrelerinde hasara yol acarak diyabetik

ED patojenezine direkt olarak katkida bulunmaktadir (Bivalacqua ve ark., 2003.).

2.9. Diyabet ve Oksidatif Stres

2.9.1. Hiperglisemi Nedenli Oksidatif Stresin Molekiiler Mekanizmasi

Diyabetik makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar g¢ogunlukla
hiperglisemiye baglidir. Poliol yolu boyunca artan glikoz akisi, artan AGE olusumu
ve reseptorlerinin aktivasyonu, PKC izoformlarinin aktivasyonu ve heksozamin
yolunun asir1 aktivitesi gibi yolaklarla hiicre hasarlar1 indiiklenebilmekte ve ayrica
hiperglisemiye bagli ROS iiretimi yine bu yolaklarla artabilmektedir(Chikezie ve ark.
2015).

Hiicre i¢i hiperglisemik kosullarda glikoz poliol yolag araciligi ile polialkol
sorbitole doniismekte ve nikotinamit adenin dindklotit (fosfat) NAD(P)H ve
glutatyon (GSH) gibi antioksidan tirlerin hiicre ici konsatrasyonlarini azaltir ve
sonu¢ olarak O, yi artirir. ROS birikimi oksidatif stresi azaltmak icin gerekli olan
antioksidan enzimleri indirgeyen glikoz -6 fosfat dehidrojenaz enzimini inhibe
etmektedir. Ayrica sorbitolii sorbitol dehirojenaz enzimi ile fruktoza metabolize edip
hiicre i¢i NADH/NAD+ oranin1 artirarak gliseraldehit 3 fosfat dehidrojenazin
inhibisyonuna neden olmaktadir buda triozfosfat konsatrasyonlarinin artmasina
neden olmaktadir. Yiiksek miktardaki trioz fosfat bir AGE prekiirsorii olan
metilglioksali ve diagilgliserol (DAG) olusumunu uyarmakta ve dolayisiyla PKC’yi
aktive etmektedir (Yu ve ark. 2001).

Kronik hiperglisemi ayrica sitokinler, biiylime faktorleri, ET-1 ve ATII gibi
medyatorlerin konsatrasyonlarini artirir ve bunlar kendi hiicre yiizeyi reseptorleri ile

etkileserek PKC izoformlarinin aktivasyonuna neden olur(Robin ve ark. 2002).
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PKC aktivasyonu endotel hiicrelerinde insiiline bagli eNOS ekspresyonu ve
duz kas hucrelerinde NO dretimini inhibe ederek,PAI-1 ekspresyonunu ve Nukleer
Faktor-Kappa B aktivitesini artirarak ve prooksidan NADPH oksidaz enziminin
aktivitesini uyararak hiperglisemi nedenli vaskiiler hasara katkida bulunur (Yu ve
ark. 2001).

Hiperglisemi nedenli asir1t ROS iiretimi AGE’lerin kendi reseptorleri (RAGE)
ile etkilesmesi ile olusmaktadir. Hucre ici yuksek glikoz konsatrasyonlari ile gikozun
glioksale oto oksidayonuna, Amaduri trinlerinin 3-deoksiglikozona doniisiimiine ve
gliseraldehit 3-fosfat ve dihidroksi asetonun metil glioksale pargalanmasina neden
olmaktadir ve bu maddeler hiicre i¢i ve hiicre dig1 proteinlerin serbest amino grubu
ile etkileserek AGE-‘leri olusturmaktadir (Brownlee 2001). AGE’lerin RAGE ile
etkilesimi hiicre i¢i ROS ve ardindan gelen redoks hassas transkripsiyon faktér NF-
kB aktivasyonu artirmaktadir bunlarda inflamasyon ve ateroskleroz ile iliskili

faktorlerin gen ekspresyonlarini modiile etmektedir.

Dahasi hiicre dist matrikste bulunan AGE’lerin elastikiyeti ve NO
biyoaktivitesini azaltmakta ve bdylece endotel kaynakli vazodilatasyonu
azaltmaktadir(Bucala ve ark. 1991). Son olarak heksozamin yolaginin aktivasyonu
sinyal transdiksiyonu ve transkripsiyon aktivitesi gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlarla
etkileserek hiperglisemi ile vaskiiler hasara katkida bulunmaktadir (Akimoto ve ark.
2001).

Ayrica heksozamin yolagin aktivasyonu eNOS aktivitesini inhibisyonuna,
insiilin aracili insiilin reseptor substrat /fosfatidil inozitol 3-kinaz (PI-K) ve protein
kinaz B Akt yolaginin bozulmasina ve ROS {iretimini artirarak oksidatif stresin

artisina neden olmaktadir (Federici ve ark. 2002).

2.9.2. Hiperglisemi Kaynakli Mitokondriyal Oksidatif Stres

Normal sartlar altinda trikarboksilik asit dongisunden dretilen NADH ve
FADH,, elektron dondrii olarak gorev yaptiklart mitokondriye transfer olur.
Elektronlar (e-) su olusturan molekiiler oksijene baglanana kadar oksidorediktaz
kompleksleri I, 11, 111 ve 1V (sitokrom c), icinden gecirilir. Kompleks 1, 1I, 111 ve
IV’lere elektron transferi sonucu dis mitokondriyal membranda bir proton gradyani

tiretir, bu i¢ mitokondriyal membran ve dis mitokondriyal membran arasindakiproton
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gradyan farkindan ortaya cikan potansiyel ATP sentezine neden olur. Elektronlar
kompleks Il'den kompleks I1I'e aktarildik¢a yan iiriinler olarak ROS iiretilir. Normal
oksidatif fosforilasyon sirasinda iiretilen ROS seviyeleri minimaldir ve bunlar GSH
ve SOD gibi hiicresel antioksidanlar tarafindan deaktive edilirler. Hiperglisemik
sartlar altinda, glikoz tiirevi olan piruvatin yiiksek seviyeleri, NADH ve FADH; nin
elektron tagima zincirine akisini artirmakta ve dolayisiyla mitokondriyal membran
boyunca voltaj gradyanini arttirmaktadir. Bu noktada, kompleks Il icerisindeki
elektron transferi engellenir ve elektronlarin molekiiler oksijene elektron veren Q1o
koenzimine geri donmesine neden olarak O Uretilir. Boylelikle hiperglisemi
durumunda mitokondri kaynakli reaktif oksijen tirleri (MROS) seviyeleri
artmaktadir (Rolo ve Palmeira 2006).

