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Onsoz

Sfingozin sinyal yolagi, hiicresel sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynar. Bu yolak,
vaskiiler tonun diizenlenmesi, hiicre 6liimii (apoptoz), hiicre farklilasmasi ve immiin
yanitin diizenlenmesi gibi bir dizi biyolojik siiregte 6nemli fonksiyonlar iistlenir.
Icariin diiz kas gevsetici, afrodizyak, noroprotektif, kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu, anti-oksidan, anti-enflamatuvar ve anti-kanser etkileri bilinen bir
flavanoiddir. Tiim bu olumlu etkilerine ragmen icariinin etki mekanizmasi hala tam
olarak agiklanamamistir. Bu calismanin temel amaci icariinin diiz kas gevsetici
etkisinin sfingozin-1-fosfat reseptorleri ile baglantili olup olmadigini tanimlamaktir.
Icariin ve sfingozin sinyal yolag1 birgok benzer farmakolojik etkilere sahiptir. Bununla
birlikte icariin ve sfingozin-1-fosfat(S1P) benzer sinyal yolaklar iizerinden etki
gosterebilmektedir. Bu calismanin sonuglarinin icariinin, sfingozin-1-fosfat sinyal
yolag ile olas iliskisini ortaya koymasi, icariin’in S1P metabolizmasinin bozuldugu
hastaliklarda farmakolojik bir ajan olarak kullanilabilmesi ve literatiire ilk kez
kazandirilacak bir bilgi olmasi nedeniyle son derece heyecan vericidir. Bu projeyi
gerceklestirirken sfingozin sinyal yolaginin tiimiinii aragtirmak istesek de, biitce bazl
diistindiigtimiizde sfingomiyelinaz ve S1P liyaz gibi 6nemli enzimleri bu arastirmanin
disinda tutmak zorunda kaldik. Bununla birlikte, icariinin, S1P sinyal yolagindaki olas1
etkisi, organ banyosu deneyleri ve western blot deneyleri ile aydinlatilmaya ¢alisildi.
Bu tezin bana ¢ok fazla deger kattigin1 da s6z etmeden gecemeyecegim, bu calisma
siiresince farmakoloji hakkinda ¢ok fazla bilgi edindim ve bu alanda kendimi
gelistirdim. Tabi bu siirecte hem laboratuvar ¢alisma arkadaslarimdan hem de degerli
hocalarimin deneyimlerinden oldukga yararlandim. Bu yiizden, tez ¢aligmam boyunca
ogrendiklerim, yasadiklarim ve c¢ektigim zorluklarin giizel bir hatirasiyla birlikte
sOzlerimi bitiriyorum. Tez siirecim boyunca her tiirlii bilimsel ve manevi destekleri
nedeniyle basta danigman hocam Dog¢. Dr. Giilnur Sevin olmak iizere herkese

tesekkiirii borg bilirim.

Izmir, 25.08.2023 Ozan MERT
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Ozet

Icariinin Vaskiiler Gevsetici Etkisinde Sfingozin-1-fosfat Reseptor 1(S1PR1)’in

Roliiniin Arastirilmasi

Sfingozin-1-Fosfat (S1P), sfingozin kinaz (SK) enzimleri araciliiyla, sfingozinin
fosforilasyonuyla {iretilen biyoaktif bir sfingolipit metabolitidir. S1P’nin bir¢ok
fizyolojik siiregte gorevli oldugu ve SIP sinyal yolagindaki bozukluklarin,
ateroskleroz, diyabet, hipertansiyon gibi hastaliklarin patolojisinde yer aldigi
bildirilmektedir. S1P, 6zellikle vaskiiler gelisim ve stabilite, anjiyogenez ve vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. S1P’nin, G proteinine kenetli
sfingozin-1-fosfat 1-5 reseptorleri(S1IPR1-5) olarak adlandirilan bes farkli reseptorii
bulunmaktadir. SK enzimleri tarafindan sfingozinin fosforillenmesiyle olusan S1P;
vazodilatasyon ve vaskiiler gegirgenlik tizerinden etkilerini SIPR1 ve S1PR3’leri
aracilifiyla gostermektedir. Diiz kas gevsetici, noroprotektif, kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 koruyucu, anti-oksidan, anti-enflamatuvar etkileri olan icariin; diiz
kas gevsetici ve anti-aterosklerotik etkilerini S1P ile benzer sekilde PI3K/Akt-eNOS-
NO yolagini aktive ederek gostermektedir. icariinin (ICA), SIPR1 ve S1PR3
agonistlerinin santral sinir sistemi hastaliklarinda NF-xB, AKT, ERK1/2, p38, c-Jun
ve MEK gibi ortak alt-mekanizmalar iizerinden tedavi edici etki gosterdikleri
bildirilmektedir. Literatirde ICA ve SI1PRI agonistlerinin miyokardiyal
iskemi/reperfiizyon hasar1 ve Parkinson-Alzheimer gibi inflamatuar tabanh
norodejeneratif hastaliklarda ortak etki mekanizmalarini paylasmasi nedeniyle "Icariin
vaskiiler gevsetici etkisini SIPR1 ve/veya S1PR3 araciligiyla gosterebilir mi?"
sorusunu aklimiza getirmis ve bu tez kapsaminda, ilk kez icariinin aorta iizerindeki
gevsetici etkisine SIPR1 ve S1PR3’iin katkisini biyokimyasal ve farmakolojik

caligmalar ile arastirmak amaglanmstir.

ICA’nin vaskiiler gevsetici etkisinde, S1P sinyal yolaginin roliiniin aydinlatilmast igin
her cinsiyetten sprague dawley sigcanlarin aorta dokulari izole organ banyosu deneyleri
kullanilarak ve western blot deneyleri ile arastirilmistir. ICA’nin gevsetici etkilerinin
endotele bagli ve/veya NO aracili oldugunu kanitlamak {izere ¢alismamizda endoteli
styrilmig aortalar ve nitrik oksit sentaz inhibitorii olan L-NAME (100 puM, 30dk.)
inkiibasyonu varliginda yanitlar alinmistir. Bunun yani sira, ICA’nin sfingozin yolagi

ile iligkisi yolak iizerinde yer alan enzim ve reseptdr inhibitorleri kullanilarak
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fonksiyonel calismalarla incelenmistir. Icariinin, seramidaz enzimi ile iliskisi,
seramidaz enzim inhibitorii olan D-erythro-MAPP (MAPP) (3-10 uM, 30dk.) ile,
sfingozin kinaz enzimiyle iligkisi, sfingozin kinaz enzim inhibitorii olan N,N-
Dimethylsphingosine (DMS) (10-30 uM, 30dk.) ile, SIPR1 ile iligkisi, SIPR1 reseptor
antagonisti olan W146 (1-3 puM, 30dk.) ile ve S1PR3 ile iligkisi, SIPR3 reseptor
antagonisti olan CAY 10444 (10-30 pM, 30dk.) araciligryla arastirilmustir. Inhibitorler
varliginda/yoklugunda aorta dokularindan fenilefrin (10”7 M) ile 6n kastirma sonrasi
kiimiilatif ICA (3x10'M -10* M) gevseme yanitlart alinmistir. Fonksiyonel
yanitlarda, ICA’nin SK-1, SIPR1 ve S1PR3 iizerindeki etkisi belirlendikten sonra bu
proteinlerin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkisini arastirmak iizere western blot
deneyleri gergeklestirilmistir. Yapilan izole organ banyosu deneylerinde elde edilen
ICA’nin ECso degeri (3 uM); doku kiiltiiriin de inkiibasyon konsantrasyonu olarak
kullanilmis ve aorta dokular1 3 uM ICA ve ICA nin ¢dziiciisii olan DMSO ile 24 saat,
37 °C’ %5 COs ile gazlandirilan inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra
dokular CryoMill ile homojenize edilmis ve homojenatlardaki protein miktar1 BCA ile
belirlenerek, western blot deneylerinde SK-1, SIPR1 ve S1PR3 protein ekspresyon
diizeyleri arastirilmistir. Bunun yaninda ICA’nin nitrik oksit (NO) miktar1 iizerindeki
etkileri griess reaksiyonu ile spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Bu amacla
homojenatlar kit protokiiliine uygun sekilde, ICA, L-NAME, W146 ve DMS ile 30 dk.
siireyle inkiibe edilmislerdir. Sonug olarak calismamizda ICA gevseme yanitlari
endotele baglhdir ve NO aracili olarak gerceklesmektedir. Aortadaki ICA gevseme
yanitlart DMS ve W146 varliginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalirken,
MAPP ve CAY 10444 varliginda ise herhangi bir degisiklik goriilmemistir. SK-1 ve
S1PR1 protein ekspresyon diizeyleri ICA inkiibasyonu varhginda artarken, S1PR3
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gériilmemistir. ICA,
toplam nitrat ve nitrit diizeylerini arttirirken, bu artis inhibitoérler (W146, DMS, L-
NAME) varliginda bu artis geri donmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda, ICA nin sigan
aortasinda S1P iiretiminden sorumlu SK enzimlerinin ve/veya S1PR1, S1PR3leri
aracilifiyla gevsetici etki olusturdugu gosterilmistir. Erektil disfonksiyon tedavisinde
oldugu gibi NO yetmezlik durumlarinda, fosfodiesteraz inhibitorleri (6rn:sildenafil)
gibi NO biyoyararlanimin1 artiran ajanlarla tedavide klinikte yeterli sonuglar
alinamamaktadir. Bu durum, NO iligki patolojik kosullarda NO {iretiminden hangi

sinyal yolaginin sorumlu oldugunu ve tedavide secilecek ajanin bozulan bu sinyal
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yolagi ile iliskisinin 6nemli olacagini aklimiza getirmistir. Dolayisiyla sfingozin sinyal
yolaginin bozuldugu ve bu yolak iligkili NO yetmezlik durumlarinda 6zellikle endotel
disfonksiyonuyla iliskili hipertansiyon ve ateroskleroz gibi vaskiiler hastaliklarin
tedavisinde ICA’nin kullanilmasi yeni ve etkili bir ilag aday1 olma potansiyeli klinik

olarak 6nem tastyacaktir.

Anahtar Kelimeler; Icariin; Sfingozin-1-Fosfat; Aorta; Nitrik Oksit



Abstract

Investigation Of The Role of Sphingosine-1-Phosphate 1 (S1P1) Receptors in

The Vascular Relaxant Effect of icariin

Sphingosine-1-Phosphate (S1P) is a bioactive sphingolipid metabolite produced
through the phosphorylation of sphingosine via the enzymes sphingosine kinases (SK).
S1P is reported to be involved in numerous physiological processes, and disruptions
in the S1P signaling pathway have been implicated in the pathogenesis of diseases
such as atherosclerosis, diabetes, and hypertension. S1P plays a particularly significant
role in vascular development and stability, angiogenesis, and regulation of vascular
tone. SIP has five different receptors known as G protein-coupled sphingosine-1-
phosphate receptors (S1PR1-5). S1P, generated through the phosphorylation of
sphingosine by SK enzymes, exerts its effects primarily via SIPR1 and S1PR3
receptors, leading to vasodilation and regulation of vascular permeability. Icariin,
which has smooth muscle relaxant, neuroprotective, cardiovascular protective,
antioxidant, and anti-inflammatory effects, demonstrates its smooth muscle relaxant
and anti-atherosclerotic effects similar to S1P by activating the PI3K/Akt-eNOS-NO
pathway.It has been reported that icariin, SIPR1, and SI1PR3 agonists exhibit
therapeutic effects in central nervous system diseases through common sub-
mechanisms such as NF-kB, AKT, ERK1/2, p38, c-Jun, and MEK. The aim of our
study is to investigate, for the first time, the relationship between the vascular relaxant
beneficial effect of icariin and the S1P signaling pathway. To elucidate the role of the
S1P signaling pathway in the vascular relaxant effect of ICA, experiments were
conducted using isolated organ bath assays on aortic tissues from Sprague Dawley rats
of both genders. Additionally, Western blot experiments were performed. In our study,
responses were obtained from aortas with endothelium removed and in the presence
of the nitric oxide synthase inhibitor L-NAME (100 uM, 30 minutes) incubation to
demonstrate that ICA's relaxing effects are endothelium-dependent and/or mediated
by NO. Furthermore, the relationship of ICA with the sphingosine pathway was
investigated through functional studies using enzyme and receptor inhibitors present
along the pathway. The interaction of icariin with the seramidase enzyme was
examined using D-erythro-MAPP (MAPP), a seramidase enzyme inhibitor (3-10 pM,
30 minutes). Its relationship with the sphingosine kinase enzyme was investigated
using N,N-Dimethylsphingosine (DMS), a sphingosine kinase enzyme inhibitor (10-
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30 uM, 30 minutes). The interaction with SIPR1 was explored using W146, an S1PR1
receptor antagonist (1-3 uM, 30 minutes), and its relationship with SIPR3 was studied
using CAY 10444, an S1PR3 receptor antagonist (10-30 uM, 30 minutes). In the
presence/absence of inhibitors, cumulative relaxation responses to icariin (3x107 M -
10* M) were obtained from aortic tissues following pre-contraction with
phenylephrine (107 M). After determining the effect of ICA on SK-1, SIPRI1, and
S1PR3 in functional responses, Western blot experiments were conducted to
investigate the impact on the expression levels of these proteins. The ECso value of
ICA obtained from isolated organ bath experiments (3 pM) was used as the incubation
concentration in tissue culture. Aortic tissues were incubated with 3 pM ICA and the
solvent of ICA, DMSO, for 24 hours at 37°C in a 5% CO2-gassed incubator. After
incubation, the tissues were homogenized using a CryoMill, and the protein content in
the homogenates was determined using the BCA assay. In Western blot experiments,
the protein expression levels of SK-1, S1PRI, and S1PR3 were investigated.
Additionally, the effects of ICA on nitric oxide (NO) levels were measured
spectrophotometrically using the Griess reaction. For this purpose, homogenates were
incubated with ICA, L-NAME, W146, and DMSO for 30 minutes according to kit
protocols. In conclusion, our study demonstrates that ICA relaxation responses are
endothelium-dependent and mediated through NO. The aortic relaxation responses to
ICA are significantly reduced in the presence of DMS and W146, while no changes
were observed in the presence of MAPP and CAY10444. SK-1 and SI1PR1 protein
expression levels increase in the presence of ICA incubation, while there is no
statistically significant change in SIPR3 expression levels. ICA increases total nitrate
and nitrite levels, but this increase is reversed in the presence of inhibitors (W146,
DMS, L-NAME). As a result of this study, it has been demonstrated that ICA generates
a relaxing effect in rat aortas through the SK enzymes responsible for S1P production
and/or via SIPR1 and S1PR3 receptors. In conditions of insufficient nitric oxide (NO),
such as in the treatment of erectile dysfunction, clinical results with agents that
enhance NO bioavailability, like phosphodiesterase inhibitors (e.g., sildenafil), may
not always be sufficient. This situation highlights the importance of identifying which
signaling pathway is responsible for NO production under specific pathological
conditions and how the chosen therapeutic agent interacts with the compromised

signaling pathway. Therefore, the use of ICA as a novel and effective drug candidate
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holds significant clinical potential in the treatment of vascular diseases such as
hypertension and atherosclerosis, particularly those associated with endothelial
dysfunction, where the sphingosine signaling pathway is impaired and NO deficiency

is prevalent.

Keywords; Icariin; Sphingosine-1-Phosphate; Aorta; Nitric Oxide
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Kalp ve damar hastaliklar1 sadece ililkemizde degil tiim diinyada 6nemli bir saglik
sorunudur. Mevcut ilaglarin yetersiz kaldigi durumlarda yeni ilaglara ve yeni ilag
hedeflerine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, ilaglarin farmakolojik etki
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, etkili ila¢ hedeflerinin belirlenmesi ve bu hedeflere
yonelik yeni ilaglarin arastirilmasina ve/veya gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.
Caligmamizda, S1PR agonisti fingolimod'a (FTY720) benzer sekilde multipl skleroza
karst etkili oldugu gosterilen icariinin, vaskiiler tonusun homeostazinda rol oynadigi
diistiniilen sfingozin yolagi (SIPRleri ve S1P {iretiminde gorev alan seramidaz ve
sfingosin kinaz enzimleri) T{zerindeki potansiyel etkilerinin arastirilmasi

amaglanmaktadir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Icariinin aortada NO aracili gevsetici etkisinin, SIPR1 ve SIPR3 ile iliskisi var midir?
Icariinin aortada NO aracili gevsetici etkisinin, SK ve seramidaz enzimleri ile iliskisi
var midir?

Sorularina izole organ banyosu ve western blot deneyleri araciligiyla yanit aranacaktir.
1.3.Arastirmanmin Hipotezleri

Icariinin S1PR1 ve/veya SIPR3’lerini aktive ederek/ekspresyonlarini arttirarak
vaskiiler dokuda NO {izerinden gevsemeye katki saglamasi ve icariin SK ve seramidaz
enzimlerini aktive ederek/ekspresyonlarin1 arttirarak S1P diizeylerini arttirmasi
beklenmektedir. Icariin aracili artan S1P diizeyleri S1PR’lerini aktive ederek

gevsemeye katki saglayabilir.
1.4.Arastirmanin Varsayimlari

Icariin, SIP1 ve SIP3 reseptorlerine dogrudan baglanarak bu reseptdr aktivasyonu
aracilifiyla endotelyal nitrik oksit sentaz1 (eNOS) aktive eder ve nitrik oksit (NO)
dretimini arttirir sonu¢ olarak vazodilatasyon saglanir. Ya da S1P1 ve SIP3
reseptorlerinin ekspresyon diizeylerini artirarak S1P’ler araciligiyla NO iiretimini
saglar ve vaskiiler gevsetici etki gosterir. Bunlara ek olarak icariin, SK ve/veya

seramidaz enzimlerinin aktivasyonunu veya ekspresyonunu arttirarak S1P iiretiminde

1



artisa neden olabilir ve artan S1P reseptoriine baglanarak vaskiiler gevsetici yanitlar

olusturabilir.
1.5.Arastirmanin Simirhhiklar:

Projemizde kullanilan kimyasallarin temin edilmesinde aksakliklar yasanmis ve
beklenilenden uzun siirmistiir. Kimyasallarin neredeyse tamaminda c¢oziiniirlitk
problemleri yasanmistir. Sigan dokularmin izolasyonunda veya dokularin organ
banyosuna takilmasinda ¢ok hassas davranilmasina ragmen, projenin baglangi¢
donemlerinde hayvan kaynakli ya da el manipiilasyonlarmma bagli olarak kontrol
gevseme yanitlarinin alinmasinda zaman zaman zorluklar yasanmistir. Caligmamizda
S1P miktar tayini yapilabilmesi i¢in gerekli olan ELISA kitinin fiyati proje biitgemizin
cok {iistiinde kalmasi nedeniyle alinamamig S1P miktar tayini yapilamamistir. Bu
projemizin sinirliligidir ancak indrekt te olsa griess reaksiyonu araciligryla NO miktar

tayini yapilarak ICA’nin NO aracili olusturdugu etki dogrulanmustr.

