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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Gestasyonel Diyabetli ve Normal Gebelerden izole Edilen Umbilikal Arterlerde

Anjiyotensin Il ve TLR4 iliskisinin incelenmesi

Esra BUYUK
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / Konya—2021

Bu in vitro ¢alismada, normal ve gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) olan gebelerden
alinan umbilikal arterlerde Anjiotensin 11 (All) ile Toll Benzeri Reseptor 4 (TLR4) iliskisi
arastiritlmistir. Normal ve GDM’li arterlerde All’nin vazokonstriktor etkileri, bu etkilerin TLR4
agonist ve antagonistleriyle degisimi; ayrica, normal ve GDM umbilikal arterlerinde All ve TLR4
mRNA ekspresyonlar1 belirlenmistir.

Normal ve GDM’1i umbilikal kordlardan hazirlanan arter preparatlari 37°C’ de sabit tutulan
ve %95 0,-%5 CO; Karigimi ile siirekli gazlandirilan Krebs-Henseleit soliisyonu (KHS) igeren izole
organ banyolarina alinmis ve uygulanan ajanlara alinan cevaplar izometrik olarak kaydedilmistir.
Normal ve GDM umbilikal arterlerde All'nin (10°-10* M) maksimum kasilma cevaplar1 arasinda
anlamli bir fark olmadigi; pD2 degerleri karsilastirildiginda ise, GDM grubunda AIl’ye duyarlilik
artist oldugu saptanmistir. GDM grubu umbilikal arterlerde No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester
Hidrokloriir (L-NAME) (10* M, 20 dakika (dk.)) ve lipopolisakkarit (LPS) (0,3 ug/ml, 90 dk.) ile
inkiibasyon normal gebelerden aliman umbilikal arterlerden farkli olarak All’ye duyarlilik artisi
olusmamugtir. Dokularm TAK-242 (106 M, 20 dk.) ile inkiibasyonu GDM’li arterlerde normal gruptan
farkli olarak maksimum cevabi degistirmemis fakat, All’'ye duyarliligi azaltmistir. BBR (10° M, 30
dk.) ise, GDM grubunda normal dokulardan farkli olarak maksimum cevap ve duyarlilikta degisme
olugturmamistir. gRT-PCR analizinde ise, normal ve GDM umbilikal arterlerde TLR4 ve Anjiyotensin
Il tip 1 reseptor (AT1) geni AGTR1’in mRNA diizeyinde ekspresyonlart Olgiilmiistiir. Yapilan
Olgtimlerde gruplar arasinda anlaml bir farka rastlanmamustir.

Bu sonuglar, normal ve GDM umbilikal arterleri arasinda AIl’nin vazokonstriktor etkisinin
TLR4 reseptorii aracilifiyla kismen modiile edilebilecegini gdstermektedir. Bu g¢alisma, AIl ve
TLR4’i iligkilendiren literatiir bulgulariyla paralellik gostermektedir. Ancak, 6rnek sayisi artirilarak
yapilacak daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Anjiyotensin I1, gestasyonel diyabetes mellitus, LPS, TAK-242, TLR4



ABSTRACT

REPUBLIC OF TURKEY
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE

Investigation of the Relationship Between Angiotensin Il and TLR4 on
Umbilical Arteries isolated from Pregnants Of Normal And Gestational
Diabetes

Esra BUYUK
Department Of Medical Pharmacology
PhD Thesis / Konya—2021

It has been investigated the relationship of Angiotensin Il and Toll Like Receptor 4 (TLR4)
in umbilical arteries of pregnants with normal and gestational diabetes mellitus (GDM) in this study in
vitro. Vasoconstrictor effects of All, the changes of these effects with the TLR4 agonist and
antagonists, and mRNA expression levels of normal and GDM umbilical arteries have been
determined.

Prepared arteries from normal and GDM umbilical cords have been inserted in an isolated
organ bath filled with Krebs-Henseleit solution (KHS) and aired with a mixture of 95% O, -5% CO,
under fixed temperature at 37°C and responses after agent applications have been recorded
isometrically. No statistical significance has been observed in maximum contraction responses of All
(10°-10* M) in normal and GDM umbilical arteries. As for the comparison of pD2 values, increased
sensitivity to All has been shown in the GDM group. There is no increased sensitivity to All has been
seen in the GDM group umbilical arteries with the incubation of Nw -Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME) (10* M, 20 minutes (min.)) and lipopolysaccharide (LPS) (0.3 pg/ml, 90
min.) contrary to normal arteries. As distinct from the normal group, the tissue incubation with TAK-
242 (10% M, 20 min.) has not changed the maximum contraction response in the GDM arteries.
However, sensitivity to All has been reduced. No difference has been determined in the maximum
contraction response and the sensitivity after BBR (10° M, 30 min.) incubation dissimilar from the
normal tissues. MRNA expression levels of TLR4 and Angiotensin Il type 1 receptor (AT1) gene
AGTR1 have been measured. No statistical difference has been noted between the measured groups in
the qRT-PCR analysis.

As a consequence, it has been shown TLR4 partially modulates vasoconstrictive effect of All
between the normal and GDM umbilical arteries. This study is in comply with literature findings on

the affiliation of All and TLR4. However, more comprehensive studies with high subject numbers are
needed.

Key words: Angiotensin I, gestational diabetes mellitus, LPS, TAK-242, TLR4
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1. GIRIS VE AMAC

Gebelik siirecinde viicutta ¢esitli  fizyolojik degisiklikler ~meydana
gelmektedir. Dokularda artan besin ihtiyaci glikoz ile indiiklenen insiilin salgisini
artirir. Pankreatik beta hiicrelerinin insiilin salgilamada yetersiz kalmasi sonucu
ortaya c¢ikan yiiksek kan glikozu tablosu GDM olarak isimlendirilir (Plows ve ark.,
2018). Tiirkiye’de GDM prevalansinin %17,8 oldugu bildirilmistir (IDF, 2019).
GDM’nin gebelik sirasinda ve sonrasinda hem anne hem de ¢ocuk agisindan gesitli
komplikasyonlara neden olmasi, gebelik doneminde ilag kullanim kisitlilig1 ve birden
cok patofizyolojisinin bulunmasi konuyla ilgili arastirmalarin gerekliligini ortaya

koymaktadir (Johns ve ark., 2018).

GDM sirasinda damar rezistansinda meydana gelen bazi lokal degisiklikler (J.
Li ve ark., 2014), plasenta ve umbilikal kordun biiyiik dl¢iide sinirsel innervasyondan
yoksun olmasi (Fujiyaimia ve ark., 1971; Reilly ve Russell, 1977) plasenta ve
Ozellikle umbilikal kord iizerine etkili lokal vazomotor ajanlardan kaynaklanan

patofizyolojiler tizerine dikkatimizi yogunlagtirmistir.

All, umbilikal kord damarlarinda etkili (Gao ve ark., 2017) giili
vazokonstriksiyon olusturabilen endojen bir molekiildir. TLR4 ise, diyabet
patogeneziyle iligkilendirilmis bir reseptordiir (Alibashe-Ahmed ve ark., 2019).
Yapilan calismalarda All’nin TLR4 ekspresyonunu artirdigi ve cgesitli etkilerine
aracilik ettigi, benzer sekilde AIl antagonistlerinin TLR4 ekspresyonunu azalttigi

goriilmustiir (De Batista ve ark., 2014).

Bu ¢aligmada normal ve GDM umbilikal arterlerinde All ve TLR4 reseptorii
iligkisinin deneysel olarak incelenmesi ve elde edilen ciktilarin literatiire katki
saglamasi yan1 sira TLR4’lin olast tedavi hedefi olarak potansiyelinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Gebelik siiresince diyabetojenik hormonlarin  artisi1  pankreatik  beta
hiicrelerinde hiperplaziye neden olur. Insiilin salgisinin yetersiz kalmasiyla ortaya
¢ikan yiiksek kan glikozu tablosu GDM olarak degerlendirilir. GDM yiiksek dogum
agirhigi, preeklampsi, neonatal morbidite ve 6lii dogum gibi sonuglara neden olabilir.
Ayrica, yenidogan icin obeziteye, insiilin intoleransina ve metabolik sendroma
yatkinlik olusturabilir (Mack ve Tomich, 2017). GDM prevalansinin tiim diinyada
2019 yili verilerine gore %7,5 ila 27 aras1 degisen oranlarda oldugu belirtilmistir.
Tirkiye’de ise, %17,8 oraninda gorildigi ve 2019 yilinda 15,506 canli dogumu
etkiledigi bildirilmistir (IDF, 2019).