.
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Sekil 3:Hiperglisemik sartlaraltinda mitokondrital stperoksit dretimi:Hiperglisemik sartlaraltinda,
daha yuksek seviyelerde glikoz tirevi piruvat, NADH ve FADH,'nin elektron tasima zincirine akisini
ve dolayistyla mitokondriyal membran boyunca voltaj gradyanini arttirir. Kompleks IIT igerisindeki
elektron transferi engellenerek elektronlarin molekiiler oksijene elektron veren ve boylece superoksit
Ureten koenzim Qqg'a geri donmesine neden olur. Kisaltmalar: Sito-c: sitokrom ¢, CoQyo: koenzim Q,
e-: elektronlar, Oy-: sliperoksit, Pi: fosfat, SOD: stperoksit dismutaz, GSH: glutatyon, GSSG: okside
glutatyon, H,0,: hidrojen peroksit.

2.10. Oksidatif Stres ve Endoteliyal Disfonksiyon

Memeli hiicreleri aerobik solunum sirasinda molekiiler oksijeni suya
indirgeyerek enerji tiretirler. Bu islem sirasinda, siiperoksit anyonu, hidroksil (OH’)
radikalleri ve hidrojen peroksit iceren reaktif oksijen tirleri olarak adlandirilan ara
triinler {tretilir. Homeostatik kosullar altinda, bu molekiiller hiicresel fonksiyonda
duzenleyici bir rol oynarlar ve antioksidan savunma ile sirekli denge halindedirler.
Biyolojik olarak reaktif 6zelliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle reaktif oksijen tirleri,

proteinler, lipitler ve DNA ile etkilesime girme potansiyeline sahiptir. Asiri
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ROSiiretimi, yaslanma, reperfiizyon hasari, demans ve ateroskleroz gibi cesitli
hastaliklarin ve durumlarin patojenezinde rol oynamaktadir(Nedeljkovic ve ark.
2003).

Patolojik kosullarda endotel fonksiyon bozuklugunun temel 6zelligi endotel
kaynakli NO (eNO) biyokativitesinin bozulmasidir (Vita ve ark. 1990). Vaskiler NO
biyoyararlaniminin bozulmasindakihakimmekanizma ise, O, tarafindan oksidatif
olarak etkisizlestirilmesidir. Siiperoksit anyonu, NO ile hizla reaksiyona girer ve

biyolojik aktivitesini ortadan kaldirir (Gryglewski ve ark. 1986).

Hiperkolesteroleminin, diyabetin, hipertansiyonun ve sigara kullaniminin
vaskiler O7iretimini arttigina dair 6nemli kamitlar vardir. Hiperkolesterolemik
diyetle beslenen tavsanlardan izole edilen arteriyel dokuda eNO aracili dilatasyon
bozukluguna neden olan O, anyonu saliminin artmis oldugu bulumnustur (Ohara ve
ark. 1993). Koroner arter hastaligi bulunan gonllulerde, rekombinant insan SOD
infuzyonunun asetilkolin (Ach) aracili koroner dilatasyonu iyilestirdigi bulgusu
ayrica, endotel disfonksiyonunun bir mekanizmasi olarak artan O," Uretiminin

6nemini desteklemektedir (Meredith ve ark. 1993).

NO’nun antiaterojenik etkilerini ortadan kaldirmanin yani sira, O;" ile
NO’nun kombinasyonu, peroksinitriti olusturmakta ve buda lipid peroksidasyonunu
artirmaktadir(Epstein  ve ark. 1989). Her ne kadar diisik yogunluklu
lipoproteinin(LDL) in vivooksidasyon mekanizmalar1 tamamiyla anlasilmasa da
endotel hucreleri, vaskiler diiz kas hucreleri ve monositler kolektif olarak LDL'yi
okside edebilmektedir. Damar duvari i¢indeki makrofajlar, ¢opgii reseptorler yoluyla
oksi-LDL'yi damar yapisina katar ve lipit bakimindan zengin "kopiik hiicreleri”
gelisir(Witztum ve Steinberg 1991). Oksi-LDL, koplk hiicrelerinde lipid birikimini
artirmanin yani sira, vaskiiler disfonksiyon ve aterosklerotik plak olusumuna katkida

bulunur(Navab ve ark. 1991).

LDL oksidasyonuna ek olarak, ROS’un hiicre zarina bagli yag asitleri ile
reaksiyonu oksidatif hasarasebep olur ve bodylece hiicre zar1 gecirgenliginde
degisikliklere ve hiicresel transport ve hilcresel sinyal islevinde bozulmalarda neden
olabilir. Ornegin, O,", gecis metal iyonlar1 ile birleserek OHradikali ve hidrojen
peroksiti (H20,) olusturur ve bu durum hiicresel islev bozuklugunun molekuler

temellerinden biridir (Wolin 2000).
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Vaskiiler yapidaki ROS iiretiminin 6zellikle O,” iiretiminin temel kaynagi
membran (NADH/NAD(P)H) oksidaz enzim kompleksidir. NADH/NAD(P)H
oksidazlar vaskiiler endoteliyal ve duiz kas hiicrelerinde ve fibroblastlarda surekli O,”
temin etmek gibi islevleri bulunmaktadir. AT II, trombin, TNF-a, ve platelet
kaynakli biliyiime faktorleri gibi NO biyoaktivitesinin azalmasi ve vaskiiler
bozukluklarin patolojisi ile ilgiligesitli sitokinker ve hormonlar vaskiiler

NADH/NAD(P)H aktivitesini ve O, tiretimini artirabilir (Griendling,ve ark. 2000).