1.6.Arastirmanin Amaci

Tezin amaci; ilk kez icariinin aorta dokusunu gevsetici yararl etkisinde S1P sinyal
yolagindaki etkisi arastirilmasidir. Bu kapsamda tezin baslica hedefleri, Icariinin,
aortadaki gevsetici etkisine sfingozin sinyal yolaginin katkisini gostermek i¢in; S1P1,
S1P3 reseptorleri ile SK ve seramidaz enzimleri iizerinden izole organ banyosu
caligmalarinin, S1P1 ve S1P3 reseptorleri ile SK-1 enziminin ekspresyonlarini artirip

artirmadiginin western blot deneyleri ile degerlendirilmesini kapsar.



Genel Bilgiler

2.1. Nitrik Oksit (NO) ve Sentezinde Gorevli Enzimler

Nitrik oksit (NO), norotransmisyon, inflamasyon, immiinite ve vaskiiler homeastaz
gibi birgok fizyolojik ve patofizyolojik siiregte rol oynayan sinyal iletici
gazotransmitter olarak tanimlanmaktadir (Tuteja, Chandra, Tuteja ve Misra, 2004).
NO, nitrik oksit sentez (NOS) enzimleri tarafindan L-arjininin, L-sitriiline doniismesi
Memeli hiicrelerinde endotelyal NOS (eNOS/NOS3),
indiiklenebilir NOS(iNOS/NOS2) ve noronal NOS (nNOS/NOST1) olmak {izere iig tip
NOS izoenzimi bulunmaktadir (Sekil 1) (Cyr, Huckaby, Shiva ve Zuckerbraun, 2020;

sonucunda olugmaktadir.

Doulias ve Tenopoulou, 2020). Sinir sisteminde bulunan nNOS, merkezi sinir

sisteminin diizenlenmesi ve noOrotransmitter saliverilmesinde; monosit ve
makrofajlarda bulunan iNOS, patojenlerin yok edilmesinde; endotelyal hiicrelerde yer
alan eNOS ise kan akisinin ve vaskiiler tonusun diizenlenmesinde goérevlidir (Shu ve

digerleri, 2015).
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Sekil 1. NO biyosentezi ve NO’in kardiyovaskiiler, bobrek ve metabolizmadaki

olasi etkileri (Carlstrom, 2021).



2.1.1. Noronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS/NOS1)

Noronal nitrik oksit sentaz (nNOS/NOS1), ii¢ nitrik oksit enziminden biridir.
Genellikle periferal ve merkezi sinir sisteminde yer alan nNOS, NO iiretiminin biiyiik
bir kismindan sorumludur (Kourosh-Arami, Hosseini, Mohsenzadegan, Komaki ve
Joghataei, 2020). nNOS kaynakli NO, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal sistemde,
insiilin regiilasyonunda, norogenez ve kolinerjik sinir ug¢larindan norotransmiter

salinimindan goérevli 6nemli bir nérotransmiterdir (Kourosh-Arami ve digerleri, 2020).

2.1.2. lindiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS/NOS2)

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS/NOS2) diger NOS’lardan farkli olarak saglikli
durumlarda hiicrelerde diizenli olarak sentezlenmez. iNOS’un ekspresyonu
proinflamatuvar peptidler ve/veya proteinler tarafinda indiiklenmesiyle gerceklesir
(Cinelli, Do, Miley ve Silverman, 2020). iNOS kaynakli NO, inflamasyon, enfeksiyon,
septik sok ve kan basinciin diizenlenmesi gibi fonksiyonlarda goérev almaktadir

(Kourosh-Arami ve digerleri, 2020).

2.1.3. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS/NOS3)

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS/NOS3) baslica vaskiiler endotelyal hiicrelerde
sentezlenir. eNOS kaynakli NO, 6zellikle vaskiiler tonusun diizenlenmesinde dnemli
bir rol oynar (Qiang Li, Youn ve Cai, 2015). Ilgili reseptorlerin aktivasyonu, hiicre ici
Ca'? diizeylerini artmasina neden olur. Ca*? diizeylerini artmasina baglh olarak, Ca**-
kalmodulin kompleksi olusur ve bu kompleks eNOS’yi aktive ederek, arjininden NO
iiretimini tetikler. Uretilen NO, vaskiiler diiz kas hiicrelerine geger ve guanilat siklaz
(GS)’a baglanir. GS, guanozin trifosfat (GTP)dan siklik guanozin monofosfat
(sGMP)’1 katalizler. sGMP, protein kinaz G (PKG)’yi aktive ederek, hiicre i¢i Ca™
diizeylerinin azalmasina buna baglh olarak da vazodilatasyona sebep olur (Sekil 2)

(Stoltenberg, A., E. ve Lang Jr., 2012).
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Sekil 2. eNOS-NO Sinyal Yolagmin Damar Diiz Kasim Gevsetici Etkisi
(Stoltenberg ve digerleri, 2012).

2.2.Sfingozin-1-Fosfat (S1P)

Sfingozin-1-Fosfat (S1P), biyoaktif bir sfingolipit metobolitidir (Pyne ve Pyne, 2010).
S1P molekiilii, sfingomiyelinin, sfingomyelinaz tarafindan parcalanmasiyla olusan
seramitten TUretilir (Kurano ve Yatomi, 2017). Seramid, seramidaz enzimiyle
sfingozine dontstiiriiliir ve sfingozin, sfingozin kinaz 1 ve/veya sfingozin kinaz 2
(SK-1 ve/veya SK-2) enzimleri tarafindan fosforillenerek S1P iiretimi gerceklesir
(Mendelson, Evans ve Hla, 2014). S1P’nin hiicre i¢i diizeyleri ise S1P fosfataz ve S1P
liyaz enzimleri araciligiyla diizenlenmektedir. (Sekil 3) (Pyne ve Pyne, 2010). SK-1
ve SK-2, farkli genler tarafindan kodlanmakta ve hiicre i¢i lokalizasyonlar1 farklilik
gostermektedir (Diaz Escarcega, McCullough ve Tsvetkov, 2021). S1P’nin birgok
fizyolojik siirecte gorevli oldugu ve SIP sinyal yolagindaki bozukluklarin kanser

(Pyne ve Pyne, 2010), ateroskleroz (Kurano ve Yatomi, 2017), diyabet (Wigger,
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Schumacher, Schneider-Schaulies ve Kleuser, 2021), hipertansiyon gibi bir c¢ok
hastaliklarin patogenezinde yer aldigi bildirilmektedir (Jozefczuk, Guzik ve
Siedlinski, 2020).

S1P fosfataz Etanolamin

Sfingomyelin —— —— — Foifat

Sfingomyelinaz Seramidaz S1P liyaz

Sfingosin Kinaz 1-2 Hexadecenal

Serin palmitoiltransferaz

De novo

| Serin + Palmitoil KoA |

Sekil 3. S1P biyosentezi ve degradasyonu.

2.3.Sfingozin-1-Fosfat Reseptorleri (S1PR)

S1P’nin, G protein-kenetli sfingozin-1-fosfat 1-5 reseptorleri (S1PRI1-5) olarak
adlandirilan bes farkli reseptorii bulunmaktadir (Mendelson ve digerleri, 2014). SIPR1
ve S1PR3’leri, vazodilatasyon, vaskiiler gecirgenlik ve proliferasyon siireglerinde
gorevlidir (Qian Li, Li, Lei, Tan ve Yi, 2021; Mair ve digerleri, 2010). S1PR2, hiicre
gocli, proliferasyon, adezyon molekiillerinin saliverilmesi ve vazokonstriksiyonda
(Adada, Canals, Hannun ve Obeid, 2013), SIPR4 ve SIPRS5 ise immiin yanitta etki
gostermektedirler (Adada ve digerleri, 2013; Olesch, Ringel, Briine ve Weigert, 2017).
S1P’nin endotelde yer alan SIPR1 ve SIPR3’ne baglanmasiyla PI3K/AKT/eNOS/NO
sinyal yolag1 aktive olmakta ve vazodilatasyon goriilmektedir (Dantas, Igarashi ve
Michel, 2003; Tolle ve digerleri, 2005). S1P’nin diiz kas hiicrelerinde yer alan SIPR2
ve S1PR3 ile dogrudan etkilesimi ise vazokonstriksiyon ile sonu¢lanmaktadir. Bu
durumun S1P konsantrasyonu ile iligkili oldugu; diisiik konsantrasyonun endoteldeki
reseptorler iizerinden vazodilatasyona, yiiksek konsantrasyonun ise diiz kastaki
reseptorler lizerinden vazokonstriksiyona neden oldugu one stiriilmektedir (Sekil 4)

(Kerage, Gombos, Wang, Brown ve Hemmings, 2021).
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Sekil 4. Sfingosin 1-fosfat sinyalizasyonu (Mendelson ve digerleri, 2014).

2.3.1. Sfingozin-1-Fosfat 1 Reseptorii (S1PR1)

Sfingosin-1-fosfat reseptor 1'in (S1PR1) aktivasyonu, makrofajlar, mast hiicreleri,
dendritik hiicreler ve dogal katil hiicreleri (Natural Killer) olmak {izere bir¢ok
bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasini ve gociinii diizenleyerek bagisiklik sistemi igin
onemli bir mekanizmay1 olusturmaktadir. (Spiegel ve Milstien, 2011). Ozellikle T ve
B lenfositlerinin farklilagsmasi ve gogii, multipl skleroz gibi otoimmiin hastaliklarin
gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve S1P'nin etkisiyle SIPR1'lerini ¢ok dnemli bir
farmakolojik hedef haline getirir (Marciniak, Camp, Garcia ve Polt, 2018). Ek olarak

S1P1 reseptorlerinin S1PR1/PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinden, proliferasyonu ve
7



apoptozu diizenledigi de bildirilmistir (H. Wang, Huang ve Ding, 2018). SIPR 1lerinin
tiim bu etkilerinin yani sira endotel vaskiiler tonusun homeostazinda da rol oynadigi
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. (Levkau, 2008). S1P'nin vaskiiler tonus tizerindeki
mekanizmasi, endotel ve diiz kas hiicrelerinde bulunan farkli reseptorlere baglanmast,
tizerinden belirlenir. Damarda bulunan S1P, lokal olarak endotel ve diiz kas hiicreleri
tarafindan sentezlenebilir (Kurano ve Yatomi, 2018). S1P’in S1PR1 ve/veya
S1PR3’ne baglanmasi; AKT’nin, PI3K'yi aktive etmesine bagli olarak eNOS'un
fosforilasyonunu ve NO {iretiminin artmasini saglamaktadir. Ek olarak, S1P kaynakli
NOS aktivasyonunun kismi olarak Ca2+/CaM'ye bagl oldugu gosterilmistir. NO, GS
aktivasyonuna bagli olarak sGMP {iretimini katalizler. sGMP ise, PKG aktivasyonuna
neden olur. PKG, Ca™’yi azaltir ve bu sayede vazodilatasyon gerceklesir (Sekil 5)
(Watterson, Ratz ve Spiegel, 2005).

S1P

Endothelial Cell

X A
PLC PI3K

L
o+ D@+ D@

\4 Vascular Smooth Muscle
@ —> cGMP —» PKG

v

« activates Ca’'-sensitive K channels

« decreases Ca’" influx via voltage-gated Ca”* channels
« inhibits Ca?" release from SR

* increases MLCP activity

v

RELAXATION

Sekil 5. S1IPR1 ve S1PR3’lerinin olas1 vazodilatasyon mekanizmasi (Watterson
ve digerleri, 2005).



2.3.2. Sfingozin-1-Fosfat 2 Reseptorii (S1PR2)

Sfingosin-1-fosfat reseptér 2 (S1PR2)’lerin fonksiyonel bir¢ok gorevi vardir.
S1P2R’lerin metabolik olarak hem pankreatik hiicrelerde hem de karaciger
hiicrelerinde islevi oldugu bildirilmigtir. SIP2R -/- farelerde yapilan caligmalarda
pankreatik hiicrelerin hayatta kalis siiresi daha yiiksek insiilin ve daha diisiik glukoz
seviyeleri bildirilmistir (Imasawa, Koike, Ishii, Chun ve Yatomi, 2010). Bu reseptor
iizerinden, AKT ve ERK1/2 yolagimin aktivasyona bagli olarak gelisen glukoz
kontrolii, safra asidi sentezi ve lipit metabolizmasi dahil olmak iizere bir¢ok hepatik
metabolik yolag: diizenledigi gdsterilmistir (Studer ve digerleri, y.y.). SIPR2’lerinin
bu etkilerinin yani sira vazokonstriksiyon etkileri de vardir. Bu etkilerin, sinyal
yolaklari dokudan dokuya farklilik gdsterebilmektedir. Ornegin, bronsiyal diiz kas
hiicrelerinde, S1P/S1PR2 aracili bronkokonstriksiyon, Rho/ROCK sinyal yolagi
iizerinden (Chiba ve digerleri, 2010) ger¢eklesirken, mezenterik vaskiiler diiz kaslarda,
S1P/S1PR2 aracili vazokonstriksiyon, Rho Kinazdan bagimsiz, p38-MAPKinaz
yolaginin aktivasyonuna bagli olarak gergeklesir (Hoefer ve digerleri, 2010).

2.3.3. Sfingozin-1-Fosfat 3 Reseptorii (S1PR3)

Sfingosin-1-fosfat reseptdr 3 (S1PR3)’lerinin endotelyal bariyerde (endotel tabakast),
vaskiiler tonusta, kardiyak ve pulmoner fibroziste gorev aldig1 gosterilmistir. Dolagim
ve c¢evre doku arasinda bulunan endotel bariyeri, fonksiyonel olarak oldukca
onemlidir. Zarar gérmesi vaskiiler sizintinin artmasina, enfeksiyonlara ve kanser
hiicrelerinin istilastyla sonuglanir (Qian Li ve digerleri, 2021). Yapilan ¢alismalarda,
S1P’nin yiiksek konsantrasyonunun, SIPR3/RhoA/Rho kinaz (ROCK) sinyal yolag:
tizerinden endotel bariyeri, Gi/Rac sinyallerine karst korudugunu ve vaskiiler
gecirgenligi arttirdig1 gosterilmistir (Garcia ve digerleri, 2001). S1IPR3’lernin vaskiiler
tonus iizerindeki etkileri ise iki tiirlii gergeklesir. Endotel hiicrelerinde bulunan
S1PR3ler, NO iiretimini baglatarak vazodilatasyonu tetiklerken (Nofer ve digerleri,
2004), vaskiiler diiz kas hiicrelerinde lokalize SI1PR3’ler hiicre i¢i Ca'?
konsantrasyonunu arttirirlar ve vazokonstriksiyona sebep olurlar (Murakami ve

digerleri, 2010).



2.3.4. Sfingozin-1-Fosfat 4 Reseptorii (S1PR4)

S1P4 reseptoriiniin, immiin sistem basta olmak iizere sinir sisteminde de bulundugu
sOylenmektedir (Langeslag ve Kress, 2020). S1P4 reseptorii, immiin hiicre yaniti,
lenfosit olgunlagmasi ve tiimor ilerlemesi gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglerde
rol oynamaktadir. Ozellikle immiin hiicrelerin gdgiinde kritik bir rol oynadig1 ve
immiin yanitlarin diizenlenmesinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(Olesch ve digerleri, 2017). Bununla birlikte S1P4 reseptorii, Multiple Skleroz gibi
otoimmiin hastaliklarin gelisiminde (Sic ve digerleri, 2014) ve kanserde de rol
oynadigi ¢aligmalarda bildirilmistir (Furuya, 2017). S1P4 reseptoriiniin farmakolojik
olarak hedeflenmesi, otoimmiin hastaliklar ve kanser tedavisi i¢in yeni terapdtiklerin
gelistirilmesinde umut verici sonuglar gostermis olup, S1P4 reseptorii, immiin iliskili

hastaliklar ve kanser i¢in yeni terapotiklerin gelistirilmesi i¢in dnemli bir hedeftir.

2.3.5. Sfingozin-1-Fosfat S Reseptorii (S1PRS)

S1PR5’leri, hiicre gogii (Miron, Schubart ve Antel, 2008), proliferasyon (W. M. Hu ve
digerleri, 2010), hayatta kalma ve farklilasma gibi cesitli fizyolojik siireclerde yer alir
(Jaillard ve digerleri, 2005). S1P5 reseptort, sfingosin-1-fosfat (S1P) ile aktive olur ve
S1P baglanmasi reseptdrde konformasyonel bir degisiklige neden olarak, hiicre igi
sinyal yolaklarini aktive eder. S1P5 reseptorii aktive olduktan sonra, adenilat siklazi
inhibe ederek siklik AMP (cAMP) seviyelerini azaltan Gai/o yolu (Niedernberg,
Blaukat, Schoneberg ve Kostenis, 2003) ve Rho GTPaz’lar1 aktive eder ve hiicre
iskeletinde degisikliklere yol agan Ga12/13 yolu dahil bir¢ok hiicresel sinyal yolaginin
aktivasyonunu saglar (Novgorodov, El-Awani, Bielawski, Obeid ve Gudz, 2007).
S1P5 reseptorii, bagisiklik sistemi , kardiyovaskiiler sistem, merkezi sinir sistemi
(Langeslag ve Kress, 2020) ve iireme sistemi (Guo, Ou, Li ve Han, 2014) de dahil
olmak {izere diiz kas hiicreleri, oligodendrositler (Jaillard ve digerleri, 2005),
astrositler (Langeslag ve Kress, 2020) ve prostat gibi bir¢ok dokuda bulunur (Chang
ve digerleri, 2009). S1P5 reseptorlerinin lenfositlerin diizenlenmesi gibi siireclerde de
rol oynadig1 gosterilmistir (Mayol, Biajoux, Marvel, Balabanian ve Walzer, 2011).
Son caligmalar, S1P5 reseptoriiniin Multiple Skleroz (Scott ve digerleri, 2016) ve
kanser gibi ¢esitli hastaliklarin gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynayabilecegini 6ne

sirmiistiir (P. Wang ve digerleri, 2019). S1P5 reseptorii, ozellikle otoimmiin
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hastaliklar ve kanser tedavisi i¢in ila¢ gelistirme agisindan umut verici bir hedef olarak

ortaya ¢ikmistir.