Gebeligin 24 ile 28. haftalar1 arasinda yapilan oral glikoz tolerans testi
(OGTT) ile hastalar GDM tanis1 almaktadir. Ag¢lik kan sekerinin 92 mg/dL’nin
tizerinde olmasi GDM belirtisi olarak degerlendirilir. Oral olarak 75 gram glikoz
yiiklemesini takiben birinci ve ikinci saatlerde kan glikoz Slgiimii yapilir. Kan
glikozunun birinci saatte 180 mg/dL veya ikinci saatte 153 mg/dL’nin {izerinde
olmas1 durumunda GDM tanis1 koyulur (Plows ve ark., 2018).

2.1. Gestasyonel Diyabetes Mellitus patofizyolojisi

Gebelik doneminde pek ¢ok fizyolojik degisiklik meydana gelmektedir. Besin
thtiyacinin  karsilanmast amaciyla insiilin hassasiyetinde artis meydana gelir.
Ostrojen, progesteron, kortizol, leptin gibi lokal ve plasental hormonlar ise, insiilin
rezistansina neden olur. GDM patofizyolojisi temelde pankreas beta hiicre
disfonksiyonuna dayanir. GDM’de glikoz ile indiiklenen insiilin salinimimin normal

gebelere gore azaldigi bildirilmistir (Plows ve ark., 2018).

Tip 2 diyabete genetik yatkinlik, iskelet kasinda insiilin rezistansi, leptin
rezistansi, adipoz dokunun enflamasyonu, timér nekroz faktoér o (TNF-a), interlokin
1B (IL-1pB) ve interlokin 6 (IL-6) ile intrauterin maruziyet, oksidatif stres, plasentadan
salman hormonlar ve sitokinler GDM patofizyolojisinde rol oynamaktadir. Fazla
kilo/obezite, yetersiz ve dengesiz beslenme, ileri yas ve aile diyabet dykiisi GDM
icin yatkinlastirict faktorler olarak goriilmektedir. Bu durum yenidoganda fetal

makrozomi, erken dogum, omuz ¢ikigi, hipoglisemi, solunumsal sikintilar gibi
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komplikasyonlara neden olmaktadir. GDM’ye maruz kalan ¢ocuklarda ileriki
donemde prediyabet/diyabet, metabolik sendrom veya yiiksek viicut-Kitle indeksi
goriilme riskinin arttig1 bildirilmistir. Annede ise; preeklampsi, polihidraminoz,
sezaryen dogum riski artmaktadir. Radikal tedavi yontemi bulunmamakla birlikte
genellikle dogumla birlikte annenin insiilin rezistansi da diizelmektedir. Hayat tarzi
degisiklikleri ve insiilin takviyesi rutin tedavide kullanilmaktadir. (Johns ve ark.,
2018; Plows ve ark., 2018).

Normal ve GDM gebelerde yapilan bir ¢alisma umbilikal arterde sistolik,
diastolik basing ve rezistansin diyabet grubunda, normal gebelere gore anlamli
Olciide fazla oldugunu gdstermistir. Bu durum, gebeligin ikinci trimesterinde GDM
grubundaki fetiislerde azalmis kan akimi ve gelisim geriligine neden olmustur. (J. Li
ve ark., 2014). Bu durum, umbilikal kordda meydana gelen lokal faktorlere dikkat
¢ekmektedir.

2.2. Umbilikal kordun yapisi

Umbilikal kord, amniyon dokusundan koken alan, gebeligin igiincii
haftasinda gelismeye baslayan iki arter bir venden olusan, dis1 Wharton jeli ile kapli,
koryon tabakasina bagli doku igerisinde bulunan yapidir. Umbilikal arter duvari
intima ve kalin bir kas tabakasindan meydana gelir. Kas tabakasinin i¢ kismi
boylamasina, dig kismi ise sarmal yapida olan iki katmanlh kas tabakasindan
olusmaktadir. Fetiisiin perfiizyonu umbilikal arterler ve vendeki kan akimi aktif
olarak kan basinci gradiyenti ve kord boyunca olugan pasif basing degisiklikleri ile
saglanir. Vaskiiler yapilardan birinin veya birkaginin eksik olmasi c¢esitli
anomalilerle iliskilendirilmistir. Saglikli gebelerde yapilan incelemelerde umbilikal
arter ve ven ¢apinin takip eden haftaya gore artis gosterdigi belirlenmistir. Umbilikal
kord gebeligin 40. haftasina kadar 60 cm uzunluga ve 4 cm ¢apina erisebilmektedir

(Spivack, 1946; Stallabrass, 1963; Spurway ve ark., 2012; Muniraman ve ark., 2018).

Yapilan ¢alismalarda umbilikal arterlerde diger arterlerden farkli olarak
otonomik innervasyon bulunmadigi gosterilmistir. Bir ¢alismada umbilikal kordun
noral innervasyonu, ndral yapilara baglanan antikorlar ve hematoksilen & eozin
boyama ile arastirilmig, fetal beyin ve ndroblastoma dokulart kontrol grubu olarak

kullanilmistir. Her trimester i¢in alinan liger Ornekte (n=9) yapilan incelemede
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kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir boyanma gozlenmemistir (FOx ve
Khong, 1990). Baska bir ¢aligmada ise, 5 normal ve 2 diyabetik gebeden alinan
umbilikal kordlar adrenerjik ve kolinerjik sinir uglarmmi goriintilemek amaciyla
floresan boyama ile incelenmistir. Fare iskelet kasi ve adrenal bez dokular ise,
kontrol amaciyla kullanilmistir. Kontrol kesitlerinde pozitif boyanmalar goriiliirken,
umbilikal kord Kkesitlerinde zemin boyanmasi disinda herhangi bir boyanma

gozlenmemistir (Reilly ve Russell, 1977).

Umbilikal damarlarin otonom inervasyonunun olmamasi nedeniyle; bu
damarlar1 etkileyen endojen veya eksojen vazoaktif ajanlar plasental dolagimin
diizenlenmesi ve fetiisiin gelisimi agisindan 6nemlidir. Bu nedenle kanda bulunan
All, arjinin, vazopressin ve atriyal natriiiretik peptid; sinir uglarindan salinan
asetilkolin ve noradrenalin; Gstrojen, progesteron ve glukokortikoidler gibi endokrin
hormonlar ve bradikinin, histamin, serotonin, prostaglandinler, lokotrienler,
endotelin ve adenozin gibi otokoidler umbilikal damar tonusun diizenlenmesine
onemli oranda katki saglamaktadir (Walters, 1992; X. Li ve ark., 2016).

2.3. Anjiyotensin 11 (All)

Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) s1v1 elektrolit dengesinin diizenlenmesinde

ve bobrekler yoluyla kan basincinin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir.

Bobrekte jukstaglomeriiler epitel hiicrelerinde sentezlenen preprorenin
prorenine doniistiirtilerek salinir veya graniillerde renin olarak depolanir. Renin,
karacigerden salinan anjiyotensinojeni anjiyotensin I’ (Al)e ve Al ise, anjiyotensin
dontistiiriici enzim ile All’ye donistiriilmektedir (Harvey ve ark., 2019). AT1
reseptoriine baglanan All, su-tuz retansiyonu ve vazokonstriksiyona neden olur.
Renin sentezi primer olarak baroreseptorler ve makiila densa tarafindan kontrol
edilmektedir. All, aldosteron sentezleyen enzimlerin salinimimi artirarak,
adenokortikal hiicrelerin  proliferasyonunu artirarak ve ATl reseptorlerini
indiikleyerek aldosteron salinimini saglamaktadir (Sekil 1)(Matsusaka ve Ichikawa,
1997).
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Sekil 1. Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (Barrett ve ark., 2012).
Ganong’s Review Of Medical Physiology 24.baskidan Tiirkgelestirilerek alinmuistir.

