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OZET

Keskin U.

Baskent Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal, Tipta
Uzmanlik icin hazirlanmstir, Ankara, 2014.

Doksisiklin  matriks metalloproteinaz  (MMP) enzimlerini inhibe eder. MMP’ler
ekstraseliiler matrikste cesitli proteinlerin yikimina yol agan, ¢esitli hastalik ve durumlarda
etkili rolleri olan enzimlerdir. Doksisiklin ayn1 zamanda sistemik ve vaskiiler oksidatif
stresi de azaltir.

Doksisiklinin yiliksek kan glikozunun protein, lipoprotein ve/veya niikleik asitlerle non-
enzimatik glikasyonunu engelleyerek ileri glikasyon son iriinleri (AGE; Advanced
Glycation Endproducts)’nin olusumunu azaltir. Karboksimetillizin (CML) AGE ve ileri
lipoperoksidasyon son {iriinleri (ALE) yolaginin ortak son firlinlerindendir. CML
olusumunun, diyabet (DM), yaslanma, hiperlipidemi, sigara igme, hipertansiyon,
inflamasyon, Alzheimer gibi hastaliklarla da iliskili oldugu bilinmektedir.

Doksisiklin hiicreyi stres ve apoptozise karsi korur.

Stres hormonlart hiperglisemik hormonlardir. Hiperglisemi oksidatif stresi tetikler.
Biyokimyasal kokenli olan tiim stresler gibi davranissal stres de oksidan hasara sebep olur.
Hareket kisitlama stresi dislipidemi, karbonhidrat metabolizmasinda bozukluk, nitrik oksit
(NO) iiretiminde azalma, ateroskleroz ve antioksidan durumda dengesizlik sonucu oksidan
hasara yol agar.

Kronik strese maruziyetin de oksidatif stresi artirarak lipit peroksidasyonunu artirmasi, yol
acacag1 yuksek kan sekeri diizeyleriyle protein glikasyonunu artirmasi ve sonugta AGE ve
ALE diizeylerini yiikseltmesi beklenir. Bu durumda, doksisiklin, hareket kisitlamasi
stresine maruz kalmis sicanlarda oksidatif hasara ve protein glikasyonuna kars1 koruyucu
olacaktir.

Bu c¢alisma, davranigsal stresin, kardiyovaskiiler sistemde ileri glikasyon ve
lipoperoksidasyon son iiriinlerinin birikimi ile sonuglanip sonuglanmadigini yapisal ve
islevsel olarak ortaya koymak ve bu siirecte doksisiklinin doza bagimli koruyucu etkisini
belirlemek amaci ile 48 adet erkek Sprague Dawley sigan iizerinde gergeklestirildi.
Sicanlarm viicut agirliklar1 (VA), kan sekeri ve HbAlc diizeyleri degerlendirildi. Izole
torasik aorta preperatlart endotel ve diiz kas islevleri acisindan izole organ banyosu
sisteminde degerlendirildi. MMP aktiviteleri jelatin zimografi yontemi ile Olgiildil.

Oksidan/anti-oksidan durum belirteci olarak glutatyon ve malondialdehit derisimleri



saptandi. Immunohistokimyasal boyama ile AGE/ALE varligi, apoptozis, anjiyogenez
degerlendirildi. Uygulamalarin davranislar iizerine etkisini belirlemek i¢in A¢ik Alan ve
Yiikseltilmis Art1 Labirent testleri uygulandi.