2.3.6. S1P’nin Kardiyovaskiiler Sistemdeki Fonksiyonlari

S1Pmin kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkileri, SIPRI, SIPR2 ve SIP3
reseptorleri ile bu reseptdrlerin aktivasyonuyla baglayan alt mekanizmalar araciliiyla
gerceklesmektedir. Ayrica, S1P’nin taginmasinda gorevli albiimin ve HDL ile SIP

iiretiminden gorevli enzimlerin de S1P'nin fonksiyonlarini etkiledigi bildirilmektedir.

2.3.7. S1P’nin Kan Damarlarindaki EtKisi

Endotel hiicrelerde (EC'lerde) S1P; S1IPR1 ve S1PR3 reseptorleri araciliiyla endotel
bariyerin korunmasinda, vaskiiler tonusta, inflamasyonda, lenfosit iliskili olaylarda,
kemotakside ve bagisiklikta 6nemli bir rol oynar (Anwar ve Mehta, 2020; Qiu ve
digerleri, 2022). Bu hiicresel siireglerin meydana gelmesi, S1P'nin konsantrasyonuna,
dokulardaki S1PR ekspresyon diizeylerine ve kenetli olduklart G-proteinlerinin
cesitliligine baghdir (N. Li ve Zhang, 2016). Cogu EC'de, S1PR1 yiiksek diizeyde
eksprese edilirken, bunu S1P3R ve daha az 6lgiide SIPR2 izler. (Du ve digerleri,
2012). In vivo ve in vitro ¢alismalar, S1PR1'nin, Goi aracihgiyla, PI3K/ERK
yolaklarin1 aktive ettigini ve bu sinyal yolaklar1 iizerinden EC'lerde endotel bariyer
fonksiyonunu korudugunu bildirmistir (Anwar ve Mehta, 2020). Farelerle yapilan bir
calisma S1PR1'niin, EC yaralanmasi sirasinda SK1’in transkripsiyonunu artirarak S1P
iiretimini ve endotel hiicre gegisini arttirdigin1 ve vaskiiler onarima katki sagladigi
bulunmustur (Akhter ve digerleri, 2021). S1PR1'in aksine, SIP2R'min GTPaz
Rho/ROCK ve fosfataz yolaklarini aktive ettigi ve paraseliiler gegirgenligi artirmak
icin AKT fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Winkler ve digerleri, 2017).
Liu ve ark. (H. Liu ve digerleri, 2017) yiiksek glukozun; insan umblikal ven endotel
hiicrelerinde (HUVEC'lerde) S1P2R ekspresyonunu arttirdigini ve yiiksek glukozla
indiiklenen mitokondriyal apoptoz, p-AKT and p-GSK3 ekspresyonlarindaki azalma
ve EC hasarina karsi, S1P2R antagonistinin Akt/GSK-38 (PI3K/AKT/glikojen
sentetik kinaz 3B (GSK-3p) sinyal yolagmin aktivasyonu aracilifiyla endotel
hiicrelerini yliksek glukozun neden oldugu mitokondriyal apoptoza karsi korudugunu
bildirmislerdir. S1P'nin ayrica in vivo olarak endotel bariyer biitiinliglini artirdig,
sicanlarda asir1 mikrovaskiiler gegirgenligi Onledigi ve hemorajik sok sonrasi

hastalarda koruyucu etkiler gosterdigi dogrulanmistir (Alves, Trujillo, Breslin ve
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Yuan, 2019; Diebel, Diebel ve Liberati, 2019). Ayrica, EC'lerde S1PR1 eksikliginde,
vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptorii 2'nin (VEGFR2) inhibisyonunun yetersiz
kaldig1 bu nedenle vaskiiler bariyer fonksiyonunun bozuldugu ve anormal anjiyogenez
olustugu bulunmustur (Gaengel ve digerleri, 2012). Yakin zamanda, EC'ler tarafindan
iretilen S1P'nin, S1PI-transporter Spns2 araciligiyla saliverilmesinin yapisal EC
bariyerin siirdiiriilmesine 6nemli katkida bulundugu ve S1P’nin EC bariyerini stabilize
eden en etkili sinyal molekiillerinden biri oldugu ve stabilizasyonun esas olarak S1PR1
araciliiyla iletildigi gosterilmistir (Jeya Paul ve digerleri, 2020). S1P'nin vaskiiler
tonus diizenlenmesindeki rolii arastirilmis ve EC'lerdeki S1P/S1PR1/3 sinyalinin,
AKT/endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivasyonunu ve NO {iretimini aktive
ederek, endotel bagimli vazodilatasyonu tesvik ettigi dogrulanmistir (Lee ve digerleri,
2018). Son yillarda yapilan ¢alismalar, SIP/SIPR1-3 sinyalinin genellikle VSMC
proliferasyonu, gocii ve VSMC bagimli vaskiiler tonus diizenlenmesinde rolii
oldugunu gostermektedir (Jozefczuk ve digerleri, 2020). Ancak ayni zamanda S1P'nin,
Rho kinazlarinin aktivasyonu ile VSMC'lerde metalloproteinaz inhibitorleri-2 (TIMP-
2) saliverilmesini indiikledigi ve bu durumun anjiyogenezin inhibisyonunu sagladigi

da gosterilmistir (Mascall, Small, Gibson ve Nixon, 2012).

2.3.8. S1P’nin Kalpteki Etkisi

S1P'nin; kalp kasi kontraksiyonu, kalp hiz1 ve kardiyak fibroblastlar iizerinde etkili
oldugu belirlenmistir. S1PR1-3, kalpte eksprese edilen S1PR alt izoformlarinin
baslicalaridir ve bu reseptor alt tiplerinin farkli kalp hiicre tiplerinde ekspresyonlari,
farkli diizenleyici etkileri ve kardiyak performansa etkileri bulunmaktadir
(Christopher K. Means ve Brown, 2009). S1IPR1'in oncelikle kardiyo miyositlerde
eksprese edildigi, SIP3R'iin fibroblastlarda en yaygin alt tip oldugu ve SIPR2'nin her
ikisinde de eksprese edildigi kabul edilmektedir. SIP-S1PR1 sinyallemesi ile, Gai'nin
aktive oldugu ve bunun miyosit kisalmasini azalttigi ve negatif inotropik etkilerin
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Landeen ve digerleri, 2008). Baska bir c¢alisma, S1P-
S1PR2/3-Gai yolaklarmin erigkin fare ventrikiiler miyositlerinde, izoproterenol-
stimiilasyonlu cAMP birikimini inhibe etmek icin AKT ve ERK'yi aktive ettigini ve
negatif inotropik yanita neden oldugunu gostermistir (Christopher Kable Means,

Miyamoto, Chun ve Brown, 2008). SIPR1 knock-out farelerde, kardiyomiyopati,
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dobutamin yanitlarinda bozulmalara ve erken Oliime neden olmustur. Bu durum
S1P’nin kalp kasi kontraksiyonunun gerceklesmesinde iletimdeki roliini
dogrulamistir (Keul ve digerleri, 2016). S1P ayn1 zamanda kalp hizini inhibe eder,
bunun temel nedeni SIPR1'i aktive etmesidir. Bir¢ok ¢aligma, SIPR modiilatorleri ile
uzun siireli tedavinin, kardiyak miyositlerde S1PR'lerin potasyum kanallarini uyararak
kalbin otonom aktivasyonunu azaltabilecegini rapor etmektedir (Constantinescu,
Haase, Akgiin ve Ziemssen, 2022; Hwang ve digerleri, 2022). Bu nedenle, S1P, kalp
ritmini diizenlemedeki 6nemli rolii nedeniyle aritmi tedavisi i¢in potansiyel bir hedef

olarak kabul edilmektedir.

2.4.Sfingozin Kinaz Enzimleri (SK)

Sfingozin kinaz (SK), ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynayan biyoaktif bir lipit olan
sfingozini, sfingozin-1-fosfata (S1P) doniistiiren bir lipit kinaz enzimidir (Maceyka,
Payne, Milstien ve Spiegel, 2002). SK'nin SK-1 ve SK-2 olmak iizere iki izoformu
bulunmaktadir (Hait, Oskeritzian, Paugh, Milstien ve Spiegel, 2006). SK-1 ¢ogunlukla
sitozolde bulunurken, SK-2 ¢ekirdekte de bulunur (Heffernan-Stroud ve Obeid, 2013).
SK ve SK/SIP yolu, cesitli fizyolojik ve patolojik siireclerde rol oynar. Hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, migrasyonu, anjiyogenez (Kohno ve digerleri, 2006)
hayatta kalma (Olivera ve digerleri, 2003), ayrica inflamasyon (C. Wang ve digerleri,
2021), ve kanser gibi bircok fizyolojik ve patolojik siirecte etkin oldugu
diistiniilmektedir (Heffernan-Stroud ve Obeid, 2013). Bu yolak, kardiyovaskiiler
hastaliklar (D. D. Song, Zhou ve Sheng, 2018), nérodejeneratif bozukluklar (Motyl ve
Strosznajder, 2018) ve metabolik bozukluklarla da iliskilendirilmistir (Kwong, Li,
Hylemon ve Zhou, 2017). SK/SIP yolag1 farmakolojik olarak hedef alindiginda,
kanser (Beljanski, Knaak ve Smith, 2010), inflamasyon ve otoimmiin bozukluklar gibi
birka¢ hastaligin tedavisinde umut verici sonuglar vermistir (O. A. Sukocheva ve
digerleri, 2020). SK inhibitorleri gelistirilmis ve bu kosullar i¢in potansiyel tedaviler
olarak &n klinik ve klinik ¢alismalarin konusu olmustur. Ozetle, SK, cesitli fizyolojik
ve patolojik siireclerde kritik bir rol oynayan biyoaktif bir lipit olan S1P'nin

olusumunda gorev alan 6nemli bir enzimdir.
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2.4.1. Sfingozin Kinaz 1 (SK-1)

SK1, biyoaktif bir lipit olan sifingozin-1-fosfat (S1P) sentezini katalize eden bir
enzimdir ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinda kritik bir rol oynar (Kawamori ve digerleri,
2009). SK1, immiin hiicreleri, kanser hiicreleri (Tsuchida ve digerleri, 2020) ve
endotel hiicreleri de dahil olmak iizere farkli dokularda ve hiicre tiplerinde yaygin
olarak gdriiliir (Tauseef ve digerleri, 2008). SK1; protein kinaz C (PKC) (Nakade ve
digerleri, 2003), ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) (O. Sukocheva, Wang,
Verrier, Vadas ve Xia, 2009) ve fosfatidil inozitol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolaklar1
dahil olmak tiizere bir ¢ok sinyal yolag:i tarafindan diizenlenir (Libing Song ve
digerleri, 2011). Bunanla birlikte, reaktif oksijen tiirleri (ROT) (Takuwa ve digerleri,
2010), sitokinler (Nayak ve digerleri, 2010) ve biiylime faktorleri gibi diger faktorler
de SK-1 aktivitesini diizenleyebilir/degistirebilirler (Miller, Alvarez, Spiegel ve
Lebman, 2008). Ayrica, fosforilasyon ve asetilasyon gibi post-translasyonel
modifikasyonlara tabidir, bu da aktivitesini etkileyebilir. SK-1/SIP yolu, hiicre
proliferasyonu, migrasyonu, hayatta kalma, anjiyogenez ve inflamasyon dahil olmak
tizere cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerde yer almaktadir (Chan ve Pitson, 2013).
SK-1; kanser (Heffernan-Stroud ve Obeid, 2013), kardiyovaskiiler hastalik (Jozefczuk
ve digerleri, 2019) ve otoimmiin bozukluklarin gelisimi ve ilerlemesi ile de
iligkilendirilmistir (Ashley J Snider, 2014). SK-1'nin farmakolojik olarak
hedeflenmesi, cesitli hastaliklar i¢in potansiyel bir tedavi stratejisi olarak umut verici
sonuclar gostermistir. SK-1 inhibitdrleri, kanser (Pchejetski ve digerleri, 2008),
inflamatuar hastaliklar ve otoimmiin bozukluklarin potansiyel tedavileri olarak
preklinik ve klinik ¢aligmalarda gelistirilmis ve test edilmistir (Michaud, Kohno, Proia
ve Hla, 2006). SK-1 aktivatorleri, osteoporoz i¢in potansiyel tedaviler olarak
aragtirtlmaktadir (Ji ve digerleri, 2015). Tiim bu etkilerinin yani1 sira SK-1/S1P yolagi,
kan basinct ve kan akiminin diizenlenmesi (korunmasi) i¢in kritik olan vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde de onemli bir rol oynar (Spijkers, Alewijnse ve Peters,
2012). Ayrica, SK-1'in farmakolojik inhibisyonunun, hayvan ve insan ¢alismalarinda
endotele bagli vazodilatasyonu bozdugu gosterilmistir (Roviezzo ve digerleri, 2006).
SK-1, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivasyonu (Roviezzo ve digerleri, 2006),
Rho kinaz (ROCK) inhibisyonu (Bolz ve digerleri, 2003) ve Ca®>" aktive olan K*
(SKCa) kanallarinin aktivasyonu gibi birden fazla mekanizma araciligiyla vaskiiler

tonusun diizenlenmesini saglar (Dantas ve digerleri, 2003). S1P aracili eNOS
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aktivasyonu, nitrik oksit (NO) {iiretimine neden olur. Ayrica, SIP aracili ROCK
inhibisyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde kasilmanin azalmasina neden olur ve bu da
vazodilatasyonu tesvik eder. Son olarak, SIP aracili SKCa kanallarinin aktivasyonu,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiperpolarizasyonuna neden olarak vazodilatasyonu
saglar. Sonug olarak, SK-1; S1P {iretimi ve eNOS aktivasyonu, ROCK inhibisyonu ve
SKCa kanallarinin aktivasyonu yoluyla vaskiiler tonusun diizenlenmesinde kritik bir
rol oynar. Ancak SK-1 ve vaskiiler tonusun diizenlenmesi {izerine daha fazla ¢alisma

yapilmasi gerekmektedir.

2.4.2. Sfingozin Kinaz 2 (SK-2)

Sphingosine kinaz 2 (SK-2), lipit kinaz ailesine ait olan ve hiicre i¢i sinyallemenin
diizenlenmesinde kritik rol oynayan bir enzimdir (Diaz Escarcega ve digerleri, 2021).
SK-2 de, SK-1 gibi sfingozini sfingozin-1-fosfata (S1P) doniistiiriir ve cesitli
fizyolojik ve patolojik siirecleri diizenlemede gorev alir (Neubauer ve Pitson, 2013).
SK-2, beyin (Dominguez ve digerleri, 2018), kalp (Vessey ve digerleri, 2007),
karaciger (Kwong ve digerleri, 2019) ve bagisiklik hiicreleri gibi ¢esitli dokularda ve
hiicre tiplerinde yaygin olarak goriiliir (Kharel ve digerleri, 2005). Cekirdekte
(Heffernan-Stroud ve Obeid, 2013), mitokondri (Shi ve digerleri, 2012) ve sitozol de
bulunmaktadir (Igarashi ve digerleri, 2003). SK-1 ve SK-2, ayn1 fonksiyonlara sahip
olmalarina ve ayni reaksiyonu katalizlemelerine ragmen, farkli fizyolojik islevlere ve
diizenleyici etkilere sahiptir (Pitson, 2011). Biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan
aktive edilen SK-1'in aksine, SK-2, konstitiitif olarak aktiftir ve aktivitesi intraselliiler
lokalizasyon, protein-protein etkilesimleri ve post-translasyonel modifikasyonlar
tarafindan diizenlenir (Chan ve Pitson, 2013). SK-2, hayatta kalma (Neubauer ve
Pitson, 2013), apoptoz (Venkata ve digerleri, 2014; Weigert ve digerleri, 2010), otofaji
(R. Sheng ve digerleri, 2014) ve inflamasyon gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynar
(Pyne, Adams ve Pyne, 2017). Ayrica, lipit metabolizmas1 (Kwong ve digerleri, 2019)
ve metabolizma homeostazinda kritik bir rol oynadigi gosterilmistir (W. E. 1. Chen,
Lu, Yang, Xiang ve Peng, 2016). Hastalik patogenezi ve terapotik hedefleme
baglaminda yaygin olarak calisilan SK1'in aksine, SK-2'nin rolii daha az anlagilmistir.
Ozetlemek gerekirse, SK2, hiicre i¢i sinyallemenin diizenlenmesinde ve cesitli

fizyolojik stireglerde kritik rol oynayan Onemli bir enzimdir. SK-2 enziminin
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anlasilmasi ve fonksiyonel yanitlarinin tanimlanmasi i¢in daha fazla arastirmaya gerek

vardir.

2.5.Seramidaz Enzimi

Seramidaz, seramidin sfingozin ve yag asidine hidrolizini katalizleyerek, sfingolipit
metabolizmasinda kritik rolii olan 6nemli bir enzimdir (Park ve Schuchman, 2006). Bu
reaksiyon, seramidin hiicresel sinyalizasyonu ve metabolik diizenleyici etkisi igin,
oldukc¢a 6nemli bir mekanizmadir (Ga ve digerleri, 1996). Asit seramidaz, oncelikle
lizozomlarda bulunur ve hiicre tarafindan endositoz veya otofaji yoluyla alinan
seramidin par¢alanmasindan sorumludur (Okino ve digerleri, 2003). Notr seramidaz,
Golgi aygitinda bulunur ve kompleks sfingolipitlerin sentezinde rol oynar (Coant ve
Hannun, 2019). Alkalen seramidaz, plazma membraninda bulunur ve hiicre biiyiimesi
ve farklilagsmasinin diizenlenmesinde onemli roller oynar (R. Xu, Antwi ve Mao,
2021). Seramidaz aktivitesinin inhibisyonu, bazi kanser tiirleri ve diger hastaliklar i¢in
potansiyel bir terapoétik strateji olarak onerilmistir (Dong, El-zawahry, Guo, Hannun
ve Holman, 2008). Seramidazin bu 6nemli etkilerinin yam sira vaskiiler tonusun
diizenlenmesindeki etkileri de tartisilmaktadir. Seramidaz'in, gii¢lii bir vazokonstriktor
ve vazodilatator olan sfingosin-1-fosfat (S1P) seviyelerini diizenleyerek vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Cogolludo, Villamor,
Perez-vizcaino ve Moreno, 2019). Sican aortasinda yapilan bir ¢alismada, seramidaz
inhibisyonunun vaskiiler tonus iizerindeki etkileri arastirilmig, seramidaz
inhibisyonunun, asetilkolinin vazodilatatdr yanitini1 azalttigini gézlemlenmistir. Tim
bunlar seramidaz'in vaskiiler tonusun diizenlenmesinde bir rol oynama olasiligin1 daha
da giiclendirmektedir (Roviezzo ve digerleri, 2006). Ancak bu diizenleyici siirecin
altinda yatan mekanizmalar1 tam olarak aydinlatmak ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde seramidaz inhibisyonunun potansiyel terap6tik uygulamalarini kesfetmek

icin daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ vardir.