RAS’m sistemik etkilerin yan1 sira doku diizeyinde de otokrin ve parakrin
rolleri bulunmaktadir. Kalp, bobrek ve adrenal bez gibi dokularda bulunan AIl’nin
lokal olarak sentezlendigi; anjiyotensin doniistiiriicii enzimin ise, vaskiiler endotel,
renal proksimal tiibiiler endotel, kalp, akciger, ince bagirsak, kolon ve beynin bazi
bolimlerinde bulundugu bildirilmistir. Bunun disinda dokuda bulunan bagka
enzimler de All sentezinden sorumludur. AT1 reseptorii de benzer sekilde dokularda
dagilim gostermektedir. Bu sayede dokuda ATI1 reseptOriiniin vazokonstriktor,
proliferatif, trombotik ve aritmojenik etkilerine aracilik etmektedir (Nehme ve ark.,
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2019). AII diizeyindeki artis AT1 reseptor ekspresyonunu da artirmaktadir. Fakat,
All’ye kronik maruziyetin reseptorde down-regiilasyona neden oldugu gosterilmistir.
Bunun disinda pek ¢ok madde ATI reseptoriiniin ekspresyonunu etkilemektedir. All,
AT]1 reseptoriine baglandiktan sonra G-protein ve tirozin kinaz aracili bir dizi sinyal
yolagini aktive eder ve hiicre sag kalimi, hipertrofi, oksidatif stres, hipertansiyon,
hiperlipidemi, ateroskleroz ve enflamasyon gibi olaylar1 etkilemektedir (Mehta ve
Griendling, 2007).

2.4. Toll benzeri reseptorler (TLR)

TLR insan hiicre membraninda veya endozomlarinda bulunan ve 10 iiyeden
olusan bir reseptor ailesidir. Dogustan ve adaptif immiinitenin bir pargasi olarak
kabul edilirler. Eksojen ligandlar1 patojenler ve LPS olup; uyarildiklarinda niikleer
faktor kappa B (NFxB) ve mitojenle aktiflesen protein kinaz yolaklarini aktive
ederler. Bunun sonucunda pek ¢ok proenflamatuvar sitokin, kemokin ve eslik eden
diger molekiillerin salinimina yol agarlar (Vidya ve ark., 2018). Toll benzeri
reseptorlerden TLR4 ise; diyabet, obezite, metabolik sendrom basta olmak tizere
kardiyovaskiiler, otoimmiin, santral sinir sistemi ve psikiyatrik pek ¢ok hastalikla
iliskilendirilmektedir. TLR4’lerin uyarilma ve enflamasyon aninda salinan f-
defensin, hyaliironik asit, heparin, P maddesi gibi endojen ligandlar1 bulunmaktadir.
LPS ise baslica eksojen ligandlaridir. Etanolamin tiirevleri, CCL-34, KRN7000 ve
TAK-242 sentetik antagonislerini teskil eder. Kurkumin, glisirizin, kafeik asit fenetil
ester, sinnamaldehit, epigallokatesin gallat, paklitaksel, morfin ve nalokson gibi
dogal ajanlarin da TLR4 modiilatorleri oldugu bildirilmistir (Peri ve Calabrese,
2014).

2.5. TAK-242

Takeda Farmasdtik tarafindan sentetik olarak gelistirilen TAK-242, sitokin ve
enflamatuvar ajanlarin salinimini inhibe eden 6zelliginden dolay: sepsis tedavisinde
degerlendirilmistir. Yapilan Faz 3 c¢aligmasi yeterli antienflamatuvar etkiyi
saglayamadigi gerekgesiyle durdurulmustur. TLR4‘lin potent antagonistlerinden biri
olan TAK-242, LPS ile yarigmasiz olarak TLR4 inhibisyonuna neden olur. (Romerio
ve Peri, 2020). Literatiirde resatorvid ve CLI-095 olarak da isimlendirmeleri

mevcuttur.



2.6. Berberin (BBR)

BBR, Asya ve Avrupa iilkelerinde kullanilan Berberis vulgaris basta olmak
tizere cesitli bitkilerin (Berberis aristata L., Berberis croatica L., Berberis
aquifolium L., Coptis chinensis L., Coptis japonica L., Hydrastis Canadensis L) kok,
rizom, govde ve kabugundan elde edilen alkaloit yapida bir etkin maddedir. Tip Il
diyabet, polikistik over, postmenopozal osteoporoz, metabolik sendrom,
ateroskleroz, konjestif kalp yetmezligi, ventrikiiler tasiaritmi, radyoterapi
komplikasyonlari, akut iskemik inme, diyare gibi hastaliklarin tedavisinde terapotik
etkileri ve antibakteriyel etkinligi arastirilmistir (Imenshahidi ve Hosseinzadeh,
2019).

Sekil 2. Berberinin yapisi (BRENDA, 2021).

BBR ve kurkumin gibi dogal ajanlarin TLR4 reseptorii lizerine antagonist

etkileri oldugu bildirilmistir (Molteni ve ark., 2018).

Streptozosinle diyabet olusturulmus siganlarda berberinin farkli dozlarda (50,
100 ve 200 mg/kg/giin) uygulamasi yapilarak kan basinci ve vazodilatasyon iizerine
etkileri arastirilmistir. BBR diyabet grubuna gore doza bagimli olarak viicut agirligi
ve kan glikozu degerlerini anlamli dlgiide azaltmistir (p<0,05). Siganlardan izole
edilen orta serebral arterlerin asetilkolin aracili gevsemesinin 100 ve 200 mg/kg/giin
BBR uygulanan diyabetik grubunda diyabet kontrol grubuna gore anlamli olarak
daha fazla oldugu gosterilmistir (p<0,05). Serebral arterlerden izole edilen vaskiiler
diiz kas hiicreleri ile yapilan dlgiimlerde ise, 100 mg/kg/giin BBR uygulanan diyabet
grubunda kalsiyum ile aktiflenen potasyum kanallarmin fonksiyonelligini ve
ekspresyonunu diyabet kontrol grubuna gore anlamli 6lgiide artirmigtir (p<0,05) (Ma

ve ark., 2017).



BBR’nin pozitif inotrop etkisini ve etki mekanizmasini belirlemek amaciyla
siganlardan izole edilen kalp preparatlar1 Langendorf apparatinda incelenmistir. BBR
10-20 uM konsantrasyonlarinda kalp kontraktilitesinde kontrol grubuna gére anlamli
sekilde artis olusturmus; 100-300 uM aras1 konsantrasyonlarda ise, izole sol
ventrikiil kas striplerinde doza bagimli sekilde kasilmay1 artirmistir. BBR ’nin 30-300
UM arast konsantrasyonlarmin sol ventrikiil miyositlerinde intraseliiler kalsiyum
miktarin1 kontrol grubuna goére anlamli Olglide artirdigi gosterilmistir (p<0,05).
Kalsiyumsuz ortamda 300 uM BBR ile yapilan ¢alismada gerilim 17,7 £ % 19,8
olarak ol¢iiliirken, kalsiyumlu ortamda gerilim 121,0 £ % 18,3 olarak Slgiilmiistiir.
Bu durum BBR’nin kasilma etki mekanizmasinin ekstraseliiler kalsiyum ile iligkili
oldugunu diisiindiirmiistlir. L-tipi kalsiyum kanali inhibitorii nifedipin varliginda
BBR’nin olusturdugu kasilma, yalniz BBR grubuna goére anlaml sekilde azalmistir
(p<0,05). Fakat, nifedipin varliginda intraseliiler kalsiyum diizeyinde anlamli bir
azalma meydana gelmemistir (p>0,05). FPL-64716 isimli kalsiyum kanal aktivatorii
BBR ile alinan kasilma cevaplarini artirmistir. Sodyum varliginda elde edilen BBR
kasilmasinin sodyumsuz ortamda azaldigi da bulgular arasindadir (p<0,05). Bu
bulgular 1s5181nda BBR’ye bagl kasilma cevaplarina kalsiyum ve sodyumun aracilik

ettigi one stirilmistiir (Zhao ve ark., 2020).

Diger bir ¢alismada, insiilinoma hiicreleri LPS ile 24 saat indiiklenerek
antienflamatuvar yanit ve hiicre sag kalimi yoniinden degerlendirilmistir. Pankreas
beta hiicrelerinin sag kalimi LPS inkiibasyonu ile anlamli 6l¢iide azalmigtir (p<0,05).
BBR ve TAK-242 uygulamas: ise; hiicre sag kalimindaki azalmayi anlamli 6lgiide
onlemistir (p<0,05). Hiicrelerinin LPS ile muamelesinden sonra siipernatanda 6lgiilen
instilin miktar1 yiikselmistir. BBR ve TAK-242 uygulamasiyla olgiilen insiilin
miktar1 azalmistir (Y. Wang, 2014).