Kronik stres uygulamasi VA kaybina yol agti. Akut stres kan sekeri degerlerini artirdi.
Yapilan uygulamalar, glikasyonu artirmamalar1 nedeniyle HbAlc degerlerini degistirmedi.
Kronik stres, sican izole torasik aortalarinda endotel hasar1 yaninda diiz kasta gevsemeyi
artirict bir etki yaratti. Bu etki iizerinde doksisiklin 15 mg/kg/giin dozunda koruyucu
olurken, 30 mg/kg/giin dozunda ise stres ile benzer etkiler olusturdu. Doksisiklin 30
mg/kg/giin uygulamas1 genel olarak stres ile ayni yonde etki gosterdi. Diisiik doz
doksisiklinin anti-oksidan, yiiksek doz doksisiklinin ise oksidan etki egiliminde oldugu
saptand1. Kronik stres proMMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini artirdi. Doksisiklinin her iKi
dozu MMP-2 aktivitesini inhibe etti. Yapilan davranis testleri ile stres uygulamalarinin
anksiyete egilimini artirdigit 15 mg/kg/giin dozunda doksisiklin uygulamasinin ise

anksiyeteye karsi koruyucu egilim olusturdugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Doksisiklin, hareket kisitlama stresi, aorta, karboksimetillizin, matriks

metalloproteinazlar.



ABSTRACT

Keskin U.

Baskent University, Faculty of Medicine, Department of Medical Pharmacology,

Thesis Prepared for the Speciality Degree in Medicine, Ankara, 2014.

Doxycycline inhibits matrix metalloproteinase (MMP) enzymes. MMPs are effective
enzymes that play role in some diseases and situations and cause degradation of certain
proteins in extracellular matrix. On the other hand, doxycycline decreases systemic and

vascular oxidative stress.

Doxycycline also prevents non-enzymatic glycation of high blood glucose with proteins,
lypoproteins and/or nucleic acids to result in a decrease in glycation end products (AGE;
Advanced Glycation End-products). Carboxymethyl lysine (CML) is one of the common
end products of AGE and Advanced Lipoperoxidation End-products (ALE) pathways.
CML production is known to associate with diabetes, aging, hyperlipidemia, smoking,
hypertension, inflammation and disease like Alzheimer. Doxycycline protects cell against

stress and apoptosis.

Stress hormones are hyperglycemic hormones. Hyperglysemia triggers oxidative stress. As
all of the biochemical stresses, behavioral stress also leads to oxidant damage. Restrain
stress causes oxidant damage as a result of dislipidemia, defect in carbonhydrate
metabolism, decrease in nitric oxide (NO) production, atherosclerosis and imbalance in

antioxidant state.

It is expected from chronic stress to increases lipid peroxidation by increasing oxidative
stress and to causes protein glycation via elevating blood glucose level to resuld in
increased AGE and ALE levels. Thus doxycycline is expected to be protective against

oxidative damage and protein glycation in rats exposed to restrain stress.

This study was performed in 48 male Sprague Dawley rats to investigate whether
behavioral stress results in the accumulation of AGE and ALE in the cardiovascular system
by structurel and functional and also to examine that whether doxycycline exerts protective
effects against this process. Mean body weights of the rats, blood glucose and HbAlc
levels were evaluated. Isolated thoracic aort preperations were evaluated in the isolated
organ bath system for endothelium - and smooth muscle - related functions. MMP

Vi



activities were determined by gelatin zymography. As an indicator of oxidant/antioxidant
status, glutation and malondialdehyde levels were determined. The presence of AGE/ALE,
apoptosis and angiogenesis were evaluated by immunohistochemical staining. In order to
determine effects of applications on the behaviour, Open Field and Elevated Plus Maze

tests were used.

Chronic stress caused body weight loss. Acute stress increased blood glucose levels.
However HbA1c levels did not change. Chronic stress, caused not only endothelial damage
on rat isolated thoracic aorta preparations but also lead to augmentation of the relaxant
mechanism(s) in the smoot muscle. Doxycycline was found to be protective at 15
mg/kg/day dose against this effect but to cause stress-like effects at the dose of 30
mg/kg/day seen. Low dose doxycycline extented anti-oxidant but high dose doxycycline
showed oxidant effects. Chronic stress increased proMMP-2 and MMP-9 activities. Both
doses of doxycycline inhibited MMP-2 activity. By the help of behavioural findings, stress
seemed to cause tendency to anxiety and doxycycline exented anxiolytic-like effects at 15

mg/kg/day dose.