2.6.Icariin

Icariin (Sekil 6), antioksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser ve néroprotektif etkiler de
dahil olmak {iizere gesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinen bir flavonoidtir

(He, Wang ve Shi, 2020).
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Sekil 6. icariin

Bunlarin yani sira icariin'in hayvan modellerinde erektil disfonksiyona sahip
hayvanlarda ereksiyon fonksiyonunu iyilestirebilecegi gosterilmistir (W. J. Liu ve
digerleri, 2005). Ayrica, icariin'in erkek siganlarda testosteron seviyelerini artirdigi ve
disi siganlarda Ostrojenik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Yang ve digerleri, 2013;
Z. Zhang ve Yang, 2006). Cinsel fonksiyon {izerindeki etkilerinin yani sira, icariin'in
cesitli diger durumlarda potansiyel terapdtik faydalar: icin de ¢aligtlmistir. Ornegin,
icariin, romatoid artrit hayvan modellerinde anti-inflamatuar etkilere sahip oldugu (Z.
Wu ve digerleri, 2022) ve parkinson hastaligi hayvan modellerinde nérodejenerasyona
kars1 koruyucu etkilere sahip oldugu gdsterilmistir (Rafi, Morteza ve Berenji, 2022).
Icariinin, akciger kanseri (Zhu ve Ren, 2022), meme kanseri (Linjiang Song ve
digerleri, 2020) ve karaciger kanseri gibi ¢esitli kanser hiicrelerinin de biiyiimesini
inhibe ettigi gosterilmistir (W. Li, Wang ve Wang, 2014). Yapilan ¢alismalarda, pro-
enflamatuvar sitokin {iretimini inhibe etti§i gosterilerek, icariinin viicuttaki
enflamasyonu azaltma potansiyeline sahip oldugunu 6ne siiriilmektedir (Luo, Dong ve
Wu, 2022). Baska bir ¢aligmada ise, icariinin farelerde enflamasyonu azalttigi
bulunmus ve bu da iltithabi barsak hastalig1 icin terapdtik potansiyele sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir (H. Zhang ve digerleri, 2021). Ayrica, icariinin, anti-
enflamatuvar etkilerini ¢esitli deneysel modellerde degerlendirerek, osteoartrit ve
ateroskleroz modelleri de dahil olmak {izere c¢esitli modellerde enflamasyonu
azaltmada etkili oldugu bulunmustur (Bi, Zhang ve Yan, 2022). Bu etkilerinin yani
sira icariin antioksidan etkileri de arastirilmaktadir. Calismada icariin'in gii¢lii bir
serbest radikal tutucu aktiviteye sahip oldugu ve insan karaciger hiicrelerinde oksidatif
hasara kars1 koruma saglayabildigi bulunmustur (Q. P. Chen ve Wei, 2013). Bagka bir
calisgmada ise icariinin antioksidan aktivitesini degerlendiren Algandaby ve
arkadaglari, icariinin giliglii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve sigan
karaciger hiicrelerinde oksidatif stresle indiiklenen hasara karst koruma

saglayabildigini bulmuslardir (Algandaby ve digerleri, 2017). Icariinin antioksidan
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etkileriyle ilgili mevcut kanitlar, icariinin gii¢lii antioksidan aktivitesine sahip
oldugunu ve bu etkilerin serbest radikalleri yok etme, lipit peroksidasyonunu
engelleme ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirma yetenegiyle iliskilidir. Genel
olarak, bu ve diger caligmalar, icariinin énemli bir antioksidan aktivitesine sahip
oldugunu ve oksidatif stresle iliskili durumlar i¢in terapotik bir ajan olarak potansiyel
kullaniminin 6nemli sonuglar1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, bu etkilerin
mekanizmalarin1 tam olarak anlamak ve klinik kullanim i¢in optimal dozlar1 ve
uygulama yollarin1 belirlemek i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ vardir (Q. P. Chen
ve Wei, 2013). icariin'in multipl skleroz (MS) iizerindeki potansiyel etkilerini arastiran
bilimsel caligmalar da mevcuttur. MS fare modelinde icariin'in potansiyel
noroprotektif etkileri aragtirilmis, ¢alismada, icariin ile tedavi edilen farelerin klinik
semptomlarin siddetinde azalmalar ve merkezi sinir sistemindeki inflamasyonu
azalttig1 gosterilmistir (Cong ve digerleri, 2020). Mevcut kanitlar icariin'in MS'de
potansiyel terapétik etkilere sahip olabilecegini, muhtemelen inflamasyonu azaltarak
ve norodejenerasyona kars1 koruyarak bu etkiyi gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak, bu etkilerin dogrulanmasi ve klinik kullanim i¢in optimal dozlar ve uygulama
yollariin belirlenmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (Gao, Zheng, Hao,
Yang ve Hu, 2023). Icariin'in etki mekanizmalarindan biri de, vazodilatasyon,
ndrotransmisyon ve immiin yanit dahil olmak {izere ¢esitli fizyolojik siire¢lerin
diizenlenmesinde o6nemli bir rol oynayan nitrik oksit (NO) iiretimini artirma
yetenegidir (H. Bin Xu ve Huang, 2007a). Icariin, NOS aktivitesini ve buna bagh
olarak viicutta NO iiretimini artirarak vazodilatasyon saglar (W. J. Liu ve digerleri,
2005). Cesitli ¢aligmalar icariin ile NO arasindaki iligkiyi aragtirmistir. Yapilan bir
caligma, icariin'in HUVEC'lerde NO {iretimini énemli dlgiide artirdigini ve endotel
fonksiyonunu iyilestirdigini bildirmistir (Koizumi, Yu, Hashimoto, Ouchi ve Okabe,
2010). Bagka bir calisma da ise, icariin'in si¢canlarda NO {iretimini ve diiz kas
gevsemesini artirarak ereksiyon fonksiyonunu iyilestirdigini bulmustur (W. J. Liu ve
digerleri, 2005). Tiim bunlar icariinin, nitrik oksit (NO) sentezini artirarak, vazoaktif
faktorlerin inhibisyonunu ve hiicresel sinyal yollarinin modiilasyonunu da iceren

birka¢ mekanizma araciligryla vaskiiler tonusu diizenleyebilecegini gosterilmistir.

NO sentezi iizerindeki etkilerinin yani sira, icariin ayn1 zamanda endotelin-1 (ET-1)
(L. Hu ve digerleri, 2019) ve anjiyotensin II (Ang II) gibi vazoaktif vazokonstriktor
faktorlerin aktivitesini de inhibe edebilir (W. Zhang, Yuan, Xu, Li ve Chang, 2017).
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Ayrica, icariin, vaskiiler tonusu diizenleyen protein kinaz C (PKC) (Y. Zhang ve
digerleri, 2021) ve mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) gibi hiicresel sinyal
yolaklarini da diizenleyebilir (Shao-Rui ve digerleri, 2010). Bu bulgular, icariinin, NO
sentezini artirdigini, vazokonstriktif faktorleri inhibe ettigini ve intraseliiler sinyal
yolaklarinin modiilasyonu gibi birden fazla mekanizma araciliiyla vaskiiler tonusun
diizenlenmesine yardimci olabilecegini gostermektedir. Genel olarak, icariin ve nitrik
oksit arasindaki iligki onemli bir arastirma alanidir ve icariin'in etki mekanizmalarini
ve potansiyel terap6tik uygulamalariin ve etki mekanizmalarinin tam olarak anlamak
ve vaskiiler tonusun diizenlenmesindeki potansiyel terapdtik uygulamalarinin

belirlenmesi i¢in daha fazla calisma gerekmektedir.
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Gerec ve Yontem

3.1.Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Calismalarda 250-300 g agirhiginda yetiskin erkek (21) ve disi (18) Sprague-Dawley
(Sekil 7) siganlar1 kullanilmistir. Sicanlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiistinde
20-24 °C sicakliktaki havalandirmali odalarda barmdirild: ve ad libitum beslenmeleri
saglandi. Tez siiresince yapilan tiim deneyler Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun onayr alindiktan sonra Ege Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi ve Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmakoloji Ana Bilim Dal1 Aragtirma Laboratuvari’nda yapildi.

B 4

%w _— Q{ b

Sekil 7. Sprague-Dawley

Tablo 1. Deneyde Kullanlan Cihazlar

Kullamlan Cihaz Uretici Firma / Ulke

Analitik Terazi AS 220 R2 Radwag / Polonya
(220g/0.0001 g)

Hassas Terazi 142021 (4200g/0.01 Bel Engineering / Italya
g
Su Banyosu Memmert / Almanya
pH indikatdr strip (0-14) Merck / Almanya
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Izole Organ Banyosu Sistemi

DanishMyograph / Danimarka

Powerlab 8/30

AD Instruments / Avustralya

PowerlabOctal Bridge Amp

AD Instruments / Avustralya

Reusable BP Transducer

AD Instruments / Avustralya

Tablo 2. Deneyde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan Kimyasal Madde Uretici Firma / Ulke
Ketamin (Alfamine® %10) Alfasan / Hollanda
Ksilazin (Alfazyne® %?2) Alfasan / Hollanda

KCl Riedel de Haen
NaCl AppliChem

CaCl2.2H-0O Sigma
MgS04.7H20 Merck
KH2PO4 Merck
K>HPO4 Merck

NaHCO; Riedel de Haen
D-(+)-glukoz monohidrat Sigma
Fenilefrin Sigma
Asetilkolin Sigma
Sodyum nitroprussid dihidrat Sigma

Icariin

Cayman Chemical
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W146 Cayman Chemical

CAY10444 Cayman Chemical
D-erythro-MAPP (MAPP) Cayman Chemical
N,N-Dimethylsphingosine (DMS) Cayman Chemical

3.2.izole Organ Banyosunda Kullamilan Kimyasallarin Hazirlanmasi

Potasyum Kloriir (KCl): Stok ¢ozeltisi (2M) krebste ¢oziilerek taze hazirlanmistir.
Asetilkolin (ACh): Stok ¢ozelti (107! M) %0.9’luk sodyum kloriir ¢ozeltisi ile taze
hazirlanmas, ileri seyreltmeler %0.9’luk sodyum kloriir ¢6zeltisi ile yapilmustir.
Fenilefrin (Fen): Stok c¢ozelti (10" M) %0.9’luk sodyum kloriir ¢dzeltisi ile taze
hazirlanmas, ileri seyreltmeler %0.9’luk sodyum kloriir ¢6zeltisi ile yapilmustir.
Icariin (ICA): Stok ¢ozeltesi (102 M) DMSO da ¢oziilerek taze hazirlanmus, ileri
seyreltmeler DMSO ile yapilmistir.

W146: Stok ¢ozeltisi (1,23x10) metanolde ¢oziilerek taze hazirlanmistir.
CAY10444: Stok ¢ozeltisi (102 M) DMSOda ¢oziilerek taze hazirlanmustir.
D-erythro-MAPP (MAPP): Stok cozeltisi (5x10° M) etanolde ¢oziilerek taze
hazirlanmstir.

N,N-Dimethylsphingosine (DMS): Stok ¢ozeltisi (7,6x102 M) etanolde ¢dziilmiis bir

sekilde satin alindi.

3.1.Krebs Cozeltisinin Hazirlanmasi

3.1.1. Konsantre Krebs (20X) Hazirlanmasi

Tablo 3’te verilen maddeler hassas terazide tartilarak bir miktar distile su ig¢erisinde

¢ozilindiiriildiikten sonra distile su ile hacim 2 litreye tamamlandi.
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Madde Miktar (g)
KCl 14
MgS04.7H>0 11.9
KH2PO4 6.4
NaCl 276

Tablo 3. Konsantre Krebs Hazirlanmasinda Kullanilan Maddeler

3.1.2. Normal Krebs Hazirlanmasi

Konsantre krebs ¢ozeltisinin 100 ml’si bir miktar distile su icerisine alindi. Ardindan
tablo 4 de verilen maddeler hassas terazide tartilarak tizerine eklendi ve distile su ile

hacim 2 litreye tamamlandi.

Madde Miktar (g)
NaHCO;3 4.2
D-(+)-glukoz 4
monohidrat
CaCl2.2H>0O 0.74

Tablo 4. Normal Krebs Hazirlamada Kullanilan Maddeler

3.2.1zole Organ Banyosu Deneyleri

Her giin bir si¢an sakrifiye edildi (Sekil 8) ve elde edilen aortalarin dokular1 4 mm
halka halinde kesilerek 8 banyolu PanLab’a (ADInstruments) asildi (Sekil 9). 10
mL’lik organ banyolart %95 02, %5 CO2 karisimiyla siirekli olarak gazlandirilmis
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37°C’de pH’s1 7,4 olan Krebs soliisyonu (mM olarak NaCl 118; KC1 4,8; CaCl2 2,5;
KH2PO4 1,2; NaHCO3 24; glikoz 11; MgS04 1,2) ile dolduruldu.

Sekil 8. Aorta Doku Izolasyonu

Aortalar 2 g on gerilime tabi tutuldu ve banyo igerisindeki Krebs soliisyonu 15
dakikalik araliklar ile degistirilerek 60 dakika stabilizasyon icin beklenildi. Her
konsantrasyon-yanit arasinda 10 dakikalik araliklarla 30 dakikalik yikama periyodu
uygulanarak dokular agonistlerden uzaklastirildi. Sonuncu yikamada banyo hacmi 10
ml’ye ayarlanarak dokunun 6nceki bazal diizeyine gelmesi beklendi. Izometrik
gerilimdeki degisiklikler Powerlab kayit sistemi ile bilgisayar ortamina aktarildi.
Dokularin endotel diizeylerinin tespiti ve canliliklarini test etme amaciyla Once
dokular bir kez 10”M Fenilefrin (fen) ile kastirilip ardindan Asetilkolin (ACh, 10°M)
ile gevsetildi. Dokunun asetilkoline karsi verdigi gevseme yaniti %60’tan az ise
degerlendirme dis1 birakildi (Ozsarlak-Sozer, Sevin, Ozgur, Yetik-Anacak ve Kerry,
2016; Yetik-Anacak ve digerleri, 2015). Icariinin inkiibasyon konsantrasyonuna,
gevseme yamtlari {izerinden ECso (3x10°M) degeri hesaplanarak karar verildi. Deney

boyunca asagidaki protokoller izlendi;
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Sekil 9. PanLab

3.2.1. Protokol 1: ICA gevsemelerinin NO sentezi ve SIPR1, S1PR3, SK-1,
SK-2, Ser ile iliskisinin arastirilmasi

e Fen (1077 M) ile kastirilip Icariin (ICA, 3x10""M-10"* M) gevseme yanitlari,

e ICA’nin gevseme yanitlarinda endotelin etkisinin arastirilmasi i¢in endotelsiz
aorta halkarmda fen (107 M) ile kastirthip ICA (3x107'M -10~* M) gevseme
yanitlar1 alindi.

e L-NAME (100 uM, 30 dk.) (Aras-Lopez ve digerleri, 2008) varliginda fen (10
7 M) ile kastirilip ICA (3x107'M -10"* M) gevseme yanitlari,

e WI146 (S1PRI selektif antagonisti, (1-3 pM, 30 dk.) (Greig ve digerleri, 2019)
varliginda fen (107 M) ile kastirilip ICA (3x107’M -10~* M) gevseme yanitlar1.

e CAY10444 (S1PR3 selektif antagonisti, (10-30 uM, 30 dk.) (Mair ve digerleri,
2010) varliginda fen (10”7 M) ile kastirilip ICA (3x107'M -10"* M) gevseme
yanitlari,

e DMS (SK-1 ve SK-2 antagonisti, (10-30 uM, 30 dk.) (Mulders ve digerleri,
2009) varliginda fen (107 M) ile kastirilip ICA (3x107'M -10"* M) gevseme
yanitlari,

e (Coziicii (DMSO)’nun gevseme yanitlarma etkisinin arastirilmast igin fen (107
M) ile kastiritlip DMSO gevseme yanitlari,

e MAPP (Seramidaz inhibitdri, (3-10 pM, 30 dk.) (Roviezzo ve digerleri, 2006)
varliginda fen (107 M) ile kastirilip ICA (3x107'M -10~* M) gevseme yanitlar,
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3.2.2. Protokol 2: ICA’min vaskiiler endotele bagh gevseme yanitlari
iizerindeki etkisi ve bunun S1PR1, SK-1, SK-2 ile iliskisinin
arastirilmasi

e Fen (107 M) ile kastirtlip asetilkolin (ACh, 10~°M-10"* M) gevseme yanitlari,

e ICA (3x10° M, 30 dk.) inkiibasyonu varliginda fen (10”’M) ile kastirilip ACh
(10°M-10*M) gevseme yanitlari,

e DMS (10 uM, 30 dk.) (Mulders ve digerleri, 2009) inkiibasyonu varliginda fen
(10"M) ile kastirthip ACh (10°M-10*M) gevseme yanitlari,

e DMS (10 uM, 30 dk.) (Mulders ve digerleri, 2009) ve ICA (3x10° M, 30 dk.)
inkiibasyonu varliginda fen (107M) ile kastirilip ACh (10°M-10*M) gevseme

yanitlar1 alindi.

3 /. SIPIR®—— Wi46 |

51P fosfataz S1P2R

—) ) [Sfingorin | Sy | S1P | ==—b s1P3R CAY10444
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Sekil 10. Sfingozin sinyal yolag: ve tez siiresince kullanilan inhibitorler

3.2.3. Protokol 3: ICA’nin vaskiiler diiz kas gevsemeleri iizerindeki etkisinin
NO alt mekanizmalan ile iliskisinin arastirilmasi

e Fen (107M) ile kastirilip sodyum nitroprussid (SNP, NO donérii, 10°M-10"*
M) gevseme yanitlari,

e ICA (3x10M, 30 dk.) inkiibasyonu varliginda fen (107M) ile kastirilip SNP
(10°M-10"*M) gevseme yanitlar1 alindu.
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3.3.Doku Kiiltiirii

e Doku izolasyonundan sonra dokular 3 pargaya boliindii.

e Ayrilan dokular 12-kuyucuklu petriye dizildi.

e Dokularinin istine 500 pL %10 FBS igeren antibiyotikli (penisilin,
streptamin) DMEM ortami eklendi.

e Dokulara, gruplar halinde 5 uL 3x10* M ICA (final konsantrasyonu: 3x10°
M) ve 5 uL. DMSO eklendi

e Dokular 24 saat inkiibasyonun ardindan -80°C’de saklandi.