BBR’nin diyabetik nefropati lizerine etkilerini aragtirmak amaciyla Sprague—
Dawley tiirii sicanlar kullanilarak 65 mg/kg streptozotosin ile diyabetik nefropati
modeli olusturulmustur. Sekiz haftalik deney siiresi boyunca BBR ¢esitli
konsantrasyonlarda (50, 100 ve 200 mg/kg/giin) gavaj yoluyla uygulanmistir. Deney
gruplar1 kontrol, diyabetik nefropati ve diyabetik nefropati ile BBR nin 3 farkli dozu
uygulanan gruplar olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Calisma sonunda BBR’nin 100
ve 200 mg/kg/giin uygulandig1 gruplarda diyabetik nefropati grubuna gore aclik kan
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glikozu, idrar total protein, serum Kreatinin, kan iire azotu, IL-1p ve IL-6
diizeylerinde anlamli iyilesme gozlenmistir (p<0,05). Ayni sekilde TLR4 ve ilgili
yolaktaki bazi parametreler de BBR’nin belirtilen gruplarinda anlamli azalma
goriilmiistiir (p<0,05). In vitro diyabetik nefropati olusturmak amaciyla fare podosit
hiicreleri 30 mM yiiksek glikoz konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilmistir. BBR
(60 ve 90 uM) gruplarinda kontrol grubuna gére TLR4, IL-1B, IL-6 ve apoptoz
diizeylerinde belirgin azalma tespit edilmistir. Ayrica, podosit hiicrelerinde BBR

etkilerinin TAK-242 ile paralellik gostermesi ve niikleer faktor kappa B (NF-«B)
aktivatorii ile geri g¢evrilmesi nedeniyle BBR’nin TLR4/NF-kB yolagi inhibitorii
olabilecegi diistiniilmiistiir (Zhu ve ark., 2018).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu {izerine BBR’nin etkisini
belirlemek amaciyla siganlarda karotid hasar modeli olusturulmustur. Siganlara balon
anjiyografi yontemiyle hasar olusturulduktan sonra 14 giin AIl veya epidermal
bliylime faktorii uygulanarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve
migrasyonu incelenmistir. Hasar olusturulmadan 14 giin 6nce BBR uygulamasina
baslanan ve AIl uygulamasi sirasinda devam eden BBR grubunda All’nin
indiikledigi hiicre migrasyonu BBR uygulanmayan gruba gore anlamli o&lglide

onlenmistir (p<0,05)(Lee ve ark., 2006).

2.7. TLRA4-Diyabet iligkisi

Bir calismada, MIN-6 fare insiilinoma hiicreleri ile dondrlerden elde edilen
insan pankreatik beta hiicrelerinde TLR4 aktivasyonunun insiilin salinimi ve hiicre
sag kalimi iizerine etkisi arastirilmistir. Hiicreler LPS’nin artan dozlariyla (0-50
ng/ml) inkiibe edilmistir. LPS ile 48 saat inkiibasyon yapilan grupta sag kalim,
kontrol grubuna gore anlamli 6l¢iide azalmistir (p<0,05). Ayrica, inslilin mRNA ve
protein ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir. LPS uygulamasi
beta hiicre canliligii da azaltmistir. Bulgular MIN-6 hiicrelerinde de benzerlik

gostermistir (Garay-Malpartida ve ark., 2011).

TLR4 aracili enflamasyonun insiilin rezistansi ve karaciger yaglanmasi i¢in
yatkinlastiric1 faktoér olusturabilecegi diisiiniilmiis ve bunu arastirmak amaciyla
hepatosit TLR4 knockout fareler ile calisilmistir. On hafta kronik ve 3 hafta akut
olmak {izere yiiksek yagl diyetle beslenen TLR4 knockout ve kontrol grubu fareler
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insiilin tolerans1 testlerine tabi tutulmuslardir. Incelenen farelerde OGTT yéniinden
herhangi bir farklilik gériilmemistir. insiilin hassasiyeti ise; glikoz infiizyon hizi,
kaslarda glikoz geri alimi ve glikoz islenmesi parametreleri ile degerlendirilmis ve bu
parametrelerde 3 hafta yiiksek yagh diyetle beslenen grupta anlamli iyilesme
kaydedilmistir (p<0,05). TLR4 aracili enflamatuvar yanit olmadiginda 10 haftalik

kronik diyet ise, insiilin rezistansini artirmistir (Tao ve ark., 2017).

TLR4’iin pankreas beta hiicreleri {izerine etkinligini arastirmak {izere normal
ve TLR4-knockdown siganlar normal ve yiiksek yagl diyetle beslenmistir. Insiilin ve
HOMA-f degerleri yagl diyetle beslenen siganlarda normal diyetle beslenen kontrol
grubu siganlara gore azalmistir. HOMA-IR, insiilin ve glikoz rezistansi artmigtir
(p<0,05). Yagh diyetle beslenen TLR4-knockdown grubundaki si¢anlarda ise,
normal yagli diyet alan sicanlara gore bu etkiler anlamli 6l¢iide dnlenmistir (p<0,05)
Ayrica, B-TC6 fare adacik tiimor hiicresinde palmitik asit ve LPS ile indiiklenen
toksisite sonucu kontrol grubuna goére apoptoz diizeyi artmis, bazal ve glikoz ile
indiiklenen insiilin salimimi anlamli dlglide azalmistir (p<0,05). TLR4-knockdown

grubunda ise bu etkiler anlamli 6lgiide engellenmistir (p<0,05) (Yan ve ark., 2020).

Otoimmiin diyabette TLR4 aktivasyonuna bagli proenflamatuvar faktorlerin
roliinii belirlemek amaciyla non-obez diyabetik fareler kullanilmistir. Kontrol grubu
ve TAK-242 uygulanan gruplarda dogumdan itibaren 8 ila 26 hafta arasinda
otoimmiin diyabet gelisimi izlenmistir. Stire sonunda TAK-242 uygulanan siganlarin
%350’sinde diyabet gelisimi engellenirken, kontrol grubunun tamami diyabet ile
sonuclanmistir. Yapilan immiinohistokimya analizinde enflamatuvar ajanlarin

pankreas beta hiicrelerine infiltrasyonu TAK-242 uygulamastyla doza bagimli olarak

azalmstir (Alibashe-Ahmed ve ark., 2019).

Tip Il diyabet ile enflamasyonun iligkisini arastiran bir ¢alismada TLR4’{in
diyabet patogenezindeki roliinii belirlemek amaciyla, insan dondrlerden izole edilen
pankreas adaciklarinda TLR4’tin LPS ile indiikklenmesi sonucunda IL-1f, IL-8 ve
TNF-o salmimmin arttigr belirtilmistir. Pankreas adaciklarimin LPS ile 72 saatlik
inkiibasyonundan sonra beta hiicrelerinde apoptoz ve kaspaz-3 seviyesinin anlamli
sekilde arttig1 gosterilmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda glikozla indiiklenmis insiilin
saliniminda da diisiis gézlenmistir. LPS uygulanmis beta adacik hiicrelerinde TLR4

inhibitorii TAK-242 varliginda ise, IL-1P, IL-6, IL-8 ve TNF-a’nin mRNA
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ekspresyonlarinda azalma kaydedilmistir. Kaspaz-3 diizeyindeki artis da TAK-242
uygulamasiyla 6nlenmistir (He ve ark., 2019).

Sicanlardan elde edilen pankreas adaciklarinda TLR4’{in enflamatuvar yanit
izerine bazi etkileri incelenmistir. TLR4 diizeyinin LPS uygulamasiyla zamana bagh
olarak arttig1, 24 saat uygulamadan sonra baslangica gore anlamli diizeyde farkli
oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Adacik hiicrelerinde LPS uygulamasinin reaktif
oksijen tiirlerinin iiretimini ve apoptozu ve kaspaz-3’ii artirdigi, anti-TLR4 ve TLR4
knockdown gruplarinda ise, bu artisin anlamli diizeyde azaltildigi gozlenmistir
(p>0,05). Ayrica, LPS glikoz ile indiiklenen insiilin salinimin1 kontrol grubuna gore
azaltirken, anti-TLR4 ve TLR4 knockdown gruplarindaki azalma LPS’ye gore
onemli 6l¢iide 6nlenmistir (p<0,05) (X. Wang ve ark., 2017).