Key words: Doxycycline, restraint stress, aorta, carboxymethyl lysine, matrix
metalloproteinase.
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KISALTMALAR ve SIMGELER DIiZINIi
AA: Acik alan
AGE: Ileri glikasyon son-iiriinleri
ACh: Asetilkolin
ACTH: Kortikotropin
ALE: ileri lipoksidasyon son iriinleri
CML: Karboksimetillizin
CRH: Kortikotropin saliverdirici hormon
D15: Doksisiklin (15 mg/kg/giin) grubu
D15S: Doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres grubu
D30: Doksisiklin (30 mg/kg/giin) grubu
D30S: Doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres grubu
DM: Diyabetes mellitus
E(+): Endoteli korunmus
E(-): Endoteli uzaklastirilmis
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz
ESM: Ekstraseliiler matriks
FE: Fenilefrin
GSH: Glutatyon
HbA1c: Hemoglobin Alc
HPA: Hipotalamo-hipofizo-adrenal eksen
L-NAME: No-Nitro-L-arginin-metil-ester-hidrokloriir
K: Kontrol grubu
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MDA: Malondialdehit

MMP: Matriks metalloproteinaz

MT-MMP: Membran tipi MMP

NADPH: indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit
NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

ODQ: Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one

O.S.H.: Ortalamanin standart hatas1

PUFA: Coklu doymamis yag asidi (poly unsaturated fatty acid)
RCS: Serbest karbonil tiirleri

ROS: Serbest oksijen tiirleri

S: Stres grubu

SD: Sprague Dawley

SNP: Sodyum nitroprusiyat

VEGF: Damarsal endotelyal biiylime faktorii

YAL: Yiikseltilmis art1 labirent
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1. GIRIS

Tetrasiklinler antibiyotik etkilerini protein sentezini inhibe ederek gosterirler. Ik kez
1962°de Gross ve Lapiere adli arastirmacilar tarafindan matriks metalloproteinaz (MMP)
aktivitesini de baskiladiklar1 kesfedilmistir (1). Tetrasiklinlerin MMP’leri, direkt enzim
ifadelenmesinin inhibisyonu veya proMMP aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla
baskiladiklar1 varsayilmaktadir (2). Tetrasiklin molekiiliiniin antibiyotik etkisinden A
halkasinin C4 dimetilamino grubu (3), MMP inhibit6rii etkisinden C12 OH ve Cl11
COO’daki oksijen sorumlu tutulmaktadir (Sekil 1) (4). Ayrica, tetrasiklinlerin anti-
anjiyogenik (5) anti-apoptotik (6, 7) etkilerinin oldugu bildirilmistir.

—NH,
. N ¥ x
TETRASIKLIN
Grup U_v(-:leri Yerlesen Yapi(lar) Yerlesim Yer(ler)i

Klortetrasiklin e | 7
Oksitetrasiklin -OH,-H S
Demeklosiklin -OH,-H; -CI 6; 7
Metasiklin -OH,-H; CH, Si 6
Doksisiklin -OH,-H; -CHg, -H S; 6
Minosiklin -H,~H; -N(CH3)> 6; 7

Sekil 1. 1. Tetrasiklin molekiiliiniin yapist. *Anti-MMP etkiden sorumlu bélge, **Antibiyotik etkiden
sorumlu bolge (8).

Tetrasiklin grubu bir antibiyotik olan doksisiklin de antibiyotik etkisinden bagimsiz olarak
MMP enzimlerini inhibe eder (1). Tetrasiklinler MMP’lere Katalitik Zn®* iyonundan
baglanirlar (9, 10). Doksisiklinin tetrasiklinler iginde en potent (11) ve genis spektrumlu
MMP inhibitorii oldugu bildirilmistir (12).