NADH/NAD(P)H oksidaz aktivitesi AT Il nedenli hipertansiyonda énemli
rol oynamaktadir. Ratlara AT II uygulanmasinin ardindan membran oksidazlari
araciligi ile kan basinct ve vaskiiler O," iiretimi artmaktadir (Rajagopalan ve ark.
1996).

Anjivotensin 2
Tremkin
PDGF

Fizksel Gugler

'

NAD(P)H Oksidaz

l | MNitrik Oksit Aracili Etkiler

Reaktif Oksijen Tarleri

Endotel Disfonksiyon

- e \ \._\\

’ \ .,
- e \ .
~ - \ “

—_— o Inflamasyon Matriks Uretimi,
T (=] it Birik ¥ . . .
Vazokonstriksivon rombosi irikimi Lkosit Adhezyonu Vaskiler Kolajen

ve Protein Sentexzi

Sekil 4: Vaskiler fonksiyonda oksidatif stres ve nitrik oksit etkisinin dengesi. (H,O,, hidrojen
peroksit; NAD(P)H, nikotinamid dinlkleotit (fosfat)) PDGF, platelet tirevi biuyime faktord; O,”
,Stperoksit anyonu; OH', hidroksil radikali; TNF-a, timor nekrozis faktor-a).

2.11. Oksidatif Stres Ve Erektil Disfonksiyon

Oksidatif stres, erektil disfonksiyona (ED) katkida bulunan ana fakttrlerden
biridir. Oksidatif stres, pro-oksidanlar ve antioksidanlarin ROS temizleyebilme
yetenegi arasinda bir dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikar (Agarwal ve ark. 2006).
Penil erektil doku, corpora cavernosa olarak bilinen 2 dorsal gévde yap1 tarafindan
olusur. Kavernosal govdeler, trabekiiler ag orgiisiine sahip siniizoidal bosluklardan

olusur. Bu alanlar endotel ile kaplidir. Ach gibi ndronal haberciler kavernozal sinir
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uclarindan salinir ve NO'nin endotelyumdan salinmasina yol agan nNOS enzimini
uyarir. Erektil fonksiyona hem nNOS hem de eNOS aracilik eder. NO, penis
ereksiyonunun temel aracisidir (Burnett ve ark. 1996). Erektil fonksiyon, kaverndz
diiz kasin gevsemesine baghdir ve etki mekanizmasi, NO'nun aracilik ettigi penil diiz
kas gevsemesine baglidir. NO’nun azalan iiretimi veya yoklugu ED'de biiytik bir rol
oynayabilir. NOS icin substrat mevcudiyeti azaldiginda {iiretim azalir. NO,
oksihemoglobinin hem pargasiyla nonenzimatik reaksiyona giren veya O, anyonu
gibi serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksinitrit olusturan oldukca reaktif bir
serbest radikaldir (Beckman ve Koppenol 1996) . Peniste oksidatif stres ve yasla
iligkili ED arasindaki iligki yakin zamanda arastirllmig ve ileri yaglarda serbest
radikallerin ¢esitli vaskiiler yataklarda daha yiiksek oranda iiretildigi ve sayisinin
arttig1 gosterilmistir. Bunlarin sonucunda kavernozal dokuda ED'ye yol acan etkisiz
bir gevseme meydana gelmektedir. NO, aterojenezde merkezi bir rol oynadigi
bildirilen peroksinitrit olusturmak i¢in O ile etkilesime girer (Beckman ve Koppenol
1996). Peroksinitrit, SOD’u etkisiz hale getiren proteinlerin tirozil artigi ile
reaksiyona girer ve sliperoksitin uzaklastiritlmasini azaltir (Zou ve ark. 1997). Yash
sicanlardan elde edilen penislerin, nitrotirosin immiin boyamada bir artis gosterdigini
gostermistir ki bu da, peroksinit olusumu icin bir belirtegtir. Yaslanma nedeniyle,
yash sigan penislerinde tretilen O,” anyonlarini dengelemek i¢in iiretilen SOD
yeterli olmamaktadir, bu ylizden endotel ve korpus kavernozal diiz kaslari, geng
hayvanlarin aksine yliksek Oj anyon miktarlarlar1 gosterir. Bu nedenle, yash
sicanlara hiicre dist SOD uygulandiginda, erektil disfonksiyon onarilabilmektedir,
bunun nedeni ise O," anyon olusumunun azalmasidir (Bivalacqua ve ark. 2003).
NO'nun trombosit ve I6kositlerin vaskiiler endotel hiicrelerine adhezyonunu azalttig
bildirilmektedir. NO konsatrasyonun azalmasi, bu hiicrelerin endotele adhezyonun
artirmakta ve vazokonstriksiyona neden olan maddeleri (tromboksan A2 ve
l6kotrienler) serbest birakmaktadir. Bu maddeler ED'yi daha da kétiilestirmektedir
(Bivalacqua ve ark. 2003).

Hiperkolesterolemi, ateroskleroza ultrastriiktiirel yatkinligin artmasi ve
kavernozal diiz kas gevsemesinin azalmasi ile iligkilidir (Kim ve ark. 2006).
Hiperkolesterolemideki artmis kavernozal siiperoksit seviyeleri, NO olusumunu

azaltabilir ve bu da ED gelisimine neden olabilir. Obeziteye yatkin hayvanlarda NO
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biyoyararlaniminin azalmasinin kismen oskidatif stresin artmasina bagli oldugu

gosterilmistir (Dobrian ve ark. 2001).