3.4.Homojenizasyon

e Aortalar, soguk Krebs ¢ozeltisi icinde yikandiktan sonra doku kiiltiiriine alind.

e Doku kiiltiiriinde ICA ve ¢oziicii (DMSO) ile 24 saat inkiibe edildi.

e Inkiibe edilen dokular siv1 azot i¢cinde donduruldu.

e Dokular homojenizasyona kadar -80°C’de saklandi.

e Dokular ufak parcalara boliinerek metal tiipler icerisine her bir 6rnek 20-35 mg
olacak sekilde tartildi.

e Dokular, sivi azot ve metal bilyeler yardimiyla kriyojenik 6gilitme yapan
Retsch marka CryoMill cihazinda toz haline getirildi.

e Toz haline geldikten sonra dokular, proteaz-fosfataz inhibitorleri, 50 mM Tris
HCL, 0.1 mM EGTA, 0.1 mM EDTA, %1 NP40 (IGEPAL), %0.1 SDS ve %0.1
Deoksikolik asit iceren Fosfat Buffered Saline (PBS) homojenizasyon
soliisyonu icerisinde homojenize edildi.

e Ornekler, homojenizasyon soliisyonu ile 1 saat, 4°C’de rotatdrde
dondiiriildiikten sonra 10000 rpm de, 4°C’de, 10 dakika boyunca santrifiij
edildi.

e Ependorf tiiplerden siipernatantlar (homojenat) alinarak  protein
konsantrasyonu 6l¢iildii (Yetik-Anacak ve digerleri, 2015).

e Homojenatlar, ileri deneyler i¢in -80°C’de sakland.
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3.5.Bikinkoninik Asit Yontemi (Bicinchoninic Acid Assay, BCA)

3.5.1. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Homojenizasyon ile izole edilen proteinlerin miktar tayini i¢in “BCA Protein Assay

Kit (BioVision)” kullanildi.

Farkli konsantrasyonlarda (250, 125, 62,5, 31,25, 15,63, 0 pg/ml) sigir serum
albiimin (Bovine Serum Album, BSA) standarti referans olarak kullanildi. Her
bir standart 96-kuyucuklu petriye 50 pl eklendi.

1/10 oraninda seyreltilen sigan aortasi protein érneklerinden 50 pl kuyucuklara
eklendi.

Protein Orneklerinin tiistiine 100 ul “Working Solution” eklendikten sonra
60°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

562 nm dalga boyundaki emilim degerleri Thermo-Varioskan mikroplaka
okutucuda okutuldu.

BSA standartlariyla ¢izilen standart grafikten elde edilen dogrusal denklem

kullanilarak protein miktar tayini yapildi.

3.6.Western Blot Deneyleri

Doku kiiltiirlinden alinan aorta dokularindaki S1P1 protein diizeyleri Western Blot

yontemiyle belirlendi. Aorta dokularindan izole edilen proteinler SDS-poliakrilamid

jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile yiiriitiildii. Jeldeki proteinler nitroseliiloz membrana

transfer edildikten sonra spesifik antikorlar ile inkiibe edildi ve membran goriintiilendi.

3.6.1. SDS Jel Elektroforezi

30 ng protein igin gerekli miktar hesaplandiktan sonra toplam hacim 60 pl’ye
tamamlandi. 10 pl 6X 6rnek yilikleme tamponu eklendi.

Hazirlanan protein 6rnekleri 95°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 1 dk buzda
sogutuldu.

Protein Orneklerinin molekiil agirliklarina goére siralanmasi igin %8 SDS-
PAGE (SDS- poliakrilamid jel elektroforezi) jeline yiiklendi.

Jel tankin i¢ine yerlestirildikten sonra yliriitme tamponuyla (25 mM Tris, 192

mM glisin, %0.1 SDS) 60-120 V kosullarinda ytirtitiildii.
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3.6.2. Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Transferi

Transfer i¢in kullanilan tiim materyaller, transfer tamponu (25 mM Tris, 192
mM glisin, %20 metanol) ile 1slatildi.

Nitroseliiloz membran 10 saniye metanolde aktiflestirildi.

Jel tasiyict kaset iizerine sirastyla siinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre
kagidi ve sitinger koyulduktan sonra kaset elektrot modiiliine yerlestirilip
transfer tankina yerlestirildi.

Transfer tanki transfer tamponuyla doldurulduktan sonra +4°C, 400 mA’de 90
dakika stireyle transfer iglemi gergeklestirildi.

Hizli kuru transfer aparati (Rapid dry blotting system, Iblot, Invitrogen)

kullanilarak proteinler jelden nitroseliilloz membrana aktarildi.

3.6.3. Membranin Bloke Edilmesi ve Antikorlar ile Inkiibasyonu

Membran %5 yagsiz siit igeren bloklama tamponuyla (0,1 M Tris, 150 mM
NaCl, %0,1 Tween 20) oda sicakliginda 1 saat galkalayici tizerinde inkiibe
edilerek bloklandi.

Primer SIPR1 antikoru ile +4°C’de gece boyu ve GAPDH antikoru ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyon sonrasinda membran yikama tamponuyla 1 kez
15 dakika ve 3 kez 5’er dakika araliklarla yikandiktan sonra sekonder
antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve yikama tamponuyla 1 kez

15 dakika ve 3 kez 5’er dakika araliklarla yikand.

Antikor Seyreltme Orani Marka
S1P1 1:500 BIOSS
GAPDH 1:1000 Sigma
Rabbit Sekonder 1:15000 LI-COR
Goat Sekonder 1:15000 LI-COR

Tablo 5. Western Blot antikor diliisyon oranlar:
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3.7.Griess Reaksiyonu Yontemi

Gruplar, Kontrol, Coziicii, Icariin, IcariintW146, Icariin+DMS, Icariin+L-
NAME olarak belirlendi.

Homojenatlar ilk olarak inhibitorler ile inkiibe edildi (3 uM, 30dk, W146; 10
uM, 30dk, DMS; 100 uM, 30dk, L-NAME)

Inhibitérlerin ardindan, icariin (3 pM, 30dk) inkiibe edildi.

Farkli konsantrasyonlarda (35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 0 ug/ml) nitrik oksit
standart1 referans olarak kullanildi. Her bir standart 96-kuyucuklu petriye 80
ul eklendi.

Inkiibe edilen sigan aortasi protein drneklerinden 40 pl kuyucuklara eklendi ve
assay tamponu kullanilarak 80 pl’e tamamlandi.

Standart ve drneklerin iizerine 10 pl nitrik oksit enzim kofaktor karigimi ve 10
pl nitrat rediiktaz karsimi eklendi ve 3 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyonun ardindan, standart ve drneklere 50 ul griess reaksiyon R1 ve 50
pl griess reaksiyon R2 reaktifleri eklendi ve 10 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1.

540 nm dalga boyundaki emilim degerleri Thermo-Varioskan mikroplaka
okutucuda okutuldu.

Nitrik oksit standartlariyla ¢izilen standart grafikten elde edilen dogrusal
denklem kullanilarak total nitrik oksit miktar tayini yapildi.

3.8.Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz ve grafiklerin ¢izimi icin bilgisayar ortaminda Graph-Pad Prism

(CA, USA) istatistik programi kullanildi. Tiim veriler ortalama + SEM olarak sunuldu.

Istatistiksel karsilasgtirmalar igin tek ve ¢ift yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-

hoc testi olarak Bonferroni kullanildi. Ayrica, gerektiginde, iki ortalama arasindaki

farki karsilastirmak i¢in Student 'in t test’inden faydalanildi. 0.05’ten kiigiik P degerleri

anlamli olarak kabul edildi. izole organ banyosu deneyleri icin dokularin kasilma

yanitlar1 bazal gerilim diizeyine gore kasilmanin farki, gevseme yanitlar1 ise
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maksimum kasilmanin yiizdesi olarak ifade edildi. Maksimum gevsemenin (Emaks)
yarisini olusturan konsantrasyonun negatif logaritmasi (-logEC50 veya pD2) nonlineer
regresyon analizi kullanilarak hesaplandi. N; calismada kullanilan hayvan sayisini

ifade etmektedir.
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Bulgular
4.1.izole Organ Banyosu Deneyleri

4.1.1. ICA Gevseme Yamitlarinda Endotel EtKkisi

ICA’nin endotelli dokularda olusturdugu gevseme yanitlarinin (n=16, Emas= 82,22 £
2,289, pD2>= 5,530 £+ 0,02472), endotelsiz dokulardakine (n=4, Emaks= 7,710 £ 2,147)
kiyasla istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek oldugu gdzlenmistir (Sekil 11, Sekil
12). Endotelsiz dokularda ICA, konsantrasyona bagl bir yamit olusturmadigindan
ECso degeri ve dolayisiyla pD; degeri hesaplanamamis ve sonuglara dahil
edilmemistir. Endotelli ve endotelsiz dokular arasindaki bu anlamli fark ICA’nin

gevsetici etkisini endotel iizerinden gosterdigini kanitlamaktadir.

100

- Endotel (+)

% Gevgeme

- Endotel (-)

04 T T T 1
-6.5 -6.0 -5.5 -5.0 4.5 -4.0

Log [lcariin]

Sekil 11. Sican aortasinda fenilefrin 6n kastirma (10”7 M) sonras: kiimiilatif ICA
gevseme yanitlari

ICA endotelli aortada konsantrasyona bagli gevseme yaniti olusturmustur. Bu
gevseme yanitlari, endotelsiz aortalarda anlamli bir sekilde azalmistir. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. **P<0.001, Endotel (+) ile Endotel (-) ki Y&nlii
ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Endotel (+) (n=16), Endotel (-

) (n=4).
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Sekil 12: Sican aortasinda, endotel varhginda/yoklugunda fenilefrin on-
kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).

Maksimum ICA gevsemeleri endotelsiz aortalarda anlamli bir sekilde azalmustir.
Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir ~*P<0.001, Endotel (+) ile Endotel (-)
Student t Testi. Endotel (+) (n=16), Endotel (-) (n=4).

ICA Emaks
Endotel (+) 82,22 + 2,289
Endotel (-) | 7,710 +2,147 ™

Tablo 6. Sican aortasinda, endotel varhginda/yoklugunda fenilefrin on-

kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).

4.1.2. ICA Gevseme Yamtlarinda Nitrik Oksidin Rolii

ICA (n=16, Emaks= 82,22 + 2,289, pD,= 5,530+ 0,02472), gevseme yanitlar1 L-NAME
varliginda (n=6, Emaks= 5,373 + 1,035) inhibe olmustur (Sekil 13, Sekil 14). ICA
gevsemelerinin L-NAME varliginda azalmasi, ICA yanitlarmin NO ile iliskili
oldugunu gostermektedir. L-NAME varliginda ICA, konsantrasyona bagli bir yanit
olusturmadigindan ECso degeri ve dolayisiyla pD> degeri hesaplanamamis ve

sonuclara dahil edilmemistir.
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Sekil 13. Sican aortasinda L-NAME varhginda/yoklugunda fenilefrin 6n
kastirma (10”7 M) sonrasi kiimiilatif ICA gevseme yamitlari

ICA gevseme yanitlart L-NAME varliginda azalmstir. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. “*P<0.001, Kontrol ile L-NAME inkiibe edilmis aorta halkalar1, iki Yonlii
ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), L-NAME
(n=6).
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Sekil 14. Sican aortasinda, L-NAME varhginda/yoklugunda fenilefrin o6n-
kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).

Maksimum ICA gevseme yanitlari L-NAME varliginda azalmustir. Veriler ortalama +
SEM olarak verilmistir. ““P<0.001, Kontrol ile L-NAME inkiibe edilmis aorta
halkalar1 Student t Testi. Kontrol (n=16), L-NAME (n=6).
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ica Emaks
Kontrol 82,22 +£2,289
L-NAME | 5373+1,035™
Tablo 7. Sican aortasinda, L-NAME varhginda/yoklugunda fenilefrin o6n-

kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).

4.1.3. DMSO’nun iCA Gevseme Yamtlarina Katkisi

ICA (n=16, Emas= 82,22 + 2,289, pD>= 5,530 + 0,02472), ¢bziiciiye kiyasla (n=4,
Emaks= 9,605 + 0,960) istatistiksel olarak anlamli daha yiiksek gevseme yanitlari
olusturmustur. Bu sonug, ICA gevseme yanitlarmi, ¢dziiciiden bagimsiz olarak
gerceklestirdigini gostermektedir. (Sekil 15, Sekil 16). Coziiciiniin, konsantrasyona
bagli bir gevsetici yanit olusturmadigindan ECso degeri ve dolayistyla pD> degeri
hesaplanamamis ve sonuglara dahil edilmemistir. Bu arada dokunun ICA gevseme
yanitlar1 alinirken kendini salip salmadigi da kontrol edilmis olup zamana baglh

gevseme yaniti gézlenmemistir.
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Sekil 15. Sican aortasinda fenilefrin 6n kastirma (10”7 M) sonras: kiimiilatif ICA
ve ¢oziicii (DMSO) gevseme yanitlari

ICA, ¢oziiciiye kiyasla konsantrasyona bagli gevseme yanit1 olusturmustur. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. ~~P<0.001, Kontrol ile Coziicii Iki Yonlii ANOVA
Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol (n=16), Coziicli (n=4).
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Sekil 16. Sican aortasinda, fenilefrin 6n-kastirmasi sonrasi maksimum ICA ve
coziicii gevseme yanitlar: (Emaks).

Maksimum ICA gevsemeleri, ¢oziiciiye kiyasla istatistiksel anlamli daha yiiksek
bulunmustur. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ~*P<0.001, Kontrol ile
Coziicti inklibe edilmis aorta halkalar1 Student t Testi. Kontrol (n=16), Codziicl
(DMSO) (n=4).

ica Emaks
Kontrol 82,22 +£2,289
Coziicii 9,605 + 0,960
(DMSO)

Tablo 8. Sican aortasinda, fenilefrin 6n-kastirmasi sonrasi maksimum ICA ve

coziicii gevseme yanitlar: (Emaks).

4.1.4. ICA’nin gevsetici yamitlarinda sfingozin-1-fosfat (S1P) biyosentezinin

rolii

4.1.4.1 iCA’nin Gevseme Yamtlarinda Seramidaz Enziminin EtKkisi

ICA (n=16, Emaks= 82,22 + 2,289, pDo= 5,530 £ 0,02472), gevseme yanitlar1 3 uM ve
10 uM MAPP varliginda (n=4, Emaks= 83,76 + 2,841ve 84,19 + 2,573, pD,= 5,514 +
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0,03760 ve 5,510 + 0,04029) istatistiksel olarak anlaml1 degismemistir (Sekil 17, Sekil
18). ICA gevsemelerinin MAPP varliginda degismemesi, bu gevseme yanitlarinin
seramidaz enzimi ile iliskili olmadigim diisiindiirmektedir. ICA’nin gevseme
yanitlarina iligskin pD> degeri, 3 uM ve 10 pM MAPP varliginda degismemistir (Sekil
19).

100
-o- Kontrol

3 UM MAPP
-~ 10 uM MAPP

% Gevseme
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Sekil 17. Si¢an aortasinda MAPP varhginda/yoklugunda Fenilefrin On kastirma
(10”7 M) Sonrasi Kiimiilatif IiCA Gevseme Yamtlar

MAPP, ICA gevseme yanitlarini her iki konsantrasyonda da inhibe etmemistir. Veriler
ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05, Kontrol ile MAPP inkiibe edilmis aorta
halkalar1, iki Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol
(n=16), 3-10 uM MAPP (n=4).
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Sekil 18. Sican aortasinda, MAPP varh@inda/yoklugunda fenilefrin on-

kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).
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Maksimum ICA gevseme yanitlar, MAPP’m her iki konsantrasyonunda da

degismemistir. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05, Kontrol ile MAPP
inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonli ANOVA Testi - Bonferroni’s Coklu
Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 3-10 uM MAPP (n=4).

ica Emaks
Kontrol 82,22 +£2,289
3 uM MAPP | 83,76 + 2,841
10 uM MAPP | 84,19 + 2,573

Tablo 9. Sican aortasinda, MAPP varhiginda/yoklugunda fenilefrin 6n-kastirmasi

sonrasi maksimum ICA gevseme yamitlari (Emaks).

Sekil 19. Sican aortasinda, MAPP varhginda/yoklugunda ICA pD; degerleri.

Hl Kontrol

B3 3 pM MAPP
BN 10 uM MAPP

Her iki konsantrasyonda da MAPP, ICA gevseme yanitlarina iliskin pD, degerini

degistirmemistir. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05, Kontrol ile
MAPP inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonli ANOVA Testi- Bonferroni’s Coklu
Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 3-10 uM MAPP (n=4).

icA

pD:

Kontrol

5,530 £0,02472

3 M MAPP

5,514 £0,03760

10 pM MAPP

5,510 +0,04029
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Tablo 10. Sican aortasinda, MAPP varliginda/yoklugunda ICA pD; degerleri.
4.1.4.2 ICA Gevseme Yamtlarinda Sfingozin Kinaz Enziminin Etkisi

10 uM ve 30 uM DMS varliginda (n=4, Emas= 53,31 £ 6,160 ve 36,22 + 3,357, pDa=
5,270 + 0,03468 ve 5,319 + 0,08987) ICA gevseme yanitlart (n=16, Enas= 82,22 +
2,289, pDo= 5,530 + 0,02472) alinmistir. Her iki DMS konsantrasyonunda da ICA
gevsemeleri istatiksel olarak anlamli azalmustir (Sekil 20, Sekil 21). Bu durum ICA
gevsemelerinin sfingozin kinaz enzimi ile iliskili olabilecegini diistindiirmiistiir. Her
iki konsantrasyonda da, DMS, ICA gevseme yanitlarma iliskin pD, degerini
degistirmemistir. (Sekil 22).

100~
-e- Kontrol
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-e- 30 uM DMS

% Gevseme

T T T 1
-6.5 6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0

Log [lcariin]

Sekil 20. Sican aortasinda DMS varhginda/yoklugunda fenilefrin on kastirma
(107 M) sonras kiimiilatif ICA gevseme yamitlari

ICA gevseme yamtlari, 10 uM DMS ve 30 uM DMS inkiibasyonu varhiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe olmustur. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. “P<0.05, “"P<0.001 Kontrol ile DMS inkiibe edilmis aorta halkalar1, Iki
Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 10-30
uM DMS (n=4).
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Sekil 21. Sican aortasinda, DMS varhiginda/yoklugunda fenilefrin 6n-kastirmasi

sonrasi maksimum ICA gevseme yamitlari (Emaks).