MMP’ler anjiyogenez (5) ve embriyogenezde, ayrica artrit, kardiyomiyopati (13), kanser
(14, 15) ve miyokart enfarktiisii (16), aortik anevrizmalar (17) dahil gesitli hastaliklarda
(18, 20, 21) ve yara iyilesmesi siirecinde (22), ekstraseliiler matrikste ¢esitli proteinlerin

yikimina yol agarak kritik rol oynayan enzimlerdir.

Doksisiklinin hipertansif si¢anlardan izole edilen aorta endotel hiicrelerinde nitrik oksit

(NO) biyoyararlanimii artirdigt (18), si¢anlarda (19, 24) ve insanlarda (23) vaskiiler
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disfonksiyonu diizelttigi gosterilmistir. Doksisiklinin antimikrobiyal olmayan etkilerinin
MMP inhibisyonu ile iliskili oldugu bildirilse de, ¢aligmalar bu ilacin dogrudan siiperoksit
ve peroksinitrit ile reaksiyona girdigini (18, 24), serbest oksijen tiirlerini (ROS) siiptliriicti
Ozellikleri oldugunu, bodylece sistemik ve vaskiiler oksidatif stresi azalttiin1i da
gostermektedir (18). Ayrica farelerde, miyokart (25) ve testiste (26) doksorubisin ile
indiiklenen ROS {iretiminin doksisiklin ile dnlendigi gosterilmistir. Doksisiklinin iskemik
art-kosullamada serbest radikallerin olusumunun azalmasina ve iskemi alaninda kii¢lilmeye
neden oldugu bildirilmistir (16). Damarsal endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ile uyarilan
MMP’ nin doksisiklin ile inhibe edilmesinin lokal olarak NO’yu azaltarak patolojik
anjiyogenezi diizelttigi de gosterilmistir (27, 28).

Diabetes Mellitus (DM) hastalarinda yapilan ¢ok sayida ¢alismada periodontit tedavisinde
doksisiklin kullanimi ile HbAlc diizeylerinde azalma oldugu gosterilmistir (29, 30, 31, 32
33, 34). Ayrica, Grossi ve ark. (1997) doksisiklinin enzimatik olmayan glikozillenmeyi
azalttig1 ve muhtemelen bunun da HbAlc seviyesindeki azalmaya katkida bulundugunu

ileri stirmiislerdir (29).

Doksisiklinin, DM’de yiiksek kan glikozunun karbonil gruplarinin protein, lipoprotein
ve/veya niikleik asitlerde bulunan azot gruplari ile non-enzimatik glikasyonunu
engelleyerek Ileri Glikasyon Son-iiriinleri (Advanced Glycation End-products; AGE)’nin
olusumunu da azalttigi ve boylece, DM’nin nefropati, retinopati (35) gibi ileri donem
komplikasyonlarina karsi koruyucu etki yaptigi bildirilmistir (36). AGE olusumunun, DM
disinda yaslanma, hiperlipidemi, sigara kullanimi, hipertansiyon, inflamasyon (36),
Alzheimer (37) gibi durumlarla da iligkili oldugu bilinmektedir (38, 39, 40, 41).

Sekerlerin otooksidasyonu yoluyla artan AGE’lerin yani sira, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) lipoksidasyonu yoluyla olusan, reaktif karbonil bilesikleri igeren,
AGE’ler de mevcuttur. Bu son iiriinler daha sonra ileri lipoksidasyon son {iriinii (Advanced
Lipoxidation End-products; ALE) olarak tanimlanmistir (42). Piralin, pentosidin,
karboksimetillizin (CML) AGE’lere, CML, karboksimetilsistein ALE’lere 6rnek verilebilir
(43). CML hem ileri glikasyon hem de ileri lipoksidasyon yolunun ortak son iiriiniidiir.
AGE/ALE’ler geri doniissiiz modifiye proteinlerdir ancak deglikasyon reaksiyonu
olusmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan ara tiriinler olan Maillard bilesiklerinin ¢esitli evrelerinde

gerceklesebilir (44).