2.12. Mitokondriyal Atioksidan sistemler

Mitokondri Okaryotik hiicre sitoplazmasinda bulunan bir organeldir.
Apoptozis ve hiicresel enerji Uretiminde 6nemli rol oynar ve elektron transport zinciri
(ETC) sayesinde hiicresel enerjisinin % 90’1n1 karsilarlar. Mitokondri i¢ membrani,
ETC kompleksleri ve ATP iiretimi verimini artirmak i¢in ylizey alanini artiran krista
ad1 verilen kivrimlar ile i¢i yogun bigimde dolmustur (Immo E. Scheffler 2011).
Mitokondriler hiicrenin enerji santrali gibidir venormal aerobik solunum sirasinda
elektronlarin yaklagik %2 si ETC’den sizmaktadir (Birch-Machin 2006) 2 ve bu
kontrolstiz sizma, kompleks 1 ve kompleks 3’de gercekleserek mitokondride O;~
olusumuna neden olmaktadir (Liu ve ark. 2002). Kontrol altindaki ROS 6rnegin
inflamasyon (Dostert ve ark. 2008) gibi bazi yolaklarda hayati rol oynasa da
mitokondriyal disfonksiyon veya giines 15181 kaynaklit UV radyasyonu ile ilgili asir
ROS iiretimi ve hiicrenin defans sitemi arasindaki dengesizlik OS’ye neden

olmaktadir (Birch-Machin 2006).

Mitokondri, ATP sentezi sirasinda gerceklesen elektron transferinin sonucu
olarak ROS dretiminin ana kaynagi haline gelmektedir (Birch-Machin ve Turnbull
2001). ETC den sizan elektronlar oksijen ile etkileserek Oy~ olusturmaktadir ve SOD
mitokondriye 0Ozel bir antioksidan olarak O," radikalini H;O,‘ye doniistiirerek
detoksifiye eder. Glutatyon peroksidaz (GPx) H,O,’yi suya doniistiirmektedir,suya
doniistirilemediginde ise H,O, metal iyonlar1 ile etkileserek oldukga reaktif olan

OHrradikaline dontismektedir (Epe 2012).

16



H, O+ O,

GPx
o, = R o . H.0,
Fe2+
Fenton Reaksiyonu
Fe3+
OH*® + OH-

Sekil 5: ROS iiretimi ve dismutasyon. ETC’den kontrolsiiz elektron akigi O, ile reaksiyona girerek
0O, olusturur ve O, SOD ile etkisiz hale getirilmek icin H,0, ye doniistiiriiliir olusan H,O, GPX
etkisiz hale getirilemez ise hidroksil radikali (OH" ) ve hidroksid iyonuna (OH") doniisebilir bu reaktif
ara Uriinler feroz (Fe*) veya ferrik (Fe™)demirin H,0, ile reaksiyonu sonucu olusur ve 6nemli
hiicresel hedeflerde geri doniissiiz oksidatif hasar ile sonuglanir.

Antioksidanlar, oksidanlarin elektronlarini transfer ederek diger molekiiller
ile reaksiyona girmesini engellerler dolayisiyla potansiyel hasara engel olur ve
hiicresel redox dengesinin devamimi saglar (Soeur ve ark. 2015). Antioksidanlar
temel olarak endojen (adaptif) ve eksojen olmak iizere iki ana gruba ayrilabilir
(Shindo ve ark. 1994). Endojen antioksidan defans sistemi SOD’lar GPx ve katalaz
gibi enzimatik ve E vitamini, glutatyon ve bilirubin gibi enzimatik olmayan

antioksidanlardan olusmaktadir(Meewes ve ark. 2001).

O radikalini H,O; ve O, ye doniistiiren SOD enzimi ROS’a kars1 ilk ve en
onemli enzimatik antioksidan defansmekanizmasidir(J.-M. Li ve Shah 2004).
Vaskiiler dokuda SOD’un ii¢ farkli izoformu belirlenmistir: Cu/Zn SOD (SOD1 geni
ile kodlanan) sitoplazmada bulunan, MnSOD (SOD2 geni ile kodlanan)

mitokondride bulunan ve ekstraseltler SOD (SOD3 geni ile kodlanan).

SOD asir1 ekspresyonun saglandigi bir arastirmada endotel fonksiyonlarini
duzeldigi bildirilmistir (Fennell ve ark. 2002). SOD2 asir1 ekspresyonunun
hiperglisemi  kaynakli Oj7lretimi, PKC aktivasyonu ve AGE olusumunu
engellediginin gosterilmesi (Nishikawa ve ark. 2000) mROS uretiminin diyabetik

vaskiler komplikasyonlarda rolini desteklemektedir.

17



2.13. Mitotempo Hakinda Genel Bilgiler

Bir piperidin nitroksit turevi olan 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksi (Tempo)
oksidatif stres, yaslanma ve dejeneratif bozukluklar gibi ¢esitli hayvan ve hiicre
modellerinde koruyucu radikaldir. Bu etkiler genellikle siklik nitroksitlerin
antioksidan reaksiyonlarma atfedilmektedir. TEMPO antioksidan reaksiyonlari,
nitroksit ve oksoamonyum formlar1 arasinda degiserek SOD mimetik etkileri in vitro

olarak detayli bir sekilde incelenmistir (sekil 5).

hidreksilamin

OH
3+

Fe 02"
2+][
Fe HLDOo
NAD(P) *

nitroskit
(TEMFO)
I NAD(P)H
o]

R-CHO

HO ~

o HO»H™
Og HLO2

OH ™
cksoamonyum >(wj<

(o]

R-CH JOH

Sekil 6: Mitotempo antioksidan mekanizmasi: Nitroksit, ferr6z demir ile hidroksilamine indirgenir
veya hidroperoksil radikal olan siiperoksidin eslenik asidi tarafindan oksoamonyuma okside edilir.
Oksoamonyum, nitroksitin yenilenmesi i¢in bagka bir O, molekiilii tarafindan tekrar indirgenebilir.
Bu katalitik dongl, O,leri uzaklastirabilir. Oksoamonyum iyonu ayrica alkoller, tiyoller ve
indirgenmis nikotinamid niikleotidleri tarafindan hidroksilamine iki elektron ile indirgenmeye
yatkindir.