Maksimum ICA gevseme yanitlart 10 pM ve 30 uM DMS varliginda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde inhibe olmustur. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir.
**P<0.001 Kontrol ile DMS inkiibe edilmis aorta halkalar1, Tek Y&nlii ANOVA Testi-
Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 10-30 uM DMS (n=4).

ica Emaks
Kontrol 82,22 £2,28
10 uM DMS | 53,31 +6,160
30 uM DMS | 36,22 + 3,357

skksk

Kk

Tablo 11. Sican aortasinda, DMS varhginda/yoklugunda fenilefrin 6n-kastirmasi

sonrasi maksimum ICA gevseme yamitlari (Emaks).
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El Kontrol
6 = 10 yM DMS
Ty = 30 yM DMS

Sekil 22. Sican aortasinda, DMS varh@inda/yoklugunda ICA pD; degerleri.

ICA gevseme yanitlarma iliskin pD> degerleri her iki konsantrasyonda da
degismemistir. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05, Kontrol ile DMS
inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu
Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 10-30 uM DMS (n=4).

ica pD:
Kontrol 5,530 +0,02472
10 uM DMS | 5,270 £ 0,03468
30 uM DMS | 5,319 +0,08987

Tablo 12. Sican aortasinda, DMS varhginda/yoklugunda iCA pD; degerleri.

4.1.4.3 ICA Gevseme Yamtlarinda S1P1 Reseptorlerinin Etkisi

1 uM ve 3 uM W146 varliginda (n=4, Emas= 82,18 £ 1,518 ve 69,99 + 1,678, pD>=
5,602 +0,02973 ve 5,518 £0,029) ICA gevseme yanitlar1 (n=16, Emaks= 82,22 + 2,289,
pD>= 5,530 £ 0,02472) almmustir. 1 uM W146 varliginda, ICA gevsemeleri istatiksel
olarak degismezken, 3 uM W146 varliginda ICA gevsemeleri istatiksel olarak anlaml
sekilde azalmistir (Sekil 23, Sekil 24). Bu durum ICA gevsemelerinin S1PR1’leri ile
iliskili olabilecegini gdstermektedir. Her iki konsantrasyonda da W146, ICA gevseme
yanitlarina iligskin pD> degerini degistirmemistir. (Sekil 25).
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Sekil 23. Sican aortasinda W146 varh@inda/yoklugunda fenilefrin 6n kastirma
(1077 M) sonras kiimiilatif ICA Gevseme Yamitlar

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Kontrol ile
W146 (3 pM) inkiibe edilmis aorta halkalari, iki Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s
Coklu Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 1-3 uM W146 (n=4).
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Sekil 24. Sican aortasinda, W146 varhginda/yoklugunda fenilefrin 6n-kastirmasi
sonrasi maksimum ICA gevseme yamitlari (Emaks).

ICA gevseme yamitlari, 1 uM W146 varliginda degismezken ve 3 pM W146 varhiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe olmustur. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. “P<0.01 Kontrol ile DMS inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii
ANOVA Testi- Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol (n=16), 1-3 uM
W146 (n=4).

ICA Emaks
Kontrol 82,22 £2,28
1 uM W146 82,18 £ 1,518
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3uM W146 | 69,99 +1,678

Tablo 13. Sican aortasinda, W146 varhginda/yoklugunda fenilefrin on-

kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).

6_
Hl Kontrol
B 1M W146
44 3 M W146
=)
o
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0_

Sekil 25. Sican aortasinda, W146 varh@inda/yoklugunda iCA pD; degerleri.

ICA gevseme yanitlarma iliskin pD> degerleri her iki konsantrasyonda da
degismemistir. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05, Kontrol ile W146
inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu
Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 1-3 uM W 146 (n=6-8).

ica pD:
Kontrol 5,530 £0,02472
1 nM W146 | 5,602 +0,02973
3 uM W146 5,518 £ 0,029

Tablo 14. Sican aortasinda, W146 varhginda/yoklugunda ICA pD; degerleri.

4.1.4.4 ICA Gevseme Yamtlarinda S1P3 Reseptorlerinin Etkisi

ICA (n=16, Emaxs= 82,22 + 2,289, pD2= 5,530 + 0,02472), gevseme yanitlari, 10 pM
ve 30 uM CAY10444 varliginda (n=4, Emas= 81,40 + 4,170 ve 81,91 £ 5,824, pDo=
5,432 +£0,07259 ve 5,418 £0,05711) istatistiksel olarak anlaml1 sekilde degismemistir
(Sekil 26, Sekil 27). ICA gevsemelerinin CAY 10444 varliginda degismemesi, ICA
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gevseme yanmitlarinin S1P3Rleri ile iliskili olmadigim diisiindiirmektedir. ICA nin
gevseme yanitlarina iligkin pD> degeri, 10 uM ve 30 uM CAY10444 varliginda
degismemistir (Sekil 28).
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- -~ Kontrol
80 _./' ¢ 10 uM CAY 10444
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Sekil 26. Sican aortasinda CAY10444 varhginda/yoklugunda fenilefrin on
kastirma (10”7 M) sonrasi kiimiilatif ICA gevseme yanitlar.

CAY 10444, her iki konsantrasyonda da ICA gevseme yanitlarini inhibe etmemistir.
Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05 Kontrol ile CAY 10444 inkiibe
edilmis aorta halkalari, Tki Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma
Testi. Kontrol (n=16), 10-30 uM CAY 10444 (n=4).

El Kontrol
1007 3 10 uM CAY10444
80~ T L = 30 M CAY10444
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>
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Sekil 27. Sican aortasinda, CAY10444 varhginda/yoklugunda fenilefrin o6n-
kastirmasi sonrasi maksimum ICA gevseme yanitlari (Emaks).
Maksimum ICA gevseme yanitlar, CAY10444’{in her iki konsantrasyonunda da

degismemistir. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05 Kontrol ile
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CAY10444 inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s
Coklu Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 10-30 uM CAY 10444 (n=4).

ica Emaks
Kontrol 82,22 £2,28
10 nM CAY10444 | 81,404,170
30 uM CAY10444 | 81,91 +5,824

Tablo 15. Sican aortasinda CAY10444 varhginda/yoklugunda fenilefrin 6n

kastirma (10”7 M) sonrasi kiimiilatif ICA gevseme yamitlari

El Kontrol
6 = 10 uM CAY 10444

] = 30 uM CAY10444

Sekil 28. Sican aortasinda, CAY10444 varhiginda/yoklugunda ICA pD2 degerleri.
CAY 10444, her iki konsantrasyonda da, ICA gevseme yamitlarina iliskin pD2 degerini
degistirmemistir. Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir. P>0.05 Kontrol ile
CAY10444 inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s
Coklu Karsilagtirma Testi. Kontrol (n=16), 10-30 uM CAY 10444 (n=4).

ica pD:
Kontrol 5,530 £0,02472
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10 nM CAY10444 | 5,432 +£0,07259
30 uM CAY10444 | 5,418 £0,05711

Tablo 16. Sican Aorta Halkalarinda, CAY10444 varhiginda/yoklugunda ICA pD,

degerleri.

Tez siiresince iki reseptdr antagonisti ve 2 enzim inhibitdrii kullanilmig olup tiim
inkiibasyonlarin yer aldigi ICA’ nin doz-cevap egrisi (Sekil 29), maksimum gevseme

yanitlart (Emaxs) (Sekil 30) ve duyarliligi (pD.) (Sekil 31) 6zet grafikler halinde asagida

sunulmustur.
100+
Kontrol
© 3 UM W146
é 10 UM MAPP
g 10 uM DMS
2 30 M CAY10444

-6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0
Log [lcariin]

Sekil 29. Sican aortasinda, sfingozin yolak inhibitorlerinin kiimiilatif icA
gevseme yanitlar iizerine etkisi

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 Kontrol ile
inhibitdrler ile inkiibe edilmis aorta halkalar1, ki Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s

Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol (n=16), inhibitdrler (n=4-6).
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Sekil 30. Sican aortasinda, sfingozin yolak inhibitorlerinin maksimum icA
gevseme yanitlar iizerine etkisi (Emaks).

skksk

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. ~"P<0.01, ““P<0.001 Kontrol ile
inhibitorler ile inkiibe edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi- Bonferroni’s

Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol (n=16), inhibitdrler (n=4-6).

ica Emaks
Kontrol 82,22 £2,28
30 tM CAY10444 | 81,91 5,824
10 pM MAPP 84,19 + 2,573
3 uM W146 69,99 + 1,678 ™
10 pM DMS 53,31 + 6,160

Tablo 17. Sican aortasinda, sfingozin yolak inhibitérlerinin maksimum ICA

gevseme yanitlaria etkisi (Emaks).
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Sekil 31. Sican aortasinda, sfingozin yolak inhibitérlerinin ICA pD. degerleri
iizerine etkisi.

Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05, Kontrol ile inhibitorler ile inkiibe
edilmis aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma
Testi. Kontrol (n=16), inhibitorler (n=4-8).

ica pD2
Kontrol 5,530 +0,02472
30 uM CAY10444 | 5418 +£0,05711
10 uM MAPP 5,510 £ 0,04029
3 uM W146 5,518 £ 0,029
10 pM DMS 5,270 £ 0,03468

Tablo 18. Sican aortasinda, sfingozin yolak inhibitérlerinin iICA pD2 degerleri

uizerine etkisi.
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4.1.5 ICA’nin ACh Gevsemelerine Etkisi ve Bu Etkinin Sfingozin Kinaz
Enzimiyle Iliskisi

Endotele baglh gevsemenin en énemli mediyatorii NO’dur. ACh, damar endotelinde
M3 reseptorlerine baglanarak intraseliiler kalsiyum girigini artirmaktadir. Boylece
nitrik oksit sentaz (NOS) aktive olmakta ve NO sentezi gerceklesmektedir. ACh (n=6,
Emaks= 76,26 £ 3,492, pD>= 7,023 £ 0,2370), gevseme yanitlar1 ICA varliginda (n=4,
Emaks= 92,13 £ 2,671, pD2= 7,280 + 0,1505) artmistir. ACh gevsemelerindeki bu artig
DMS varliginda (n=4, Emas= 81,52 + 3,399, pDy= 7,224 + 0,09122) azalmistir. Sadece
DMS inkiibasyonlu (n=4, Emas= 76,58 + 4,067, pD= 7,057 + 0,1165) aorta
halkalarinda ise DMS kontrole kiyasla istatiksel bir anlamlilik gostermemistir (Sekil
32, Sekil 33). ICA inkiibasyonu ACh duyarliligimi degistirmemistir (Sekil 34). ACh
yamtlarinin ICA varliginda artmasi, ICA’nmin ACh aracili NO yanitlarmi arttirdigina
ve bu artigin DMS ile geri dénmesi ise ICA nin olusturdugu NO aracili etkisinin

sfingozin kinaz iizerinden gergeklestigini diisiindiirmektedir.

100 *
- |ICA

-e- Kontrol
ICA+10 uM DMS
-~ 10 pM DMS

%Gevseme

i I I I I
-9 -8 7 -6 5 -4

Log [ACh]

Sekil 32. Sican aortasinda, iCA ve 10 pM DMS varhiginda/yoklugunda fenilefrin
on kastirma (10”7 M) sonrasi kiimiilatif ACh gevseme yanitlari

ACh gevseme yamtlari, ICA varh@inda artarken bu artis DMS ile geri donmiistiir.
DMS tek basina inkiibe edildiginde istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.
Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. “P<0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis
aorta halkalar1 *P<0.05 10 uM DMS+ICA ile ICA ile inkiibe edilmis aorta halkalari,
Iki Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol (n=6), ICA
(n=4), DMS(n=4) ICA+DMS (n=4).
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Sekil 33. Sican aortasinda, iCA ve 10 pM DMS varhiginda/yoklugunda fenilefrin
on-kastirmasi sonrasi maksimum ACh gevseme yanitlari (Emaks).

Maksimum ACh gevseme yanitlari, ICA varliginda artarken bu artis DMS ile geri
donmistiir. DMS tek basina inkiibe edildiginde istatiksel anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir. “P<0.05 Kontrol ile ICA
ile inkiibe edilmis aorta halkalari, “P<0.05 10 uM DMS+ICA ile ICA ile inkiibe
edilmis aorta halkalari, Tek Yonliit ANOVA Testi- Bonferroni’s Coklu Karsilastirma
Testi. Kontrol (n=6), ICA (n=4), DMS (n=4) ICA+DMS (n=4).

ACh Emaks
Kontrol 76,26 + 3,492
ica 92,13 +2,671 "
10 uM DMS 76,58 + 4,067
ICA+10 pM DMS 81,52 + 3,399

Tablo 19. Sican aortasinda, ICA ve 10 uM DMS varhginda/yoklugunda fenilefrin

on-kastirmasi sonras1 maksimum ACh gevseme yanitlari (Emaks).
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Sekil 34. Sican aortasinda ICA ve 10 pM DMS varhginda/yoklugunda ACh pD;
degerleri.

ICA, ACh duyarlihiginda istatiksel olarak anlamh bir degisiklige neden olmamistir.
Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis
aorta halkalari, Tek Yonli ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi.
Kontrol (n=6), ICA (n=4), DMS (n=4) ICA+DMS (n=4).

ACh pD2
Kontrol 7,023 £0,2370
ica 7,280 + 0,1505
10 uM DMS 7,057 £0,1165
ICA+10 pM DMS | 7,224 +0,09122

Tablo 20. Sican aortasinda ICA ve 10 uM DMS varhiginda/yoklugunda ACh pD2

degerleri.
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4.1.6 1CA’nin SNP Gevseme Yamtlar1 Uzerine EtKisi.

ICA’nin NO’in alt mekanizmalarim degistirip degistirmedigini anlamak amaciyla ICA
varliginda SNP yanitlart alinmistir. SNP, NO dondrii gibi davranarak direkt diiz kasi
gevsetmektedir. SNP (n=4, Emas= 104,3 + 5,039, pD>= 8,187 £ 0,1398), gevseme
yanitlart ICA varhiginda (n=4, Emas= 108,6 £ 2,053, pD,= 7,962 + 0,1410)
degismemistir. (Sekil 35, Sekil 36). ICA inkiibasyonu SNP duyarliligim
degistirmemistir (Sekil 37). Yani ICA inkiibasyonu, eksojen NO gevsemelerini
degistirmemistir. SNP yanitlarinin ICA varhginda degismemesi, aortada ICA’nin
vazodilator etkisinin, NO/cGMP yolaginin alt mekanizmalarindan ziyade endojen NO

olusumuyla iligkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 35. Si¢an aortasinda, iICA varhginda/yoklugunda fenilefrin 6n kastirma (10°
7 M) sonras kiimiilatif SNP gevseme yanitlari

ICA varliginda, SNP gevseme yanitlari istatiksel olarak anlamli sekilde degismemistir.
Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir. P>0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis
aorta halkalari, Tki Yonli ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi.
Kontrol (n=4), ICA (n=5).
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Sekil 36. Sican aortasinda, iICA varliginda/yoklugunda fenilefrin 6n-kastirmasi
sonrasi maksimum SNP gevseme yanitlari (Emaks).

ICA, maksimum SNP gevseme yanitlarini degistirmemistir. Veriler ortalama + SEM
olarak verilmistir. P>0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis aorta halkalar1, Student t
Testi. Kontrol (n=4), ICA (n=5).

SNP Emaks
Kontrol | 104,3 + 5,039
ICA |108,6+2,053

Tablo 21. Sican aortasinda, iICA varh@inda/yoklugunda fenilefrin 6n-kastirmasi

sonrasi maksimum SNP gevseme yanitlari (Emaks).
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Sekil 37. Sican aortasinda, ICA varhiginda/yoklugunda SNP pD; degerleri.
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ICA varhginda, SNP duyarlilig: degismemistir. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir. P>0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis aorta halkalari, Student t Testi.
Kontrol (n=4), ICA (n=5).

SNP pD2
Kontrol | 8,187 +0,1398
icAa 7,962 +0,1410

Tablo 22. Sican aortasinda, ICA varhginda/yoklugunda SNP pD; degerleri.

4.2  Western Blot Deneyleri

3 uM icariin ile inkiibe edilmis si¢an aortalarinda, S1P1 reseptorii (Sekil 38) ve SK-1
enziminin (Sekil 42) protein ekspresyonlarini arttirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte
S1P3 reseptoriiniin (Sekil 40) protein ekspresyonunda ise istatiksel anlamli bir
farklihk gdzlemlenmemistir. Bu sonug, ICA’nin dogrudan veya dolayh bir sekilde
S1P1 reseptorii ve SK-1 enzimiyle etkilestigini ancak SIP3 reseptorlerini

etkilemedigini gostermektedir.

1.0 * Ea Kontrol
H 3 uMICA
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Sekil 38. 3 uM icariinin S1P1 reseptoriiniin ekspresyon diizeyi iizerindeki etkisi.

3 uM icariin sican aortasinda S1P1 reseptor ekspresyonunu arttirmistir. Coziicti S1P1

reseptdr ekspresyonunu degistirmemistir. “P<0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis
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aorta halkalari, Tek Yonlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilagtirma Testi.

Kontrol, n=4, Coziicii, n=4, 3 uM icariin, n=4

Kontrol 3 MM icariin Coziicii
e o — ———— L ——

GAPDH

Sekil 39. S1P1 reseptor proteinlerinin temsili bant goriintiileri.
Kontrol, 3 pM icariin ve ¢oziicii (37°C sicaklikta, 24 saat) inkiibe edilmis si¢an aorta

dokusu.
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Sekil 40. 3 uM icariinin S1P3 reseptoriiniin ekspresyon diizeyi iizerindeki etkisi.
3 uM icariin, ve Coziicli sican aortasinda SI1P3 reseptor ekspresyonunu
degistirmemistir. P>0.05 Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis aorta halkalar1, Tek Y&nlii
ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu Karsilastirma Testi. Kontrol, n=3, Coziicii, n=3, 3

UM icariin, n=3.
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Sekil 41. S1P3 reseptor proteinlerinin temsili bant goriintiileri.
Kontrol, 3 uM icariin ve ¢oziicii (37°C sicaklikta, 24 saat) inkiibe edilmis sigan aorta

dokusu.
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Sekil 42. 3 uM icariinin SK-1 enziminin ekspresyon diizeyi iizerindeki etkisi.