AGE biyosentezinde yer alan reaksiyonlarin, NADPH ve glutatyonun tiiketimine yol

acmak suretiyle, dolayli olarak oksidatif stresi de artirdig1 6ne siiriilmiistiir (45).

Doksisiklin - mitokondriyal translasyonun geri-doniislic  inhibitériidiir.  Translasyon
inhibisyonu hiicre aresti, apoptozis/nekroz, kaspaz 3-8-9 aktivasyonu ile iliskilidir (6).
Doksisiklin tiimor hiicrelerine normal hiicrelere gore daha toksik etki gosterir. Doksisiklin
mitokondriyal gen transkripsiyonunu selektif olarak inhibe eder. Doksurobusin ile
indiiklenmis streste, doksisiklin 6n tedavisinin, endoplazmik retikulum stresi ve apoptozise

kars1 6n-kosullamaya benzer koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir (6, 25).

Stres yanitt mekanizmalarinin aktivasyonu, hipotalamo-hipofizo-adrenal aks tarafindan
yonetilir. Stres uyaranindan sonra, sirastyla kortikotropin saliverdirici hormon (CRH),
kortikotropin (ACTH) saliverilir. ACTH’nin sistemik dolasima geg¢mesi ve kanda
katekolamin ve glukokortikoid diizeylerinin yiiksek bulunmasi stres cevabinin tipik
ozelligidir. Bu hormonlar hiperglisemik hormonlardir. Hiperglisemi de c¢esitli

mekanizmalarla oksidatif stresi tetikler (46).

Hareket kisitlamasi stresinin dislipidemi, karbonhidrat metabolizmasinda bozukluk (47),
NO fiiretiminde eksiklik ve ateroskleroz (48), antioksidan durumda dengesizlik sonucu

oksidatif stres artisina ve sonugta oksidan hasara yol agtig1 6ne stirtilmiistiir (49, 50, 51).

Doksisiklinin MMP inhibitdrii, antianjiyogenik (52, 53), yara iyilestirici, antioksidan, ROS
(serbest oksijen tiirleri) siiptiriiclisii, AGE/ALE sentez ve glikasyon inhibitorii olmas1 gibi
ozellikleri, bu siireclerin tiimiinde ortak paydanin oksidatif stres ve onun sonuglari

oldugunu diisiindiirmektedir.
1. 1. Rasyonel

Davranigsal stres, biyokimyasal tiim stresler gibi, viicutta c¢esitli mekanizmalari
tetikleyerek oksidan hasara sebep olur (54, 55, 56). Sican kronik hareket kisitlama stresi
modelinde ortaya ¢ikmasi beklenen olasi oksidatif stres ve hiperglisemik durum nedeniyle
protein glikasyonunda, CML birikiminde artis, aortada yapisal ve islevsel degisiklikler,
yara iyilesmesinde bozulma, anormal anjiyogenez ve artmis apoptozis beklenmektedir. Bu
yapisal ve islevsel bozulmalarda doksisiklinin, MMP inhibisyonu Yyaparak, glikasyonu

azaltarak ve antioksidan dengeye katki saglayarak koruyucu etki gdstermesi beklenir.



1. 2. Hipotezler

Sicanlarda kronik hareket kisitlama stresi kan glikoz diizeyini ve oksidatif stresi artirir,
yapisal (protein glikasyonu artisi, anormal anjiyogenez ve apoptozis) ve islevsel

degisikliklere yol acar. Doksisiklin bu degisikliklere karsi koruyucudur.
1. 3. Amacg