Mitokondriyal solunum zinciri, hiicre igindeki zararli serbest radikallerin
onemli bir kaynagidir ve mitokondrinin oksidatif hasari, gesitli patolojilere katkida
bulunur. Mitokondrinin, hiicre ig¢inde piperidin nitroksitlerin metabolizmasi i¢in
onemli bir yer oldugu diistiniilmektedir. Mitotempo antioksidan &zellikli piperidin
nitroksit ve lipofilik katyon olan trifenilfosfonyum (TPP) ile kombine edilmistir. TPP
membran potansiyeli araciligi ile membranigecebilen ve mitokondride birkag yiiz kat
birikebilen bir katyon iken tempo Kkatalitik dénglide siperoksit dismutasyonunu
saglayan bir SOD benzeridir. Bu kombinasyon etkili O, temizleyici etki gdsteren

mitokondri hedefli bir bilesen olusturmaktadir (Trnka ve ark. 2008).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Etik Kurul Onay, Siganlarin Gruplandirilmasi

Calismanmiz Necmettin Erbakan Universitesi biinyesindeki Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezinden (KONUDAM) tarafindan “Streptozotosin Ile
Indiiklenen Diyabetli Sigcan Aort ve Korpus Cavernosum Dokularinda
Mitotempo’nun Endotel Uzerine Muhtemel Koruyucu Etkisi” isimli “2018.034”

numarasi ile etik onay almis caligmadan saglanmustir.

Kullanilan deney hayvanlar1 Necmettin Erbakan Universitesi biinyesindeki
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden (KONUDAM) “Streptozotosin
ile Indiiklenen Diyabet Modelinde Mitotempo'nun Sican Siyatik Sinir Iletimi Hiz
Dagilimina Etkisi” isimli “2017-15" numarasi ile etik onay almis ¢alismadan 36 tane
Wistar Albino cinsi sigantemin edilmistir. Talep edilen hayvan sayis1 ilk asamada 3
ana gruba ayrilmistir. Kontrol grubu 10 hayvandan olusmus ve herhangi bir isleme
tabi tutulmamislardir. i.p. olarak 50 mg/kg tek doz olacak sekildeStreptozotosin
(STZ) uygulanan 12 hayvanlik ikinci gruba 1 hafta sonra baslanmak kaydiyla 4 hafta
boyunca mitotempo ¢oziiciisii olan bidistile su gavaj yoluyla uygulanmis ve diyabet
grubu olusturulmustur. Diyabet + Mitotempogrubu ise yine 12 hayvandan olugsmus
ve yine tek doz 50 mg/kg STZ uygulamasina maruz birakilip 1 hafta sonra baslamak
Uzere 4 hafta boyunca gavaj yoluyla 0.7 mg/kg/giin olacak sekilde mitokondri
spesifik antioksidan olan Mitotempobidistile suda ¢ozullerek uygulanmistir. Haftalik
kan glikoz degerleri olgiilmiistiir 300 mg/dl’den yliksek Olciilen degerler diyabet
kabul edilmistir. Kontrol ve Diyabet gruplarina ise yine gavaj yolu bidistile su

uygulanmustir.

3.2. [Izole Organ Banyosu Deney Protokolii

Calismamizda etik onay almis olan deney hayvanlar1 dekapitasyon ile
sakrifiye edildikten sonra torasik aorta(TA) ve korpus kavernosum (KK) dokulari
cikartilmistir. Dokular +4 °C Krebs-Henseleit Soliisyonu (KHS) i¢ine alimustr.

Eksize edilen TA endotel hasarina neden olmayacak sekilde bag
dokularindan temizlenmis ve 2-3 mm genisliginde halka seklinde preparatlar

hazirlanmistir. Preparatlar igerisinden bir ucu sabit metale diger ucuna ise izometrik
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transdusira bagli gengeller gecirilerek 37 °C’de KHS igeren ve %95 O,+%5 CO,

karisimi ile gazlandirilan organ banyosuna asilmigtir.

Eksize edilen KK’y1 gevreleyen bag dokudan ayni sekilde endotel hasarina
neden olmayacak sekilde temizlenmistir. Cikarilan KK dokularin her bir parcas: alt
ve list ucundan ipek iple baglanmis ve bir ucu sabit alt metale diger ucu ise izometrik
transdusira baglanarak 37 °C’de KHS iceren ve %95 O,+%5 CO, karisim ile

gazlandirilan organ banyosuna asilmistir.

KHS igeren ve %95 O,+%5 CO; karisimi ile gazlandirilan organ banyosuna
yerlestirilmis olan dokular (TA ve KK) 37 °C’de ve 1 g gerilim altinda her 15
dakikada Krebs ¢ozeltisi degistirilerek 60 dak. siireyle dinlendirilmistir.