3 uM icariin sigan aortasinda SK-1 enzim ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli
arttirmistir. Coziicii SK-1 enzim ekspresyonunu degistirmemistir. “P<0.05 Kontrol ile
ICA ile inkiibe edilmis aorta halkalar1, Tek Y&nlii ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu

Karsilagtirma Testi. Kontrol, n=3, Coziicli, n=3, 3 uM icariin, n=3.
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Sekil 43. SK-1 enzim proteinlerinin temsili bant goriintiileri.
Kontrol, 3 uM icariin ve ¢oziicii (37°C sicaklikta, 24 saat) inkiibe edilmis si¢an aorta

dokusu.

4.3  Griess Reaksiyonu Deneyleri

Tezde gergeklestirdigimiz griess reaksiyonu deneylerinde, 3 uM icariin ile inkiibe
edilmis homojenatlarin, SK inhibitorii olan DMS (10 pM, 30dk.) SIPR1 inhibitorii
olan W146 (3 puM, 30dk.) ve NOS inhibitérii olan L-NAME (100 pM, 30dk.)
varliginda/yoklugunda toplam nitrat ve nitrit konsantrasyonlarini nasil degistirdigi
incelenmistir (Sekil 43). Yapilan calismalarca ICA’nin toplam nitrat ve nitrit
seviyelerini istatistiksel olarak arttirdig1 ve inhibitorler varliginda bu yiikselisin geri

dondigii gosterilmistir.
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Sekil 44. Icariinin inhibitorler varliginda/yoklugunda toplam nitrat ve nitrit
konsantrasyonuna etkisi.

3 uM icariin inkiibasyonu, sican aorta homojenatlarinda toplam nitrat ve nitrit
miktarm arttirmustir. Bu artirma inhibitérler varhginda geri dénmiistiir. = P<0.001
Kontrol ile ICA ile inkiibe edilmis aorta homojenatlari, ***P<0.001 ICA ile inhibitdrler
ile inkiibe edilmis aorta homojenatlar1. Tek Yonli ANOVA Testi-Bonferroni’s Coklu
Karsilastirma Testi. Kontrol, n=5, Céziicii, n=5, 3 uM icariin, n=5, ICA+W146, n=5,
ICA+DMS, n=5, ICA+L-NAME, n=5
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Tartisma
5.1.icariinin Vazodilator Etkisinde NO ve Endotel Tabakasimin Rolii

Icariin, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-kanser ve noroprotektif etkiler de dahil
olmak iizere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinen bir flavonoidtir (He ve
digerleri, 2020). Bunlarin yani sira ICA ereksiyon fonksiyonunu iyilestirir ve
testosteron seviyelerini artirir (Yang ve digerleri, 2013; Z. Zhang ve Yang, 2006).
Anti-inflamatuar etkileri ile birlikte romatoid artritin olumsuz etkilerini azaltir.(Z. Wu
ve digerleri, 2022) Parkinson hastaligi gibi merkezi sinir sistemi hastaliklarinda
norodejenerasyona karsi koruyucu etkilere sahiptir (Rafi ve digerleri, 2022). ICA,
akciger kanseri (Zhu ve Ren, 2022), meme kanseri (Linjiang Song ve digerleri, 2020)
ve karaciger kanseri gibi ¢esitli kanser hiicrelerinin de biiyiime ve ¢ogalmasini da
inhibe eder. (W. Li ve digerleri, 2014). ICA, sitokin iiretimini inhibe ederek
enflamasyonu azaltir (Luo ve digerleri, 2022). Giiglii bir antioksidan olan ICA, gii¢lii
bir serbest radikal tutucu olarak gérev alir. (Q. P. Chen ve Wei, 2013). Icariin'in
Multipl Skleroz (MS) iizerinde potansiyel etkileri mevcuttur. ICA nin potansiyel
noroprotektif etkileri MS’in, klinik semptomlarini azaltir. (Cong ve digerleri, 2020).
[cariin'in etki mekanizmalarindan biri de, vazodilatasyon, nérotransmisyon ve immiin
yanit dahil olmak iizere gesitli fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynayan nitrik oksit (NO) iiretimini artirma yetenegidir (H. Bin Xu ve Huang, 2007a).
ICA, NOS aktivitesini ve buna bagli olarak viicutta NO iiretimini artirarak
vazodilatasyonu saglar (W. J. Liu ve digerleri, 2005). ICA, nitrik oksit (NO) sentezini
artirarak, vazokonstriktdr faktorlerin inhibisyonunu ve hiicresel sinyal yolaklarinin
modiilasyonunu da iceren mekanizmalar araciligiyla vaskiiler tonusu diizenler. Genel
olarak, ICA ve nitrik oksit arasindaki iliski son derece énemli bir arastirma konusudur
ve icariin'in etki mekanizmasinin ve vaskiiler tonusun diizenlenmesindeki roliiniin
belirlenmesi potansiyel etkisinin tam olarak anlagilmasini ve pek ¢ok patolojik kosulda

icariinin terapotik etkisinden yararlanilmasini saglayacaktir.

Caligmamizda, icariinin gevsetici etkileri NOS inhibitorii olan L-NAME varliginda
azalmistir. Benzer sekilde, spatiil yardimiyla (10 kez saga,10 kez sola) endotelsiz
birakilan aorta halkariyla yapilan ¢aligmalarda, ICA gevsemeleri, endotelsiz aorta
halkalarinda endotelli aortalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalmig hatta
neredeyse sifirlanmigtir. Bu sonug, bize ICA’nin gevsetici etkilerinin NO ve endotel
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aracili oldugunu kanitlamaktadir. ICA’nin gevsetici yanitlarinda eNOS ve endotel
tabakasinin katkist literatiirde yapilan bir¢ok calismada da dogrulanmaktadir. H. Bin
Xu ve arkadaslariin kdpek koroner arterinde yaptigi ¢alismada, endotelsiz ve L-
NAME inkiibasyonlu dokularda ICA gevseme yanitlarmin kontrol ICA yanitlarina
kiyasla azaldigin1 gdstermislerdir. Ayni ¢alismada COX inhibitérii olan indometazin
ve sGS inhibitérii ODQ de kullanilmis ve indometazin kontrol ICA gevsemelerinde
bir fark olusturmazken, ODQ ICA gevseme yamitlarini istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltmistir (H. Bin Xu ve Huang, 2007b). H. Bin Xu ve arkadaslar1 bagka bir
calismalarinda ise, ICA nin insan endotel hiicrelerindeki etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada, ICA’nin mRNA ve protein diizeyinde eNOS’u arttirdig1 gosterilmistir (H.
Bin Xu ve Huang, 2007a). ICA’nin, hipertansif sicanlarda eNOS ve fosforile-eNOS(p-
eNOS) ekspresyon diizeylerini arttirdigi ve buna bagli olarak erektil disfonksiyonu
tedavi ettigi bildirilmistir (Q. W. Liu, Yang, Jiang ve Jiang, 2021). Insan endotel
hiicrelerinde yapilan baska bir calismada da, ICA’nin eNOS ve p-eNOS diizeylerini
arttirdig1 dogrulannustir (Chung ve digerleri, 2008). Apolipoprotein E 7~ farelerde
yapilan bir ¢alismada ICA, eNOS ve p-eNOS ekspresyon diizeylerini ve plazma NO
konsantrasyonlarini arttirmistir. (Xiao, Sui ve Lu, 2017). Tiim bu calismalarin yan1
sira, ICA nin PI3K/AKT-eNOS sinyal yolagini aktive ettigini gdsteren bir cok ¢alisma
vardir (Ding ve digerleri, 2018; Duan, Xu, Huang, Zhou ve Sun, 2013; Koizumi ve
digerleri, 2010; Y. K. Zhai ve digerleri, 2014).

5.2.1cariinin Vazodilator Etkisinde Coziicii (DMSO)’nun Rolii
Icariinin ¢oziiniirlik problemi ¢alismamizin sinirlayicist olarak kabul edilebilir.
ICA’nin yiiksek oranda en iyi DMSO da ¢dziinmesi, vaskiiler gevsetici etkide ¢oziicii
DMSO’nun da etkisinin arastirilmasin1 gerektirmistir. Sadece c¢oziicii uygulanan
damarlarda olusan gevsetici etki ve ICA gevsemeleri karsilastirildiginda, DMSO’nun

ICA’nin gevsetici etkisine herhangi bir katkisi olmadig1 hatta ¢oziicii ile olusan

gevsemenin dokunun zamana karsi kendisini salmasi olarak degerlendirilmistir.
5.3. Icariinin Vazodilator Etkisinde Sfingozin Yolaginin Rolii
5.3.1. Seramidaz Enziminin Rolii

Seramidaz, seramidin sfingozin ve yag asidine hidrolizini katalizleyerek, sfingolipit

metabolizmasinda kritik rolii olan 6nemli bir enzimdir (Park ve Schuchman, 2006). Bu
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reaksiyon, seramidin hiicresel sinyalizasyonu ve metabolik diizenleyici etkisi igin,
olduk¢ca Onemli bir mekanizmadir (Ga ve digerleri, 1996). Seramidden olusan
sfingozin, S1P’nin sentezinde kullanilir ve S1P ilgili reseptorler araciligryla gevseme
yanitlar1 olusturur (Dantas ve digerleri, 2003; Mendelson ve digerleri, 2014; Télle ve
digerleri, 2005). Bu nedenle, eger ICA gevsetici etkisini sfingozin yolag1 iizerinden
yapiyor ise bu gevsetici etkisinde seramidaz enzimi {lizerinden gerceklesebilir. Bu
hipotez lizerinden hareketle calismamizda seramidaz inhibitrii olan MAPP (3-10 uM)
organ banyosunda aorta dokularinda iki farkli konsantrasyonlarda kullanilarak 30 dk
siiresince inkiibe edildi ve ardindan kiimiilatif ICA yanitlar1 alindi. MAPP
inkiibasyonu varliginda, ICA gevseme yanitlarinda istatiksel herhangi bir degisiklik
saptanmadi. Bu sonu¢ ICA gevsemelerinin sfingozin yolaginda yer alan seramidaz

enzimi ile iligkili olmadigini gosterdi.

5.3.2. Sfingozin Kinaz Enziminin Rolii

Sfingozin kinaz (SK), ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynayan biyoaktif bir lipit olan
sfingozini, sfingozin-1-fosfata (S1P) doniistiiren bir lipit kinaz enzimidir (Maceyka ve
digerleri, 2002). SK'nin iki izoformu (Hait ve digerleri, 2006): SK1 ve SK2 olarak
bilinmektedir. SK1 ¢ogunlukla sitozolde bulunurken, SK2 ise ¢ekirdekte de eksprese
olur (Heffernan-Stroud ve Obeid, 2013). SK ve SK/SIP yolagi, ¢esitli fizyolojik ve
patolojik siire¢lerde rol oynar. Hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, migrasyonu,
anjiyogenez (Kohno ve digerleri, 2006) hayatta kalma (Olivera ve digerleri, 2003),
ayrica inflamasyon (C. Wang ve digerleri, 2021), ve kanser gibi bir¢ok fizyolojik ve
patolojik siireglerde etkili oldugu diisliniilmektedir (Heffernan-Stroud ve Obeid,
2013). Bu yolak, kardiyovaskiiler (D. D. Song ve digerleri, 2018), metabolik (Kwong
ve digerleri, 2017) hastaliklar ve nérodejeneratif bozukluklar (Motyl ve Strosznajder,
2018) ile ilisiklendirilmistir. Calismamizda sfingozin kinaz enzim inhibitorii olan
DMS (10-30 uM) organ banyosunda aorta dokularinda iki farkli konsantrasyonlarda
30 dk stiresince inkiibe edildi ve ardindan kiimiilatif ICA yanitlar1 alindi. Elde edilen
sonuglarda DMS’nin her iki konsantrasyonunda da ICA gevseme yanitlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildi. Bu azalma ICA’nin gevsetici
etkilerinde sfingozin kinaz enziminin 6nemli bir rolii olabilecegi hipotezimizi
giiclendirdi. Bunun {izerine, kontrol, DMSO ve ICA ile inkiibe edilmis aorta

dokularinda SK-1 enziminin protein ekspresyonunun nasil degisebilecegini gormek
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icin western blot deneyleri planlandi. Western blot deneylerinde, ICA ile inkiibe
edilmis dokularda kontrol ve ¢6ziicii ile inkiibe edilmis dokulara kiyasla, SK-1 protein
ekspresyonunun arttigim goriildii. Bu ¢alismalar, aorta dokusunda ICA’nin sfingozin
yolag iizerinde yer alan SP1 olusumunu katalize eden SK enzim ekspresyonunu
artirarak SP1 iizerinden gevseme yamit1 olusturabilecegini gostermektedir. Oyleyse,
ICA’nin sfingozin yolag1 ile iliskisi bulunmaktadir ve bu yolak ile iliskili
fizyolojik/patolojik olaylar1 diizenleyebilir. Bunlardan ilki ndroprotektif etkilerle
iliskilidir. Sfingozin kinaz enziminin inme modellerinde ve anti-ndroinflamatuvar,
etkilerde onemli katkilar1 olabilecegi gosterilmistir. Ornegin fare néronlarinda yapilan
bir calismada, sfingozin kinazin Bcl-2 protein ekspresyonunu diizenleyerek
noroprotektif etkileri olabilecegi bildirilmistir (D. D. Song ve digerleri, 2017). Sican
beyninde yapilan baska bir inme modelinde ise SK/S1P yolagmin ilgili reseptdrleri
aracilifiyla hiicre olimiinii azalttig1 ve beyinde gerceklesen infarktiis miktarmi da
azalttig1 gdsterilmistir (Xue ve digerleri, 2022). SIPR1 7 farelerde yapilan baska bir
infarktiis modelinde ise infarktiis miktarinin arttig1 ve endotel aracilt S1P’nin infarktiis
hasarin1 azalttigi gosterilmistir (Nitzsche ve digerleri, 2021). Benzer etkiler ICA ile
yapilan ¢aligmalarda da gosterilmistir. Farelerde yapilan bir inme(fel¢) modelinin de
ICA’nin ndronal hasar1 azalttig1 caspase-3, PARP, Bcl-2, ve Bax gibi apoptotik
proteinlerin ekspresyon diizeylerini azalttigi gosterilmistir (C. T. Wu ve digerleri,
2021). Wistar sicanlariyla yapilan baska bir inme modelinde ise, apoptozu istatiksel
olarak azaltmistir (Li, Li, 2009). Sprague—Dawley siganlarla yapilan diger bir
calismada ICA, beyin hiicrelerinde 6lii hiicre sayisini azaltmis ve fosforile NF-«xB
protein ekspresyonunu azaltarak noroprotektif ve anti-ndroinflamatuvar etkileri
gostermistir. SK/S1P yolaginin néroprotektif ve anti-ndroinflamatuar etkilerinin yani
sira Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda da etkili oldugu dusiiniilmektedir
(Czubowicz, Jesko, Wencel, Lukiw ve Strosznajder, 2019). Yapilan klinik
caligmalarda Parkinson hastalarinin Parkinson olmayanlarla kiyaslandiginda, SK/S1P
yolaginin diizgiin ¢alismadigi ve serum S1P seviyelinin diisiik oldugu saptanmistir
(Schwedhelm ve digerleri, 2021). Baska bir klinik ¢aligma da, Parkinson hastaliginda
azalan serum S1P seviyelerini dogrulamakta ve ek olarak Alzheimer hastalarinda da
serum S1P diizeylerinde azalma oldugunu gostermektedir. (Oizumi ve digerleri,
2022). Farelerde gergeklestirilen Parkinson modellerinde SK enzim miktarinin da

kontrol ile kiyaslandiginda azaldig1 gosterilmistir. Bu durumun S1P sentez yolaginda
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bozulmalarin hastaliga sebep oldugu ve buna bagli olarak hastaligin ilerlemesinde de
etkili oldugu iddia edilmistir (Sivasubramanian, Kanagaraj, Dheen ve Tay, 2015).
Bagka bir Parkinson fare modelinde, SK enzim miktarinda azalma oldugu ve
SK/S1P/S1PR sinyal yolagimin Parkinson’a kars1 tedavi edici etkiye sahip olabilecegi
ve bu sinyal yolaginin noroprotektif 6zellikleri vurgulanmistir (Motyl, Przykaza,
Boguszewski, Kosson ve Strosznajder, 2018). Insan dopaminerjik hiicrelerinde
yapilan hiicre kiiltliri deneylerinde, sfingozin kinaz enzimlerinin aktivitelerinin
MPTP" (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinin)’e  maruz  kalmis  hiicrelerde,
kontrole kiyasla azaldig1 gosterilmistir (J. A. Pyszko ve Strosznajder, 2014). Yapilan
caligmalarda, S1P metabolizmasinin bozulmasi Alzheimer hastaligini kotiilestirdigini
amiloid B miktarim arttirdigi, kalsiyum akisin1 bozdugu ve lizozomal hasari tetikledigi
gbsterilmistir (Angelopoulou ve Piperi, 2019). Insan dopaminerjik hiicrelerinde
yapilan bagka bir ¢aligmada SK enziminin, hem mRNA diizeyinde hem de protein
diizeyinde ekspresyonu azalmis ve bu da hiicre 6liimiinde artislara neden olmustur (J.
Pyszko ve Strosznajder, 2014). Tiim bu ¢alismalar géz 6niline alindiginda, SK/S1P
sinyal yolaginin Parkinson ve Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol
oynadigim1 serum S1P seviyelerinin diismesinin her iki hastalig1 da olumsuz yonde
etkiledigi ve S1P homeostazinin Onemli rolii oldugu soOylenebilir. Rafi ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir derleme makalede, ICA’nin hem Parkinson’un hem de
Alzheimer’in olumsuz etkilerini azalttig1 bir ¢ok calisma orneklenerek gosterilmistir
(Rafi ve digerleri, 2022). ICA ile Sprague-Dawley siganlar ve glia hiicrelerinde yapilan
bir ¢alismada, hem LPS ile hem de 6-OHDA ile olusturulmus in vivo ve in vitro
caligmalarda dopaminerjik noronlar1 korudugu gosterilmistir (G. Q. Wang ve digerleri,
2018). Sprague-Dawley sicanlar ve PC12 hiicre hattiyla yapilan bagka bir ¢aligmada
icariin 6-OHDA ile indiiklenmis hiicrelerde, hiicre canliligini arttirdigi, Bcl-2
ekspresyonunu azalttigi ve boylece dopaminerjik néronlar1 korudugu gosterilmistir
(Lu ve digerleri, 2018). Chen ve arkadaslarinin farelerde gergeklestirdikleri bir
Parkinson modelinde ICA, Bcl-2, caspase-3 ve Bax protein ekspresyonlarin1 PI3K/Akt
sinyal yolag1 iizerinden azaltarak, parkinson hastalgina karsi koruyucu etki
gosterdigini bildirmislerdir (W. F. Chen ve digerleri, 2017). Sprague-Dawley sicanlar
ve PC12 hiicre hattiyla yapilan ve rotenon (bir ROT) ile indiiklenen Parkinson hastalig1
modelinde ise ICA, mTOR ve P62’in fosforilasyonunu azaltmis ve dopaminerjik

noronlarn hayatta kals siirelerini artirmistir. ICA'nin ROT ile ortaya c¢ikan ndronal
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hiicre hasarinda ve otofajide dnemli etkileri olabilecegi bu c¢alisma ile gosterilmistir
(Zeng ve digerleri, 2019). C. Sheng ve arkadaglarinin Sprague-Dawley sicanlar ile
yaptiklar1 bir calismada, ICA’nin amiloid-p agregasyonuna etkisi arastirilmis, ICA nin
Alzheimer kaynakli bilisimsel bozukluklart diizelttigi gosterilmistir (C. Sheng ve
digerleri, 2017). Ayrica kortikal néron hiicrelerinde ICA’nin hiicre canliligini arttirdig
ve amiloid-f ekspresyonlarint azalttig1 gosterilmistir (Sha, Li, Ye, Liu ve Xu, 2009).
PC12 hiicre hattinda ICA, hiicre apoptozise ve amiloid-p birikimine engel oldugu,
hiicrelerin hayatta kalis siirelerini arttirdigi ve PI3K/Akt sinyal yolagi {izerinden
Alzheimer’a sebep olan proteinlerin ekspresyonlarini da diizenledigi gosterilmistir (D.
Zhang ve digerleri, 2015). Sican hipokampiisiinde ise ICA, amiloid-f seviyelerini ve

B-sekretaz ekspresyonunu azaltmistir (Nie ve digerleri, 2010).