Bu ¢alismanin amaci, si¢anlarda uzun siireli, tekrarli ve degismeli olarak uygulanan
hareket kisitlama stresinin, izole torasik aortanin islevsel durumuna etkisini, bu dokunun
izole organ banyosu diizeneginde c¢esitli farmakolojik ajanlara karsi verdigi izometrik
gerim degisikligi yanitlar1 aracilifiyla incelerken, bu siirece katkida bulunmasi muhtemel
etkenlerden AGE-ALE degisikligini, apoptotik degisiklikleri, anjiogenez siirecindeki
degisiklikleri aorta, kalp ve deri dokularinda, sirasiyla anti-CML, anti-kaspaz-3 ve anti-
CD31 antikorlar1 araciligiyla immunohistokimyasal olarak gostermek, aorta dokusundaki
MMP-2, proMMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini jelatin zimografi yOntemi araciligiyla
saptamak, oksidan denge durumuna yo6nelik olarak, bobrek ve kalp dokularindaki glutatyon
(GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri ile glikasyon durumuna yonelik olarak kan
sekeri ve HbAlc iligkisini biyokimyasal yontemlerle arastirmak ve tiim bu siireclere
doksisiklinin olas1 koruyucu/onleyici etkisini ve bu etkinin dozla iliskisini (15 ve 30
mg/kg/glin, p.0., 60 giin) ortaya koymaktir. Ayrica, davranigsal stresin sicanlardaki
anksiyete durumuna etkisinin agik alan ve yiikseltilmis art1 labirent diizenekleri

kullanilarak gdsterilmesi de amaglanmistir.

Bu ¢aligma ile bilindigi kadariyla ilk kez bir davranissal stres modelinde karboksimetillizin
olusumunun olas1 artis1 ve beraberinde ortaya c¢ikan aortadaki yapisal ve islevsel
degisiklikler, degisen oksidatif durum ve doksisiklin tedavisinin bu duruma kars1 koruyucu

etkileri arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Doksisiklin Hidrokloriir

Doksisiklin, tetrasiklin grubu, genis spektrumlu oksitetrasiklin molekiiliinden elde edilmis
yar1 sentetik bir ilagtir. Antibiyotik etkisini bakteri ribozomunun 30S alt iinitesine geri
doniislii baglanip, 50S alt iinitesindeki akseptdr noktaya aminoagil tRNA baglanmasini
bloke ederek gosterir ve protein sentezini durdurur. Literatiirde bilinen antibiyotik etkisi

disinda diger pek ¢ok biyolojik etkileri ile ilgili de ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

2. 1. 1. Fizikokimyasal Ozellikleri

OH O OH O O

P
NH,

OH
HC O N
3
HsC~ CHa

Sekil 2. 1. Doksisiklin molekiiliiniin kimyasal yapist (Cz,H24N,Og)

Doksisiklin Hidrokloriir 512.94 molekiil agirliginda, sar1 renkli toz yapidadir. Suda ve

alkolde ¢Oziiniir.
2. 1. 2. Farmakokinetik Ozellikleri

Doksisiklinin  gastrointestinal ~sistemden absorpsiyonu yiiksektir (%90). Plazma
proteinlerine % 90 oraninda baglanir. Lipofilik 6zelliktedir, dokulara dagilimi yiiksektir.
Karacigerde sitokrom p450 enzim sistemi ile metabolize olur. Yarilanma omrii diger
tetrasiklinlere gore uzundur (15-19 saat). Enterohepatik dongiiye girer ve feges ile inaktif
metabolit veya sgelat halinde viicuttan atilir. Bobrekten elimine olmamasi bdbrek

hastalarinda se¢im nedenidir.



2. 1. 3. Doksisiklinin Antibiyotik Dis1 Etkileri
2.1.3. 1. MMP Inhibisyonu

Doksisiklinin antibiyotik etkisinden bagimsiz olarak matriks metalloproteinaz (MMP)
enzimlerini inhibe ettigi kanitlanmistir (9). MMP inhibisyonu etkisi ilk olarak periodontit
tedavisinde antibiyotik olarak kullanim1 sirasinda kollajenaz enziminin baskilanmasi ve bu
durumun tedavi siirecine katkida bulunmasi ile ortaya c¢ikmustir (1). Doksisiklin

tetrasiklinler iginde en potent ve genis spektrumlu MMP inhibitoridiir (12).