Dinlenme periyodunun bitiminde(reseptor etkilesimlerini ekarte edebilmek
icinvoltaj kapili Ca*? kanallarilizerinden etki eden KCI ile) 80 mM KCI kasilmis
yanitlar sabit bir platoya ulasinca bazal kasilma yanitlar1 alinmigtir. Sonrasinda 15
dak araliklar ile yikanarak 30 dak.dinlendirme siiresi sonrasinda banyo 10 ml KHSile
doldurulup 10* M 100 plfenilefrin  (FE)(a-1 reseptorleri kan basimci
diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu ve agonisti olan FE ise endotel ile
etkilesmeden hizli ve potent bir etki gosterdigi i¢in FE kullamlmustir) eklenerek 107
M FE konsatrasyonu elde edilerek submaksimal kasilma yanitlar1 incelenmis ve
kasilma yanitlar1 plato fazina ulasinca Asetil kolin (Ach) kiimilatif olarak organ
banyosuna dnce 100 pl Ach 107 ve daha sonra kiimilatif olarak 90 pl10®, 10°, 10
ve 10 Ach eklenerek banyo konsatrasyonlari10®-10°M yapilmis veendotel bagimli

gevseme yanitlart degerlendirilmistir.
3.3.  Kullanilan Aygitlar

3.3.1. Izole Organ Banyosu

Izole organ banyosu sistemi veri toplanmasina uygun yiiksek performansl
veri toplama (nitesi icermektedir. Dort kanal izole organ banyosu seti, dort adet
force displacement transducer ve sirkulatorli su banyosu igeren bir sistemden
olusmaktadir. Doz cevap egrilerini; sinyallerin ayr1 amplifikatorler gerektirmeden

tiimiinii algilayabilen dort kanal kayit sistemi mevcuttur.
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3.3.2. Force displacement transducer

Organ ve dokulara uygulanan ilag etkilerinin kasilma ve gevseme yanitlarini

mg diizeyinde yansitabilir, hassasiyeti mili volt degerine doniistiirebilen bir cihazdir

3.3.3. Sirkdlatorli su banyosu

Izole organ banyosu diizeneklerinde su sirkiilasyonu yaparak +0.1 °C

hassasiyetle sicakligin sabit kalmasini saglayabilmektedir.

3.3.4. Izole Organ Banyosu Seti

Organ banyosunun doku tutucu ve elektrot tutucularini {izerinde bulunduran
kombine bir sistemdir. 10 ml ¢ift cidarli cam organ banyosunun cidarlar1 arasindan
siticili su banyosu ve sirkiilatdr sayesinde 1sitilan su gecerek organ banyosunun
sicakligi sabit tutulmaktadir. Transdiiser tutucusu, organ askisi ve tutucusu ise asilan

dokuda olusan gerilimi 6lgebilmektedir.

3.4. Kullanilan Kimyasallar

Asetikolin HCI, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D)(Uriin Numaras1 A6625 );
Fenilefrin HCI; Sigma Aldrich, (St. Louis,MO, A.B.D)(Uriin Numaras1 P6126);

Krebs Henseleit solusyonu (mM) NaCl 119, KCI 4.6 CaCl; 1.5 MgCl 1.2, NaHCO3
15 NaH,PO, 1.2 glikoz 5.5 pH:7.4

80 mM KCI solusyonu (mM) NaCl 43.6, KCI 80, CaCl, 1.5, MgCl 1.2, NaHCO3 15
NaH,PO, 1.2 glikoz 5.5 pH:7.4

Krebs soltisyonu igin gerekli olan tim kimyasallar Merck KGaA (Darmstadt,

Germany ) firmasindan temin edilmistir.
Mitotempo, Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D)(Uriin Numarast SML0737)

Streptozotosin, Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D)(Uriin Numaras: S0130)

3.5. Verilerin Analizi

Calismada FE kasilmalarinin yiizde cevabi degerlendirilmistir. Yiizde

kasilma degerinin belirlenmesi i¢in dokulara 80mM KCI uygulanmasi ile elde edilen

21



maksimum kasilma cevab1 %100 olarak degerlendirilmis ve FE uygulamasi sonrasi

elde edilen cevaplar bu degere oranlanarak hesaplanmustir.

Gevsetici ajan cevaplarinda ise ACh i¢in FE uygulamasi ile submaksimal
yanit %100 olarak alinmig ve ACh yanitlar1 bu degere gore ylizde olarak

hesaplanmustir.

Calismadaki tiim degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir. Calisma

sonunda 3 grup degerleri birbirleri ile karsilastimali olarak degerlendirilmistir.

Normal dagilima uygunluk gosteren verilerin karsilastirilmasit bagimsiz t
testi (Unpaired Student’s t test) kullanilarak yapilirken, normal dagilima uygunluk
gostermeyen verilerin karsilastirilmast ise Mann-Whitney U testi kullanilarak
yapilmistir. Bu karsilastirma sonucunda p degeri 0,05°den kiiglik olarak bulunan

veriler arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Glikoz Duzeyleri

STZ uygulamasindan sonra deney hayvanlarinin kan glikoz diizeyleri 1
hafta araliklarla Olgiilmiis ve 300 mg/dl lizeri diyabet olarak kabul edilmistir.
Haftalik kan glikoz degerleri ortalamalari grafikte verilmistir. (Sekil 7)
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Sekil 7: Deney protokoliiniin baglamasinin ardindan haftalik 6lgiilen kan glikoz degerleri

4.2. Aorta Dokusunun Fenilefrin ile Kasilma Yanitlart

Deney protokoliimiizde 10°M FE kasilma yanitlari, 80 mM KCI kasilmasi
tizerinden ylizde olarak degerlendirilmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore kontrol
grubuna (n=6) ait elde edilen kasilma yanitl %149.93+29.86 olarak belirlenmistir.
DM grubunda (n=6) ise FE yanitlar1 %118.13+£19.13 olarak elde edilirken mitotempo
tedavisi alan grupta (n=6) bu sonuclar %126.75 *+ 5.46 olarak gozlenmistir. Gruplar
arasinda 10°M FE kasilma yanitlarinin karsilastirmasinda her ne kadar mitotempo ve
diyabet gruplar1 daha az kasilmis olarak goriinse de aralarinda anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 8) (p<0.05).
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Sekil 8: Kontrol grubu, Diyabetik grup (DM) ve diyabet ile Mitotempo tedavisinin birlikte
uygulandig1 gruplara ait aorta FE kasilma yanitlar1.