Literatiirde SK enzimi ve ICA arasindaki ortak farmakolojik etkilerin bir digeri ise
kardiyovaskiiler sistem iizerinde goriilmektedir. SK/S1P yolag1 ve kardiyovaskiiler
hastaliklar arasindaki iligki, son yillarda 6nemli bir arastirma konusu olmaktadir.
S1Pmin kardiyovaskiiler sistem {izerindeki etkileri, vaskiiler tonus (Levkau, 2008),
vaskiiler inflamasyon (Obinata ve Hla, 2019), tromboz (Hsia ve digerleri, 2017) ve
miyokardiyal enfarktiis gibi durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (Waeber ve Walther,
2014). S1P ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iligki arastiran birgok caligsma
bulunmaktadir. Ateroskleroz (Soltau ve digerleri, 2016) ve koroner arter hastaligina
sahip kisilerde, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, kan S1P seviyelerinin diisiik oldugu
goriilmektedir. Diisiik S1P diizeylerinin HDL nin ateroprotektif etkilerini azalttig1 ve
buna bagli S1P’nin ateroskleroz ve koroner arter hastaligi (KAH) gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisimiyle iliskili oldugu gostermistir (Sattler ve digerleri, 2014).
Ayrica, S1P'in kalp fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerine de odaklanan g¢alismalari
gérmek miimkiindiir (Christopher K. Means ve Brown, 2009). Ozellikle,
kardiyomiyositlerde S1P'nin anti-apoptotik etkileri oldugu da bildirilmektedir (K.
Chen, Wang, Liu, Yang ve Jiang, 2022). S1P’nin si¢anlarda kalp krizi sonras1 olugan
kalp hasarim1 ve kalp kasinda apoptoz orani azaltabilecegi bulunmustur (Fang ve
digerleri, 2017). Kardiyomiyoblastlarda yapilan bir c¢aligmada ise, SK-I
inhibisyonunun hiicre 6liimiinii arttirdig1 gosterilmistir (Pchejetski ve digerleri, 2007).
SK-1 geninden yoksun olan kardiyomiyositlerde miyositlerin hayatta kalma stireleri,
kontrol grubuyla kiyaslandiginda olduke¢a diisiik bulunmustur (Tao, Zhang, Vessey,
Honbo ve Karliner, 2007). ICA nin da kardiyoprotektif etkileri bulunmaktadir. Wistar
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sicanlarinda yapilan iskemi ve reperfiizyon hasar modelinde ICA, PI3K-Akt sinyal
yolag1 iizerinden kardiyoprotektif etkiler gdstermistir. Bu ¢aligmada ICA grubu
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, infarktiis miktarini istatiksel olarak anlamli 6l¢giide
azaltmistir. Miyokardiyal apoptoz miktar1 da kontrol grubu ile kiyaslandiginda
diismistiir (Ke ve digerleri, 2015). Diyabetik wistar sicanlarla yapilan bagka bir
calismada ICA, sican kalplerindeki fibrozisi PI3K-Akt sinyal yolagini etkileyerek
azaltmistir. Bununla birlikte diyabetik sicanlarla kiyaslandiginda kalp yetmezligini
azaltmis ve hayvanlardaki hem sistolik hem de diastolik basinglar1 normalize etmistir
(L. Zhang ve digerleri, 2021). M. Zhai ve ekibi, Sprague-Dawley sicanlarda iskemi
ve reperfiizyon hasar1 modeli olusturarak ICA’ nin PI3K-Akt sinyal yolag iizerinden
caspase-3, Bax ve Bcl-2 gibi apoptoz proteinlerinin ekspresyon miktarlarini azalttigini
bildirmislerdir (M. Zhai ve digerleri, 2015). Sican kalp hiicrelerinde ICA, tunikamisin
ile indiiklenen toksik etkiyi ve apoptotik protein ekspresyonlarini azaltmis ve hiicrenin
hayatta kalis siliresini uzatmistir (Q. Zhang ve digerleri, 2013). B. Wu ve
arkadaglarinin yaptig1 bir derleme makalede, hem siganlarda hem farelerde ve hem de
kalp hiicrelerinde yapilan g¢aligmalarda ICA, hiicrelerin hayatta kalis siirelerini
artirarak, oksidatif stres enzimlerini diizenleyerek ve apoptoz protein ekspresyonlarini
da azaltarak kardiyoprotektif etkiler gosterdigi dzetlenmektedir (B. Wu ve digerleri,
2018).

5.3.3. Sfingozin-1-Fosfat Reseptor 1(S1PR1)’in Rolii

Sfingosin-1-fosfat reseptor 1'in (S1PR1) aktivasyonu, makrofajlar, mast hiicreleri,
dendritik hiicreleri ve dogal katil hiicreleri olmak {izere bir ¢ok bagisiklik hiicrelerinin
farklilasmasini ve gociinii diizenleyerek bagisiklik sistemi i¢in dnemli bir farmakolojik
mekanizmay1 olusturmaktadir (Spiegel ve Milstien, 2011). Ozellikle T ve B
lenfositlerinin farklilagmasi ve gocii, Multiple Skleroz gibi otoimmiin hastaliklarin
gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve S1Pnin iizerindeki etkisi nedeniyle S1P1'1 ilgi
cekici bir farmakolojik hedef haline getirir (Marciniak ve digerleri, 2018). Ek olarak
S1P1 reseptorlerinin S1PR1//PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinden, proliferasyonu ve
apoptozu diizenledigi de bildirilmistir (H. Wang ve digerleri, 2018). SIPR1’lerin tiim
bu etkilerinin yani sira endotel vaskiiler tonusun homeostazinda da rol oynadigi

yapilan derleme bir makalede pek cok yoniiyle irdelenmektedir (Levkau, 2008).
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S1P'in vaskiler tonus tizerindeki etki mekanizmasi, endotel ve diiz kas hiicrelerinde
bulunan farkli reseptorlere baglanmasi {iizerinden belirlenmektedir. Damarlarda
bulunan S1P, lokal olarak endotel ve diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenebilir
(Kurano ve Yatomi, 2018). S1P’nin, SIP1 ve/veya S1P3 reseptorlerine baglanmasi
sonucunda Akt'nin, PI3K'yi aktive ederek eNOS'un fosforilasyonuna ve NO {iiretiminin
artmasina neden oldugu kabul edilmektedir. Ek olarak, S1P kaynakli NOS
aktivasyonunun kismi olarak Ca2+/CaM'ye bagl oldugu gosterilmistir. NO, GS
aktivasyonuna bagli olarak sGMP {iretimini katalizler. sGMP ise, PKG aktivasyonuna
neden olur. PKG, Ca™’yi azaltir ve bu sayede vazodilatasyonu gergeklestirir
(Watterson ve digerleri, 2005). SIPR1’lerin farmakolojik bir hedef haline getiren en
onemli hastalik Multiple Skleroz (MS) dur (Choi ve digerleri, 2011). FDA onayl tek
S1PR1 modiilatorii olan Fingolimod (FTY720) S1PRI1/SIP sinyal yolagina
etkileyerek immiin sistem yanitint diizenler ve MS hastaliginin tedavisinde kullanilir
(Pelletier ve Hafler, 2012). MS hastaliginin laboratuvar ortaminda taklit edilebilmesi
icin kullanilan 6nemli yontemlerden biri olan Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit
(DOE) hayvan modelinde fingolimodun S1PR 1 modiilatorii olarak etkisi gosterilmistir
(Aktas, Kiiry, Kieseier ve Hartung, 2010). Benzer sekilde ICA’ nin de MS hastaligi
iizerindeki tedavi edici ozellikleri bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir (Jin ve digerleri,
2019). Farelerde yapilan Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit ile indiiklenen MS
modelinde ICA, Fingolimoda benzer sekilde immiin yanit1 diizenlemekte ve anti-
inflamatuvar etkiler gostermektedir (Gao ve digerleri, 2023). Farelerde yapilan
Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit ile indiiklenen MS modelinde ICA,
proinflamatuar proteinleri ve MS kaynakli olumsuz etkileri azaltmaktadir (Cong ve
digerleri, 2020). Farelerde yapilan baska bir MS modelinde ise ICA’nin, apoptozu
azalttig1 ve inflamasyonu diizenledigi gosterilmistir (Wei ve digerleri, 2015). S1PR1
modiilatorii olan fingolimodun hem kardiyoprotektif etkilere (Ahmed ve digerleri,
2019) hem de vaskiiler tonusun diizenlenmesinde etkilidir (T6lle ve digerleri, 2005).
Fingolimoda benzer sekilde ICA da PI3K/Akt/eNOS yolag1 iizerinden gevsetici
etkilere sahiptir (H. Bin Xu ve Huang, 2007b). Projemizde kullandigimiz S1PRI
antagonisti olan W146 (1-3 pM), organ banyosunda iki farkli konsantrasyonda 30 dk
aorta dokularma inkiibe edilmis ve kiimiilatif ICA yanitlar1 alinmigtir. 1 uM W146
inkiibasyonu varliginda ICA gevseme yanitlarinda istatiksel olarak anlamli bir

degisiklik goriilmezken, 3 uM W146 inkiibasyonunda istatiksel olarak anlamlilik
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gozlemlenmistir. S1P1 reseptorlerinin protein ekspresyon diizeyleri western blot
deneyleri ile de incelenmis ve ICA ile inkiibe edilen dokularda kontrol ile
kiyaslandiginda, istatiksel bir artis oldugu saptanmistir. Elde ettigimiz sonuglar
1is1¢inda ICA dogrudan veya dolayli olarak S1PR1/PI3K/Akt/eNOS yolagi iizerinden

gevsetici etkisini gosterebilecegi sdylenebilir.

5.3.4. Sfingozin-1-Fosfat Reseptor 3 (S1PR3)’iin Rolii

Sfingosin-1-fosfat reseptdr 3 (S1PR3)’lerin endotelyal bariyerde, vaskiiler tonusta,
kardiyak fibrozis ve pulmoner fibroziste gérev aldig1 gdsterilmistir. Dolagim ve ¢evre
doku arasinda bulunan endotel bariyeri, fonksiyonel olarak olduk¢a dnemlidir. Zarar
gormesi vaskiiler sizintinin artmasina, enfeksiyonlara ve kanser hiicrelerinin istilasiyla
sonuclanmaktadir (Qian Li ve digerleri, 2021). Garcia ve arkadaslari, yiiksek
konsantrasyondaki S1P’nin; SIPR3/RhoA/Rho kinaz (ROCK) sinyal yolagi lizerinden
endotel bariyerini Gi/Rac sinyallerine karsi korudugunu ve Edg'ye bagli hiicre
iskeletini yeniden diizenleyerek endotel hiicre bariyerinin biitiinliigiinii destekledigini
gostermislerdir (Garcia ve digerleri, 2001). SIPR3’lernin vaskiiler tonus tizerindeki
etkileri ise iki sekilde ger¢ceklesmektedir. Endotel hiicrelerinde bulunan S1PR3’lerin,
NO {iretimini baglatarak vazodilatasyonu uyardig1 (Nofer ve digerleri, 2004), vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde lokalize olan S1PR3’lerin ise hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunu
artirarak vazokonstriksiyona neden oldugu bildirilmektedir (Murakami ve digerleri,
2010). Calismamizda S1PR3 antagonisti olan CAY10444 (10-30 pM) organ
banyosunda aorta dokularinda iki farkli konsantrasyonlarda 30 dk siire ile inkiibe
edilmis ve ardindan kiimiilatif ICA yanmitlar1 alinmistir. ICA gevseme yanitlarinda her
iki konsantrasyon inkiibasyonunda ICA gevseme yanitlarinda istatiksel olarak anlamli
bir degisiklik goriilmemistir. Bununla birlikte S1PR3’lerin protein ekspresyon
seviyeleri western blot deneyleriyle ICA varhginda ve yoklugunda arastirilmis ve
SIPR3 protein ekspresyonunda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir.
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Sonuc ve Oneriler

Projemizde ICA nin, sfingozin sinyal yolagi ile iliskisini aydinlatmak iizere, sfingozin
biyosentezinde gorevli enzimler ve vaskiiler tonusun diizenlenmesinde gorev alan
S1PR1 ve S1PR3’leri iizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu tez kapsaminda ICA’ nin
sfingozin sinyal yolag: ile iliskisi, izole organ banyosu deneyleri ile fonksiyonel
yanitlarda ve western blot deneyleriyle protein ekspresyonu diizeylerinde
arastirilmistir. ICA’nin seramidi, sfingozine doniistiiren seramidaz enzimi iizerindeki
etkisi, seramidaz inhibitorii olan MAPP inkiibasyonu varliinda arastirilmis ve MAPP
ile inkiibe edilen sican aortalarinin ICA gevsemelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik olusturmadigi bulunmustur. Bu sonuca dayanarak ICA’nin seramidaz
enzimi lizerinde bir etkisinin olmadig1 ortaya konmustur. Sfingozinin, sfingozin-1-
fosfata doniisiimiinden sorumlu olan sfingozin kinaz enzimi, sfingozin kinaz inhibitorii
olan DMS kullanilarak arastirilmistir. DMS ile inkiibe edilen sican aortalarinda ICA
gevsemeleri, istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalmistir. Bunun {izerine SK-1
ekspresyon diizeyleri western blot deneyleriyle bakilmis ve ICA inkiibasyonu
varhginda SK-1 ekspresyon diizeylerinin de artti§1 gdsterilmistir. Bu sonuglar, ICA
gevseme yanitlarinin sfingozin kinaz ile iliskisini hem fonksiyonel yanitlar iizerinden
hem de protein ekspresyonundaki artis ile gostermektedir. Sfingozin-1-fosfat
yolaginda bulunan ve S1P biyosentezinde gorev alan enzimlerin yani sira bu yolakta
gorevli reseptorler olan SIPR1 ve SIPR3’leri de projemiz kapsaminda aragtirilmastir.
S1PR1 antagonisti olan W146 ile yapilan ¢alismalarda, ICA gevseme yanitlarmin
azaldig1 izole organ banyosu deneylerinde gosterilmistir. SIPR3 antagonisti olan
CAY10444 ile yapilan ¢alismalarda ise, ICA gevsemelerinde istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir degisiklik saptanmamistir. Bunun {izerine S1PR1 ve
S1PR3’lerinin ekspresyon diizeyleri western blot deneyleri bakilmig ve S1PR1
diizeylerinin ICA varhiginda artarken, S1PR3’lerin protein ekspresyonunda istatiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Tiim bu bulgular ICA’nin S1PR1’ler iizerinden
dogrudan veya dolayli (sentez enzimi) olarak etki gdsterdigini ve SIP3R’ii iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadigini gostermektedir. Literatiirdeki caligmalar ve bizim
sonuclarimiz birlikte degerlendirildiginde, ICA’nin aortada gevsetici etkilerini
sfingozin yolaginda yer alan SK enzimi ve SIPR1 ile etkilesimi sonucu
gerceklestirdigini ve basta anti-apoptotik, antioksidan ve kardiyoprotektif bu yararl

etkilerini sfingozin yolag iizerinden gergeklestirdigini gostermektedir. ICA nin aorta
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izerindeki bu gevsetici etkisini hem SK enzim ekspresyonunu artirmak suretiyle S1P
miktarini arttirarak, hem de S1PR1 ekspresyon diizeylerini artirmak suretiyle
S1PR1/PI3K/Akt yolagini aktive ederek gosterebilecegi fikrini diisiindiirmekte ve elde
ettigimiz fonksiyonel yanitlar bunu desteklemektedir. Giinlimiizde hala oldukca
yiiksek mortalite ve morbidite ile iliskili bir hastalik olan kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarina yonelik yeni ilag ve ilag hedeflerinin arastirilmasi ve tedavilerin
gelistirilmesi olduk¢a ©nemlidir. Projemizde ICA’nin sfingozin sinyal yolag
tizerindeki olas1 farmakolojik etki mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmistir.
ICA’nin sfngozin sinyal yolagindaki enzimler ve reseptérleri izerindeki etkisi ilk kez
caligmamizda gosterilmektedir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, ICA'nin
vaskiiler dokuda sfingozin sinyal yolagini1 kullanarak gevsetici etkiler olusturdugu
kanitlanmistir. Bu kapsamda, ICA’nin SK/S1P/S1PR1 yolagmm bozuldugu
hastaliklarda tedavi edici etki potansiyeline sahip olabilecegini diisiinmekteyiz.
Projemizin sonuglarindan yola ¢ikarak, ICA nin sfingozin yolagimin bozuldugu basta
kardiyovaskiiler hastaliklar olmak tizere Multiple Skleroz, Astim, Parkinson ve
Alzheimer gibi diger hastalilarin tedavisinde de degerlendirilmek iizere 6nemli bir
aday olabilecegi diisiinmekteyiz. Bu hipotezimizin desteklenmesi i¢in bu yolagin
bozuldugu hastalik modelleri olusturularak, ICA etkisi in vivo kosullarda da

arastirilmalidir.
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