Tetrasiklinlerin MMP’leri inhibe etme mekanizmalar1 tam olarak agikliga kavusmamistir

ancak olas1 mekanizmalar asagidaki gibidir:

1. Tetrasiklinin gerceklestirdigi transkripsiyonel inhibisyon, aktive edici protein faktor-
1(AP-1)’in blokajina bagli olabilir. Tetrasiklinler protein kinaz C inhibisyonuna neden
olurlar, bu transkripsiyon faktorlerinden AP-1 kompleksine giden hiicre igi sinyal
yolaginin bir parcasidir. Transkripsiyon-stimiile edici faktér MMP promoterina baglanir.
MMP-2 mRNA’sinin birikiminin doksisiklin tarafindan engellendigini bildiren diger
caligmalar,  transkripsiyonel seviyede =~ MMP’lerin  inhibitér  diizenlenmesinden
bahsetmektedir. Tetrasiklinlerin, inhibitorlerin transkripsiyon faktorlerini aktive edip
etmedigi veya kendi basina DNA promoterina baglanip baglanmadigi ve sinyal yolaklarini
bloke edip etmedigi agik degildirr. MMP-2 mRNA’smin post-transkripsiyonel

destabilizasyonu da agikliga kavusturulmasi gereken bir konudur (3).

2. Doksisiklin proteazlarla iligkili Zn** veya Ca?* iyonlarina baglanabilir, boylece enzimin
aktif noktasin1 bloke edebilir veya konformasyonel degisiklikleri indiikleyerek proenzimi

aktivasyon esnasinda kirilmaya agik hale getirebilir (2).

3. MMP-2 ve MMP-Q’un aktif formlarinin doksisiklin tedavisi sonrasinda azaldigi
bildirilmistir. Doksisiklinin bu azalmayi zimojenlerin in vivo aktivasyonunu Onleyerek
gerceklestirdigi bildirilmistir. Bu MMP inhibisyon mekanizmasi Lee ve arkadaglar1 (2001)

tarafindan ortaya konmustur.

4. Doksisiklinin MMP aktivitesini plazminojen/plasmin sistemi araciligi ile onledigi de

One stirtilmistiir (57).

Doksisiklin, periodontal hastaliklarda, artrit ve tendinitlerde kullanilmaktadir (29, 30, 31,

32, 33, 34). Ayrica, akut koroner sendromda proflaktik olarak, abdominal aorta
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anevrizmalarinda matriks yikimini1 inhibe ederek ve damar duvarinda tip I kollajen
fibrillerinin ~ organizasyonunu Onleyerek, anevrizmanin biiylimesini  engelledigi
bilinmektedir (23). Doksisiklinin ayrica, diiz kas hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu
inhibe ettigini gosteren ¢alismalar da vardir (4). Doksisiklinin diyabetik si¢anlarda protein
glikasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (10) Ozellikle periodontit tedavisi sirasinda
subantimikrobiyal dozda kullanilan doksisiklinin diyabetik sicanlarda HbAlc diizeyini
azalttig1 bildirilmistir (29, 31).

2. 1. 3. 2. Antioksidan Etki

Kardiyovaskiiler sistemin verimli c¢alismasinda, oksidan dengenin korunmasi temel
mekanizmalardan biridir (58). Cesitli biyolojik sistemlerde doksisiklinin antioksidan
etkileri gosterilmistir. Doksisiklin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ifadelenmesini
inhibe eder, miirin akciger alveol epitel hiicrelerinde NO {iretimini azaltir (59). Etkisini
iINOS mRNA’sm1 yikarak gosterir. Doksisiklinin serbest radikal miktarin1 da azalttigi
gosterilmistir. Radikal siipiiriicii 6zelligi kimyasal yapisindaki terminal fenol halkasina
baglanmistir (60). Doksisiklinin noroprotektif 6zellikleri de mevcuttur (61, 62, 63).
Spontan hipertansif sicanlarda doksisiklin kullanimi MMP inhibisyonu, antioksidan etki,
azalmis proteaz aktivitesi ve antihipertansif etki olusturmus ancak bu sonuglar

hipertansiyonun olusturdugu vaskiiler remodeling ile iligkili bulunmamustir (64).
2. 1. 3. 3. Anjiyogenez Uzerine Etkiler