4.3. Aorta Dokusu Fenilefrin Kasilmast Sonrasit Asetilkolin ile Gevseme Yanitlart

Deney protokolii sirasinda 10° M FE uygulamasi sonrasinda plato fazina
ulasan kasilma yanitinda 10°M-10°M Ach etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen
Ach maksimum gevseme yanitlar1 kontrol grubunda (n=6) %69.9+ 29.9 DM
grubunda (n=6) %34.49 £ 4.04 ve mitotempo grubunda (n=6) %54.76 + 36.88 olarak
bulunmustur. Ach ile elde edilen maksimum gevseme yamtlar1 10° M FE yanitina
gore oranlanarakdegerlendirildiginde DM grubu ile kontrol ve mitotempo arasinda

anlamli farklilik gézlenmistir (p<0.05).

4.4. Korpus Kavernozum dokusu Fenilefrin ile Kasilma Yanitlar

Deney protokoliimiizde 10°M FE kasilma yanitlar1 80 mM KCI kasilmasi
ile bazal kasilma yanitlar1 tizerinden yiizde olarak degerlendirilmistir. Elde ettigimiz
sonuglara gore kontrol grubuna (n=6) ait kasilma yanitlar1 %2101.83+£5.52 olarak
belirlenmistir. DM grubunda (n=6) ise FE yanitlarimiz %93.15+4.34 olarak elde
edilirken mitotempo tedavisi alan grupta (n=6) bu sonuclar %92.34+ 4.78 olarak
gozlenmistir. Gruplar arasinda herhangi anlaml bir farklilik gozlenmemistir (Sekil

9)(p<0.05).
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Sekil 9: Kontrol grubu, diyabetik grup (DM) ve diyabet ile mitotempo tedavisinin birlikte uygulandigi

gruplara ait korpus kavernosum dokusuna ait FE kasilma yanitlar1.

45. Korpus KavernozumDokusu Fenilefrin Kasilmas: Sonrasi Asetilkolin Ile

Gevseme Yanitlari

Deney protokolii sirasinda 10° M FE uygulamasi sonrasinda plato fazina
ulasan kasilma yanitinda 10° M-10"° M Ach etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen
Ach maksimum gevseme yanitlari kontrol grubunda (n=6) %78.74+ 12.18, DM
grubunda (n=6) %32.47 + 15.85 ve mitotempo grubunda (n=6) %63.16 + 24.78
olarak bulunmustur. Ach ile elde edilen maksimum gevseme yanitlari 10°M FE
yanitina gore oranlanarak degerlendirildiginde DM grubu ile kontrol ve mitotempo

arasinda anlamli farklilik gozlenmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Calismamizda wistar siganlarda STZ ile olusturulan diyabet modelinde
mitotempo tedavisinin aorta (diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlarini
inceleyebilmek amaciyla) ve korpus kavernosum (KVH’larin habercisi olarak kabul
edilen ve mikrovaskiilariteye sahip oldugu igin diyabetten hizli bir sekilde etkilenen)
endoteliyal disfonksiyonlar1 iizerine etkileri degerlendirilmistir. Elde ettigimiz
sonuclar Wistar siganlarda 4 hafta sire oral gavaj ile 0.7 mg/kg mitotempo
tedavisinin hiperglisemiye bagli endoteliyal disfonksiyonda sinirli koruyucu etkisini
gostermistir. Calismamizda diyabet olusturdugumuz hayvan modellerinde siklikla
kullanilan endoteliyal disfonksiyon korpus kavernosum ve aorta dokular1 ile
aragtirtlmistir. Endotel {izerinde mitokondriyal ve non mitokondriyal pek ¢ok oksidan
sistemin etki gosterdigi bilinmektir. Biz ¢alismamizda ilk defa diyabet modelinde
mitotempo tedavisi ile mitokondrial antioksidan sistemin KK uzerine olan etkilerini

degerlendirdik.

Endoteliyal disfonksiyon ve erektil disfonksiyon tedavisi yillardan beri
arastirilmaktadir. Su ana kadar beseri tibbi {iriin olarak kullanilan ajanlar primer
hastaligin ~ tedavisine  sekonder olarak ED ile iliskili semptomlari
azaltmayi/geriletmeyi hedeflemektedirler. Antioksidan tedaviler uzun yillardir ED
disindaki pek¢ok hastalik modelinde denenmis ve halen denenmektedir. Deney
hayvani diyabet modelinde endotel hasari iizerine yapilan ¢aligmalarda
antioksidanlarin ciddi koruyucu etkileri gosterilmistir fakat klinik arastirmalarda
heniz koruyucu etkinligi kanitlanmis ve bu amagla tedavide kullanilan bir
antioksidan bulunmamaktadir. Bu etkisizlik ile ilgili olarak yapilan bir spekiilasyon
ise uygulanan antioksidanlarin mitokondri organeli gibi hiicre i¢inde etki edememesi
ve bu nedenle patolojik oksidatif hasar tizerine koruyucu bir etki gosteremedikleridir.
Pek c¢ok hicresel patolojik sure¢ ile ilgili olarak mitokondrial farmakoloji
giinlimiizde ilgi ¢ekmekte ve konu iizerine yapilan arastirmalar da her giin artis

gOstermektedir.