Baska bir caligmada pankreas beta hiicrelerine LPS uygulamasi sonucu IL-6
ve TNF-a diizeyleri yiikselmistir. TLR4 inhibitorlerinden BBR ise, bu artis1 doza
bagimli olarak azaltmistir. TAK-242 uygulamasi da benzer etkiler olusturmustur.
LPS uygulamasiyla belirgin olarak diisiis gosteren hiicre canliligi, BBR’ nin artan
dozda uygulanmasiyla artig gostermistir. Benzer sekilde LPS ile indiiklenen pankreas
beta hiicrelerinde BBR uygulamasindan sonra apoptoz diizeyinde diisiis izlenmistir.
Beta hiicrelerinden insiilin salinimi ise, LPS uygulanmasiyla artis gostermistir. BBR
uygulamasi artan insiilin salinimin1 doza bagimli olarak azaltmistir. TAK-242 de

insiilin salinimin1 azaltic1 yonde bir etki olusturmustur (Y. Wang, 2014).

2.8. AlI-TLR4 iliskisi

All ile TLR4’iin iliskilendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Hipertansiyonda
artmis RAS sistemine TLR4’{lin etkisini belirlemek amaciyla normal ve hipertansif
siganlar kullanilmigtir. Ayrica, bu sicanlardan izole edilen vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden primer kiiltiir elde edilmistir. Normal ve hipertansif siganlardan izole
edilen aort seritlerinde TLR4 mRNA ekspresyonu incelendiginde, hipertansif
sicanlarda TLR4 ekspresyonunun normale gore daha fazla oldugu gozlenmistir
(p<0,05). Bu artis losartan uygulamasi ile anlaml 6l¢iide azalmigtir. TLR4 antikoru
uygulamasi ise, fenilefrinle indiiklenen kasilmay1 azaltirken; asetilkoline bagh

vazodilatasyonu artirmigtir (De Batista ve ark., 2014).
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All, AT1 reseptorii araciligiyla enflamatuvar olaylan tetiklemektedir (Mehta
ve Griendling, 2007). All ve LPS’nin proenflamatuvar ve vazomotor etkilerini
karsilastirmak amaciyla fare mezenterik arteri izole edilmistir. Izole edilen arterler
LPS ve/veya All ile inkiibe edilmistir. LPS, mezenterik arterlerde karbakol ile
olusturulan vazodilatasyonu anlamli 6lgiide inhibe etmistir (p<0,05). Fenilefrin ile
olusturulan kasilma yanitin1 AIl anlamli diizeyde artirirken; LPS ile alinan yanit
anlaml diizeyde degildir. Dokularda IL-6 ekspresyonu yalnizca LPS inkiibasyonu ile
anlamli Olgiide artis gostermistir (p<0,05). AGTR1a mRNA ekspresyonu tiim
inkiibasyon gruplarinda taze dondurulan arterlere gore belirgin azalma gostermistir
(p<0,05). TLR4 mRNA ekspresyonu ise, tiim inkiibasyon gruplarinda taze
dondurulmus arterlere gore anlamli dlgiide artmistir (p<0,05). NO ile ilgili 6l¢iilen

parametrelerde ise, herhangi bir farklilik izlenmemistir (Outzen ve ark., 2017).

C57BL/6 cinsi farelere 28 giin boyunca All infiizyonu ve LPS uygulamasinin
TLR4 ekspresyonu lizerine etkisi degerlendirilmistir. Uygulamanin son 14 giinii ise,
TLR4 antagonisti uygulanmustir. Bu siire sonunda korpus kavernosum dokusu serit
halinde izole edilmistir. Fenilefrin ile kasilma yanitlar1 alman seritlerde All
uygulanmis dokularin kasilma miktar1 daha fazla Olglilmustiir. TLR4 antagonisti
uygulamasi bu kasilmayi anlamli olarak Onlemistir (p<0,05). All’ye ilaveten L-
NAME ve atropin varliginda artan fenilefrin kasilmalar1 kronik TLR4 antagonisti
uygulanan grupta 6nlenmistir. AIl uygulamasi yapilan farelerde kontrol grubuna gore
yiiksek kan basinci olugsmus olup, bu durum, anti-TLR4 uygulamasi ile nispeten

azaltilmisgtir (Nunes ve ark., 2017).

C57BLY/6 cinsi farelerden izole edilen kavernoz vaskiiler diiz kas hiicreleri 12-
24 saat negatif kontrol, All ve pozitif kontrol (LPS) ile inkiibe edilmistir. All veya
LPS ile muamele goéren dokularda TLR4 boyanmasi daha fazla izlenmistir.
Asetilkolinin 107" M konsantrasyonunda All ve TLR4 antagonisti grubunda elde
edilen gevseme yanitlar1 sadece AIl uygulanan gruba gore anlamli olarak daha

fazladir (p<0,05)(Nunes ve ark., 2017).

All'nin indiikledigi enflamatuvar yanit ve aterosklerotik olaylar iizerine
TLR4 sinyal yolaginin etkilerini belirlemek amaciyla si¢an torasik aortundan izole
edilen vaskiiler diiz kas hiicrelerinde AIl uygulamasindan 6nce TLR4 antikoru ile

preinkiibasyon yapilmasi AIl’ye bagl yanitlar1 dnlemistir. Hiicrelere AIl uygulamasi
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TNF-o miktarimi kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiikseltmistir. TLR4 antikoru
uygulamasi yapilan gruplarda TNF-o diizeyindeki artis doza bagimli olarak
engellenmistir (p<0,05). Baska bir grupta vaskiiler diiz kas hiicreleri AIl veya LPS
ile 24 saat inkiibe edilmistir. TLR4 ekspresyonu immiinofloresan boyama ve
konfokal mikroskop ile degerlendirilmistir. AIl ve LPS inkiibasyonu yapilan
gruplarda kontrol grubuna goére TLR4 boyanmasi agisindan doza bagimli bir artig
izlenmistir (p<0,05)(Ji ve ark., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismas1 Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi ilag ve
Tibbi Cihaz Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu’nun 2020/2400 sayili etik onayi ile
yapilmistir. Calismada, 01/02/2021-30/04/2021 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’ndan
sezaryen ve normal dogum sirasinda tibbi atik olarak ayrilan umbilikal kordlar

kullanilmuastir.

Umbilikal kord 6rnekleri 7 normal gebe ve 7 GDM gebeden elde edilmistir.
Omnekler kuru buz yardimiyla soguk KHS iginde Tibbi Farmakoloji Laboratuvari’na
getirilmigtir. Kordlardan buz iizerinde izole edilen arterler, yaklasik 50 mg
miktarinda olacak sekilde qRT-PCR ile incelenmek iizere sivi azot igerisinde

taginarak buzdolabinda -80°C’de muhafaza edilmistir.

Izole organ banyosundaki analizler icin g¢evre dokulardan temizlenmis 3-4
mm genisligindeki arterlerden serit seklinde preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan
seritler sicakligit 37°C’de sabit tutulan %95 02-%5 CO2 karisimi ile siirekli
gazlandirilan KHS soliisyonu igeren 10 ml’lik izole organ banyolarina alinmuistir.
Dokular 1 gram istirahat gerilimi altinda 60 dakika dinlendirilmis ve bu siire boyunca
15 dakika araliklarla KHS ile yikanmistir. Dinlenme periyodunun bitiminde
uygulanan ajanlara alinan cevaplar bir transdiiser (BIOPAC MP36, California USA)
yardimu ile izometrik olarak (Commat, Ankara, TURKIYE) kaydedilmistir (Sahin ve
Dagtekin, 2018).

3.1. Kimyasallar
Lipopolisakkarit L3129 (distile suda ile 0,3 pg/ml konsantrasyonunda

hazirlanmigtir),

TAK-242 614316 (10 M stok konsantrasyonu dimetil siilfoksit (DMSO) ile
hazirlanmis distile su ile banyoda 108 M konsantrasyona ulasacak sekilde

seyreltilerek uygulanmaistir),

Berberin hidrokloriir (BBR) (B3251 Sigma): DMSO-distile su (1:1) ile 10°

M konsantrasyonda hazirlanmistir,
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No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester Hidrokloriir (L-NAME) N5751 (distile suda

hazirlanmistir) Sigma’dan,

Anjiyotensin II (human) (AII) 17150 (distile suda hazirlanmistir) Cayman

Chemical’dan temin edilmistir.