Ateroskleroz, DM, koroner arter hastaliklari, hipertansiyon ve
hiperkolesterolemi gibi pek ¢ok hastalik ED’ye neden olmaktadir. Bu hastaliklarda
ED olusumu mitokondriyal disfonksiyon ile iliskilendirilmistir. Giiniimiizde diyabet

sonucu olusan ED’den mROS sorumlu tutulmaktadir(Wang ve ark. 2017).
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Hipertansiyon fare modelinde mitotemponun antihipertansif etkisi
caligtlmistir.  Bu calismada ATII’nin endotel mitokondrial stperoksit dretimini
artirdigr ve mitotempo tedavisinin bu etkiyi geri c¢evirdigi gosterilmistir. Calisma
sonuglarinda AT Il ve DOCA-salt ile indlklenen hipertansiyon tedavisinde erken
donem ve ge¢ donemde etkili oldugu gosterilmistir (Dikalova ve ark. 2010).
Hipertansiyon tedavisinde mitokondriyal siiperoksit olusumunun tedavi amagl
olarak hedeflendigi pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Dikalov ve Dikalova 2016).Bu
caligmalar hipertansiyonun mitokondriyal siiperoksit olusumu sonrasinda ortaya
¢ikmast durumunda mitotempo tedavisinin bu endotel hiicre stresini geriye
cevirebilecegi veya iyilestirebilecegi yoniindedir. Yapilan c¢alismalarda bu
antihipertansif etkinin doz bagimli olarak etki gosterdigi belirtilmistir (Dikalova ve
ark. 2010).

Ateroskleroz siklikla hiperlipidemi sonrasinda goriilmesine ragmen diyabet
de ateroskleroz icin bir risk faktorii olarak tanimlanmaktadir. Ateroskleroz modeli
acisindan uygun oldugu bilinen APO E knockout fareler ile yapilan bir ¢aligmada
mitotempo’nun endotel hiicre aktivasyonunu ve aortaya monosit gogiinii engelledigi
gosterilmistir. Burada “endotel hiicre aktivasyonu” olarak tanimlanan olay
ateroskleroz/ED ag¢isindan baslangi¢ olarak belirtilmektedir. Mitokondriyal reaktif
oksijen tiirlerinin bu kaskadi aktive ettikleri diisiiniilmektedir. Mitotempo ise bu
“baslangi¢” asamasinda etki gostererek aterosklerozu Onleyebilecek bir etkiye sahip
gorinmektedir (X. Li ve ark. 2016).

Nature’da yayinlanmis olan bir g¢alismada mitotemponun preeklempsi
tizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Precklempsi de DM’de oldugu gibi
mitokondriyal fonksiyonlar Gzerinden vaskdler disfonksiyona neden olmaktadir. Bu
calismada mitokondri hedefli antioksidan olan mitotempo 6n tedavisi ile 200 uM

H,O,ile olusturulan hiicre dliimiinii engellemis ve preeklempsi modelinde basarili

sonuglar gostermistir(McCarthy ve Kenny 2016).

Sonu¢ olarak; endotel hiicreler dolagimdaki maddelere ilk olarak maruz
kalan organlardan birisi olarak tanimlanabilir. Hipergliseminin indiikledigi
endoteliyal disfonksiyonda mROS’larin etkisi bilinmektedir. Biz de ¢alismamizda
mitokondrial bir antioksidan olan mitotempo kullanarak diyabete bagli olusan ED

tizerine faydali sonuglar elde ettik.
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu c¢alismada streptozotosin ile indiklenen diyabetli siganlarin
mitotempo uygulanmasi sonucunda kontrol, diyabet ve diyabet + mitotempo gruplari
arasinda aorta ve KK dokusunda FE kasilma yanitlarinda anlamli bir degisiklik
olmazken yine bu gruplar arasinda FE ile kasilan dokularda kiimiilatif Ach
uygulamasit sonucu elde edilen gevseme yanitlarinda anlamli bir sonug¢ elde

edilmistir.

Mitotempo uygulamasi1 vazokonstriktor ajanlarin  kasilma yanitlarini
degistirmezken  kasilan  dokularin  gevseme  yanitlarimi  artirmaktadir.
Diyabet+mitotempo grubunun ACh gevseme yanitlarinin diyabet grubuna gore daha
fazla olmasi mitotemponun diyabetin neden oldugu endoteliyal disfonksiyon ve
ED’ye kars1 koruyucu etkisinin oldugunu gostermistir. Mitotemponun bu etkisinin
mROS {iretimini azaltmasi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Mitotemponun ED ve
endotel Uzerindeki koruyucu etkisinin mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi

icin daha ileri ¢alismalar yapilmalidir.
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HAYVAN DENEYLERi YEREL ETiK KURUL KARARI . ‘

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji A.D."den D ;.Dr.Bur$k
Cem SONER ve Eser YILDIZ tarafindan sunulan “Streptozotosin ile indiiklenen Diyabetli Sican
Aort ve Korpus Cavernosum Dokulaninda Mitotempo'nun Endotel Uzerine |Muhtemel
Koruyucu Etkisi” bashkli tez projesi 10 tyenin katilimi ile degerlendirildi,

Projedeki hayvanlarin 2017-015 etk sayili, "Streptozotosin ile indiiklenen Diyabo!,:t
Modelinde MitoTEMPO'nun Sigan Siyatik Sinir iletimi Hiz Dagihmina Etkisi” baghllli pm}edqn
kullanilacagi ilave hayvan kullaniimayacadi bildirilmistir. Ii

Projenin deney hayvanlarina iliskin yénlerinin, Necmettin Erbakan Universitési KONUDAI!M
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénqrgesi‘ndei(i
ilgili maddeler geregince “Etik Kurallara Uyguniuk Esasi” dikkate alinarak hazirlandigi bei+lenmr§t1r

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastlrr‘pa Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesi'ndeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru sahibinin
sorumluluklar ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakli kalmak kosulu ile projenin hazirlanmasinda
yénerge ilkelerine uyuldugu ve calismanin deneysel kismini gerceklestirecek arastirmacilarin dendy
hayvanlan kullamim sertifikasina sahip oldugu dikkate alinarak projenin hayvan ku!'anlm etigi
agisindan "Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir. ! |
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