KHS [mM]: NaCl 118.30; KCI 4.69; KH2POs 1.18; CaCl..6H.O 1.25;
MgSO4 1.17; NaHCO3 25.00; Glikoz 11.10 ve 80 mM KCI [mM]: NaCl 4.37; KCI
80; KH2PO4 1.2; CaCl2.6H20 2.50; MgSO4 1.50; NaHCOgz 25.00; Glikoz 11.10

¢oOzeltileri belirlenen miktarlarda distile su ile hazirlanmistir.

LPS grubunda dokular, distile su ile 0,3 pg/ml konsantrasyonunda
hazirlanmistir. TAK-242 grubunda, DMSO ile TAK-242’nin 102 M stok
konsantrasyonu hazirlanmistir. Ardindan distile su ile banyoda 10° M
konsantrasyona ulasacak sekilde seyreltilerek uygulanmistir. L-NAME distile su ile
banyo konsantrasyonu 10° M olacak sekilde hazirlanmistir. BBR, DMSO-distile su
(1:1) ile 10° M konsantrasyonda hazirlanmistir. All, distile su ile 104 M
konsantrasyonda hazirlanip 10° M’a kadar distile su ile seri diliisyonlar elde
edilmistir. Cozeltilerde kullanilan DMSO, vaskiiler herhangi bir etki olusturmayacak
miktardadir (<% 0,1) (De Batista ve ark., 2014) ve belirtilen tiim konsantrasyonlar

banyo i¢i konsantrasyonlardir.

3.2. Izole Organ Banyosu Caligmalari

Kontrol grubu olarak AII’nin umbilikal arter seritlerinde bazal tonus iizerine
etkileri aragtirllmistir. Dokular, 15 dakikalik yikama peryotlari olmak iizere toplam
30 dakika KHS soliisyonunda dinlendirilmistir. Dinlenme peryodunun bitiminde
organ banyosu i¢ine 80 mM KCI ilave edilerek dokularda maksimum kasilma
cevaplart alinmis ve dokular yikanarak bazal diizeye kadar gevsemesi saglanmuistir.
Daha sonra banyoya All (10°-10% M) kiimiilatif olarak uygulanarak kasilma

cevaplar kaydedilmistir.

Diger gruplarda ise All ile kasilma cevaplar1 alinmadan 6nce; dokular organ
banyosuna ilave edilen LPS (0,3 pg/ml, 90 dk) (Barona ve ark., 2011), TAK-242 (10
® M, 20 dk.) (Farzi ve ark., 2015), L-NAME (10° M, 20 dk) (Sahin ve Dagtekin,
2018) ve berberin (10° M, 30 dk.) (Bolle ve ark., 1998) ile inkiibe edilmistir.
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Kontrol L-name LPS TAK BBR

4 5
KCl KCl KCl KCl
KCl
S — pY A L A N/
e
~— L-NAME LPS TAK-242 Berberin
—_—— (inkibasyon (inkGibasyon) (inkGibasyon) (inkiibasyon)
S — pY A L A N/
All
(kiimilatif) All All All Al
(kiimlatif) (kiimlatif) (kiimlatif) (kimlatif)
L A \, J \, J \, J \, J

Sekil 3. izole organ banyosu uygulama gruplari (n=7).
3.3. gRT-PCR analizi

Izole edilen arterlerden alman 25-50 mg’lik rnekler bistiiri yardimryla kiigiik
pargalara ayrilmigtir. RNA izolasyon kiti (SanPrep Column microRNA Miniprep Kit,
Katalog numarasi: SK8811, Bio Basic, Amerika Birlesik Devletleri) prosediiriine
uygun olarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Parcalanan Orneklere 1 ml
eksraktor eklenip 10 dakika bekletilerek 6rneklerin homojen olmasi saglanmustir.
Daha sonra 0,2 ml kloroform ilave edilip 12.000 g ile 10 dakika santrifiij edilmistir.
Ayrilan siipernatant etanol ilavesi ile muamele edilmistir. Yapilan seri santrifiijler ile
saf RNA eldesi amacglanmistir. Elde edilen RNA’larin kalite kontrolii ve
konsantrasyonlar1 spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. A260:A280 orani saf
RNA ile uyumlu olan 6rnekler ¢alismada kullanilmistir. Hemen kullanilmayacak

ornekler cDNA sentezine kadar -80°C’de saklanmustir.

cDNA analizi igin ¢oziinen 6rnekler kit (MiIRNA All-In-One cDNA Synthesis
Kit, katalog numarasi: G898, ABM, Amerika Birlesik Devletleri) uyarinca
hazirlanan karisima esit yogunlukta ornek icerecek sekilde normalize edilerek ilave
edilmistir. Hazirlanan karisim termal cycler (Bio Rad T100)’da kit talimatlarina

uygun sicaklik ve siirede inkiibe edilmistir.
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Elde edilen cDNA, Master Mix (Blastag Green 2X qPCR MasterMix, katalog
numarast: G891, ABM, Kanada) prosediiriinde tavsiye edilen oranda niikleaz free
distile su ile dilue edilerek gRT-PCR islemleri igin kullanilmistir. gRT-PCR Master
Mix, dilue edilmis cDNA ve SYBR® Green boyast ile Tablo 1°de belirtilen
primerler kullanilarak kitin protokoliine uygun sekilde LightCycler® 96 (Roche)
gRT-PCR cihazinda hedef genlerin ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. PCR
kosullart ve siklus sayis1 kullanilan kite uygun ayarlanarak reaksiyon
gergeklestirilmistir (Sekil 4). Calismada belirlenen her bir grup igin veri analiz
programlari kullanilarak TLR4 ve AGTR1 genlerinin ekspresyon diizeyleri GAPDH
housekeeping geni ile normalize edilerek belirlenmistir. Gen ekspresyon seviyeleri
kontrol grubu baz almarak, 2-**Ct yontemi kullamlarak kat degisimi (fold-change)

seklinde ifade edilmistir. Veriler duplike olarak elde edilmistir.

Tablo 1. gRT-PCR analizinde kullanilan primer dizileri

Genler Primer dizileri

GAPDH 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3' forward
5'-CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT-3' reverse

TLR4 5-GGCTTACTTTCACTTCCAAC-3' forward
5-AGAAGTTGTTGTGGCTCATA-3' reverse

AGTR1 5'-CCAAATCCCACTCAAACCTTTC-3' forward

5'-GAACTCTCATCTCCTGTTGCTC-3' reverse

0.012

0.009

0.006

-dFfdT

0.003

0.000
66.00  69.00 7200 7500 0 7300 AL00 8400 G700 9000 9300 9600
Temperature

Sekil 4. GDM ornekleri iizerinde melting curve (erime egrisi) analizi

17



3.4. Istatistiksel Analiz

Calismada uygulanan ajanlara alinan cevaplar AIl ile alinan maksimum
kasilma cevabinin yiizdesi (%) seklinde degerlendirilmistir. Elde edilen veriler
bilgisayar ortamina aktarilarak GraphPad Prism 5.0 paket program1 yardimiyla analiz
edilmistir. Tamamu siirekli sayisal nitelikte olan verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile belirlenmistir. Tiimii normal dagilima uygun olan verilerin
Ozetlenmesinde aritmetik ortalama + standart sapma (SD) kullanilmistir. Emaks (%
maksimum kasilma) ve pD2 (%50 oraninda kasilma olusturan konsantrasyonun
negatif logaritmasi1) degerleri hesaplanmistir. Grup karsilagtirmalarinda tek yonlii
varyans analiz (ANOVA) kullanilirken, anlamli ¢ikan gruplar posthoc Dunnett's test
ile degerlendirilmistir. QRT-PCR analizi gruplarm 2-22Ct degerlerinin Mann Whitney
yontemiyle karsilastirilmasiyla gergeklestirilmistir. Analizler sonucu p degerinin
0,05’den kiiciik olmasi durumunda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Normal ve GDM umbilikal arterlerde All (10°-10* M) ile alinan maksimum
kasilma cevaplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0,05 Sekil 5, Tablo 2); pD2
degerleri karsilastirildiginda ise GDM grubunda All’ye duyarlilik artisi oldugu
saptanmustir (p<0,05 Sekil 6, Tablo 2).

Normal gebelerden alinan arterlerin L-NAME inkiibasyonu Emaks’1 ve pD2
degerini anlamli olarak artird1 (p<0,05). GDM grubundan alinan arterlerde ise; Emaks
anlamli Ol¢iide artarken (p<0,05), pD2 degerinde anlamli bir degisiklik goriilmedi
(p>0,05 Sekil 5 ve 6, Tablo 2).

LPS ile inkiibe edilen normal arterlerde kontrol grubuna goére Emaks ve pD2
degerlerinde anlamli olarak artis gosterdi (p<0,05 Sekil 5 ve 6, Tablo 2). GDM
arterlerde ise kontrol grubuna gore Emaks yaniti anlamli Olglide artarken (p<0,05),

pD2 degerlerinin degismedigi saptandi (p>0,05 Sekil 5 ve 6, Tablo 2).

TAK-242 ile dokularin inkiibe edilmesi, normal arterlerde kontrol grubuna
gore All ile elde edilen maksimum kasilma cevaplarini azaltt1 (p<0,05); ancak pD2
degerlerini anlamli olarak degistirmedi (p>0,05 Sekil 5 ve 6, Tablo 2). GDM
grubundan alinan arterlerde ise, kontrol grubuna goére AIl’ye bagli maksimum
kasilmay1 etkilemezken (p>0,05), All’ye olan duyarligi anlamli 6l¢iide azaltmistir
(p<0,05 Sekil 5 ve 6, Tablo 2).

Dokularin BBR ile inkiibe edilmesi normal arterlerde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda AIl’nin Emaks degerini biyiik olglide azaltmis (p<0,05), pD2
degerinde de artisa neden olmakla birlikte All’ye olan duyarliligi azaltmistir
(p<0,05). GDM grubunda ise All’ye bagli maksimum kasilma cevaplar1 ve pD2
degerlerinde anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05 Sekil 5 ve 6, Tablo 2).
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Sekil 5. Gruplarin All’ye verdigi cevaplarin yiizde kasilma cinsinden Emax degerleri.

* Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p<0,05

15—
E3 Normal

= GDM

Sekil 6. Gruplarin AIl’ye verdigi cevaplarin yiizde kasilma cinsinden pD> degerleri.
* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05, # Normal kontrol ile karsilastirildiginda p<0,05
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Tablo 2. Gruplarin Emax ve pD2 degerleri

Gruplar (n=7) Emax pD2

Kontrol 101,10 + 30,92 5,24 + 1,66
= L-NAME 170,60 + 50,82* 813 + 1,09%
E Lps 160,54 + 53,64* 8,18 = 1,27
Z  TAK-242 46,23 + 27,10% 6,45 = 1,56

BBR 36,85 + 26,96* 761+157*

Kontrol 87,63 = 26,98 8,65 + 0,89*
s L-NAME 143,85 + 33,98 8,99 = 0,58
a3  LPS 140,91 + 22,68" 8,20+ 1,70
O TAK-242 77,37 + 25,67 6,58 + 0,82

BBR 115,44 + 15,96 8,99 + 0,54

*Normal kontrol ile karsilastirildiginda p<0,05, *Normal kontrol ile karsilastirildiginda p<0,05,
*GDM kontrol ile karsilagtirildiginda p<0,05. Degerler maksimum KCI kasilmasina oranlanarak %
kasilma cinsinden verilmistir.

gRT-PCR analizinde ise, normal ve GDM umbilikal arterlerde TLR4 ve AT1
reseptor geni AGTRI’in mRNA diizeyinde ekspresyonlart olciilmiistiir. Yapilan

Olgtimlerde gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir (p>0,05 Sekil 7).

b
TLR4 AGTR1
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Sekil 7. Normal ve GDM umbilikal arterlerde TLR4 (a) ve AGTR1 (b) mRNA ekspresyon diizeyleri
gRT-PCR analizleri duplike olarak 6l¢iilmistiir (n=7) (p>0,05).
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5. TARTISMA

Sunulan bu ¢alismada normal ve GDM olan gebelerden alinan umbilikal
arterlerde L-NAME ve LPS varliginda AII’nin maksimum kasilma cevaplar1 artmis
ancak, normal gebelerden alinan umbilikal arterlerden farkli olarak GDM grubunda
All’ye duyarlilik artis1 olusmamistir. Dokularin TAK-242 ile inkiibasyonu GDM’li
arterlerde normal gruptan farkli olarak maksimum cevabi degistirmemis fakat AIl’ye
duyarliligi azaltmistir. BBR ise, GDM grubunda normal dokulardan farkli olarak

maksimum cevap ve duyarlilikta degisme olusturmamustir.

Fetal perfiizyonu saglayan umbilikal damar tonusunun regiilasyonu hiimoral
vazoaktif maddeler gibi otokrin mekanizmalar tarafindan siirdiiriilmektedir. GDM
olan gebelerde umbilikal arter rezistansinin normal gebelere gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (J. Li ve ark., 2014). GDM’nin preeklampsi gelisiminde rolii
olabilecegi ongoriilmektedir (Landon ve ark., 2009). Diger bir ¢alismada ise, normal
ve GDM hastalarindan alinan umbilikal arterlerde ATP bagimli K* kanallarinin
vazokonstriksiyona etkisi incelenmis ve GDM hastalarinda kontrole gore K* kanal
ekspresyonlarinin azaldig1 gosterilmistir. Arastiricilar bunun GDM  hastalarinin
umbilikal damarlarinda patolojik degisiklik olugmasinda etkili olabilecegini One
stirmislerdir (H. Li ve ark., 2018). Bu c¢alismada literatiirle uyumlu olarak GDM’li
gebelerden alinan umbilikal arterlerin All’ye duyarliligt normal gebelerden alinan

dokulara gore anlamli olarak artmustir.

NO endotel kaynakli vazodilatéor ajanlardan biridir. Vaskiiler endotel
hiicrelerinde NOS enzimi aracilig1 ile L-arjininden NO olustugu ve lipofilik 6zellikte
olan bu maddenin, diiz kas tabakasinda guanilat siklazi aktive ederek gevseme
olusturdugu bilinmektedir. NO, bazal vaskiiler tonusun korunmasinda etkili olan
faktorlerden biridir (Pfeiffer ve ark., 1996; Leung ve ark., 2006).

L-NAME, L-arjinin analoglarindan biri olup potent bir NOS inhibitoriidiir. L-
NAME 10* M konsantrasyonda NOS’un neredeyse tamamini inhibe etmektedir.
NOS inhibisyonuyla vazodilator etkili NO miktar1 azalir ve damar perfiizyon basinci
artar. Bu yonden L-NAME deneysel farmakolojide NO aracili etkisi olan ajanlari
aragtirmak i¢in siklikla kullanilan bir ajandir (Pfeiffer ve ark., 1996; Sandoo ve ark.,
2015). Bu ¢alismada normal gebelerden alinan arterlerin NOS inhibit6rii L-NAME
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ile inkiibe edilmesi kiimiilatif uygulanan AIl ile alinan maksimum kasilma
cevaplarim1 ve dokularin All’ye duyarliligini artirmis, GDM’li dokularda ise
maksimum kasilma cevabi artarken duyarlilikta degisme gozlenmemistir. Bu
sonuglar GDM kontrol grubuna bagli olarak NO salinim1 veya etkilerinde farklilik
oldugunu gostermektedir. Endojen endotel kaynakli NO’nun gebelige bagh
hastaliklardan etkilenen bir faktér oldugu diger calismalarda da yayinlanmistir

(Leung ve ark., 2006; Tufifo ve ark., 2014).

All’nin kas hiicrelerinde insiilin rezistansini artirdigt ve ATI1 reseptor
blokajinin pankreas beta hiicre fonksiyonunu olumlu etkiledigi bildirilmistir
(Matsusaka ve Ichikawa, 1997; Ames ve ark., 2019). All’nin artisina bagl olarak
gelisen hipertansiyon, nefropati, kardiyak hipertrofi gibi patolojik olaylara TLR4’{in
aracilik ettigi calismalarda gosterilmistir (Zhang ve ark., 2015). Bir g¢alismada
hipertansiyonda artmig RAS ile TLR4’lin etkisini belirlemek amaciyla normal ve
hipertansif siganlar kullanilmistir. Bu siganlardan hazirlanan vaskiiler diiz kas hiicre
kiiltirlerinde ve izole edilen aorta seritlerinde TLR4 mMRNA ekspresyonu
incelendiginde, hipertansif sicanlarda TLR4 ekspresyonunun normale gore daha fazla
oldugu bulunmustur. Bu artig AT1 reseptor blokorii losartan uygulamasi ile anlaml
Olgiide azalmistir.  Arastiricilar  All'nin - TLR4  ekspresyonunu  artirdigini
yayinlamislardir (De Batista ve ark., 2014). Ayrica TLR4 diyabete bagli vaskiiler

disfonksiyon gelisimine de aracilik etmektedir (Carrillo-Sepulveda ve ark., 2015).

Bu c¢alismada normal ve GDM’li gebelerden elde edilen umbilikal arter
preparatlarinda AII ile alinan kasilma cevaplarinda TLR4’{in roliinii arastirmak i¢in

TLR4 antagonistleri TAK242 ve BBR ile TLR4 agonisti LPS kullanilmistir.

Dokularin LPS ile inkiibasyonu normal gebelerden alinan arterlerde All’ye
bagli maksimum kasilma cevaplarini ve dokularin All’ye duyarliligimni artirmis;
GDM grubu arterlerde ise sadece All’ye maksimum cevabi artirmistir. LPS, ¢esitli
mikroorganizmalardan elde edilebilen bir endotoksindir. TLR4’in eksojen
agonistlerindendir ve proenflamatuvar faktorlerin salinimina aracilik etmektedir
(Vidya ve ark., 2018). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde AIl veya LPS ile muamele
goren dokularda TLR4 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir (Ji ve ark., 2009). All
ve LPS’nin proenflamatuvar ve vazomotor etkilerini karsilastirmak amaciyla fare

mezenterik arteri izole edilmistir. Izole edilen arterler LPS ve/veya All ile inkiibe
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edilmistir. LPS, mezenterik arterlerde karbakol ile olusturulan vazodilatasyonu
anlamli dl¢iide inhibe etmistir. Fenileftrin ile olusturulan kasilma yanitini AIl anlamli
diizeyde artirirken; LPS ile alinan yanit anlamli diizeyde degildir. Insan primer
endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde LPS’nin proenflamatuvar
faktorlerin  salinimini1  artirdigi  ancak, All'nin benzer etkiler gostermedigi

goriilmiistiir (Outzen ve ark., 2017).

TAK-242 ve BBR normal gebelerden alinan umbilikal arterlerde AIl’nin
olusturdugu maksimum kasilma cevaplarii azalttt. GDM’li arterlerde ise her iki
antagonist de maksimum cevaplari degistirmedi. Ancak, dokularin All’ye duyarlilig
tizerine TAK-242 ve BBR’nin etkilerinin farkli oldugu gozlendi. TAK-242 normal
arterlerde dokularin All’ye duyarliligi degistirmedi; GDM’li arterlerde ise azaltti.
BBR ile inkiibe edilen normal dokularda AlIl’ye duyarlilikta artis gozlenirken;
GDM’li arterlerde duyarlilik degismedi. TAK-242 ve BBR’nin normal arterlerde
maksimum yanit1 azaltirken AIl duyarliligin1 da azaltmasi ongdriillmesine ragmen,
aksi yonde bulgular mevcuttur. GDM’li arterlerde TLR4 reseptor ekspresyonunun
kismen artiginin maksimum kasilma yanitlarin1 azaltmada basarisiz olmasi ile ilgili
olabilecegi diisiiniilmektedir. GDM’li arterde TAK-242’nin duyarliligi azaltirken,
BBR’nin etkisiz kalmasi ise; BBR’nin TLR4 digindaki dilatasyon mekanizmalarinin
negatif yonde etkilenme ihtimalini giiglendirmistir. Kobay kolon dokusunun
incelendigi bir ¢alismada BBR’nin hiicre iginde dinlenme durumundaki kalsiyum
diizeyini etkilememis fakat, yiiksek KCl konsantrasyonunun indiikledigi hiicre i¢i
kalsiyum artisin1 doza bagimli sekilde onlemistir. Benzer sekilde asetilkolin ile
indiiklenen kalsiyum hiicre i¢i kalsiyum diizeyindeki artisi anlamli 6lglide inhibe
etmistir. Verapamille karsilastirilabilir dl¢lide kalsiyum kanal blokajina neden oldugu
gosterilmistir. Diger bir calismada BBR’nin diiz kas {lizerinde vazodilator etkisinde
miyozin kinazin roliinii belirlemek amaciyla sigcanlardan izole edilen bagirsak ve
gastrik seritler kullanilmistir. Miyozin kinaz fosforilasyonu miyozin filamentlerinin
aktin filamentlerine dogru kaymasini kolaylastirarak kasilmaya aracilik etmektedir.
BBR doza bagimli bir sekilde yiiksek kalsiyum iceren ortamda dokularin kasilma
miktarini anlamli olarak azaltmistir. Ayni sekilde BBR’nin doza bagimli olarak
miyozin fosforilasyonunu azalttigi da gozlenmistir (Cao ve ark., 2001; Lee ve ark.,
2006; Xu ve ark., 2017). Streptozosinle diyabet olusturulmus siganlarda farkli
dozlarda BBR’nin kan basinci ve vazodilatasyon iizerine etkilerinin arastirildigi bir
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calismada; BBR diyabet grubunda doza bagimli olarak kan glikozu degerlerini
anlamli Olglide azaltmistir. Siganlardan izole edilen orta serebral arterlerde
asetilkoline bagli gevseme cevaplarinin 100 ve 200 mg/kg/giin BBR uygulanan
diyabetik grupta diyabetik kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu
gosterilmistir. Serebral arterlerden izole edilen vaskiiler diiz kas hiicreleri ile yapilan
Olgiimlerde ise, 100 mg/kg/giin BBR uygulanan diyabet grubunda kalsiyum ile
aktiflenen potasyum kanallarinin fonksiyonelligi ve ekspresyonu diyabet kontrol
grubuna gore anlamli 6lglide artmistir. Arastiricilar BBR’nin diyabetli kisilerde
hiperglisemi ve hipertansiyonun kontroliinde kombine tedavi saglayabilecegini 6ne

stirmislerdir (Ma ve ark., 2017).

Preeklampsi gelisiminde AlIl’'nin etkili oldugu bilinmektedir. Normal ve
preeklamptik gebelerde yapilan ¢aligmada plazma All diizeyi preeklampsi grubunda
artig gostermistir. Plasenta veninde ise, AGTR1 mRNA ekspresyonu preeklampsi
grubunda azalma gostermistir (Gao ve ark., 2017). Bu ¢alismada AT reseptor geni
AGTRI’in mRNA diizeyinde normal orneklere gore kismen ekspresyon azaligi
izlense de bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 7). TLR4 ve GDM’nin
direkt olarak iliskilendirilememis olmasit GDM olusumunda g¢alismaya dahil edilen
gebe bireylerde TLR4 inhibisyonunu etkinliginin diyetle kontrol altina alinmis
olmasi veya gebelik siirecinde tedavi ile kan glikozunun kontrol altinda tutulmasinin

insiilin rezistansint diizeltmesi gibi faktorlerin rolii olabilecegine dikkat ¢ekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, normal ve GDM umbilikal arterleri arasinda All’nin
vazokonstriktor etkisinin TLR4 reseptorii araciligiyla kismen modiile edilebilecegi
ve TLR4 aracili bu etkilerin normal ve GDM’li gebelerden alinan arterlerde farkl

oldugu gosterilmistir.

TAK-242 ve BBR’nin All’nin vazokonsriktor etkisine karsi etkilerinin yeni

calismalarla valide edilmesi gerekmektedir.

BBR’nin literatiirde TLR4 disinda vazodilatasyon mekanizmalarma sahip
oldugunun goriilmesi GDM ve preeklampsi gibi hastaliklardaki potansiyelinin

incelenmesi konusuna dikkat ¢cekmektedir.

GDM olusumunda ¢alismaya dahil edilen gebe bireylerde TLR4
inhibisyonunu etkinliginin diyetle kontrol altina alinmis olmasi veya gebelik
stirecinde tedavi ile kan glikozunun kontrol altinda tutulmasinin insiilin rezistansini
diizeltmesi gibi faktorlerden dolayt TLR4 ve GDM’nin direkt olarak iliskisi

tanimlanamamuis olabilir.

Analizlerin daha fazla normal ve GDM gebeden saglanacak ornekler ile
gebelik sirasinda LPS, TAK-242 ve BBR uygulanmasiyla etkilerinin daha iyi ortaya
konulabilecegi deney hayvani ¢aligmalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, sadece
TLR4 geni iizerinde degil tim TLR gen paneli incelenerek c¢alisma kapsami

genisletilebilir.
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