Anjiyogenez var olan damardan yeni kapillerlerin gelismesidir. Yeni damar olusumu ¢ok
basamakli bir siirectir. Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi, endotel
hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve gocii, tubul olusumu ve olgunlagma, damar stabi-
lizasyonu ve ekstraselliiler matriksin (ESM) yeniden sekillenmesi bu basamaklari
olusturur. Fizyolojik anjiyogenez gebelik, laktasyon, embriyogenezde doku farklilagmasi,
yara iyilesmesi gibi doku iyilesmesi durumlarinda gergeklesmektedir (65). Proanjiogenik
ve anti anjiogenik faktdrler arasindaki denge bozuldugunda anjiogenez kontrol edilemez.
Romatoid artrit, arterit, diyabetik retinopati, psoriyazis, hemanjiyom, kanser, kronik stres
durumlarinda anjiyogenez patolojik olarak ortaya ¢ikmaktadir (66). Bu patolojik
durumlarin tedavisi i¢in normal ve anormal anjiyogenezi ayrimini yapmak gerekir ( 66).
Periferik arter hastaliklarinda ve gecikmis yara iyilesmesinde ise anjiyogenezin yetersizligi

sOz konusudur.



MMP’ler anjiyogenezde, endotel hiicrelerinin ¢evre dokulara migrasyon ve invazyonunda
kritik rol oynarlar, son zamanlarda MMP’lerin roliiniin ESM yikimindan daha kompleks
oldugu agiklanmistir (66). MMP’lerin anjiyogenez iizerindeki etkisi etkinin donemi ve
uzunlugu agisindan degisiklik gosterebilir ve anjiyogenez iizerinde kolaylastirict veya
inhibe edici etki gosterebilirler (66). Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra ESM
bilesenlerinin depolanmasi1 ve bir araya getirilmesi icin ekstraseliiler proteoliz mutlaka
lokal olarak inhibe edilmelidir. Kapiller tomurcuklanma olustuktan sonra yine bu
tomurcuklanmanin ucunda yeni olusmus ESM’de yikilma ortaya ¢ikar ve anjiyogenezin
yayilim1 saglanir. Bazal membranin yikilmasi ise endotel hiicrelerinin gogiinii ve tomurcuk
olusumunu kolaylastirir. Endotelin uzamasi ile hiicre i¢i ve hiicreler arasi boslukta,
damarlar1 olusturacak liimenler ortaya ¢ikar. Boylece, ESM yikiminin aktivasyon ve

inhibisyonlar1 sonucunda kapiller olusumu saglanir (67).

Minosiklin ve doksisiklinin tavsan korneasinda tiimor implantasyonu ile uyarilan
anjiyogenezi inhibe ettigi bildirilmistir (68). Doksisiklin basta olmak tizere, tetrasiklinler
endotel hiicrelerinde MMP (MMP-8, MMP-9) sentezini inhibe ederler. mRNA
diizeyindeki bu inhibisyon, anjiyogenez sirasinda endotel hiicrelerinin migrasyonunu

etkileyebilir (69).
2. 1. 3. 4. Apoptozis Uzerine Etkiler

Apoptozis, organizmanin gelisimi ve homeostaz i¢in temel 6neme sahiptir. Apoptozis
diizenlenmesinin bozulmasi kanser ve norodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli durumlarla
sonuglanir. Memelilerde apoptotik yolagin en énemli bilesenleri kaspazlar olarak bilinen

proteaz ailesidir (70).

Kaspaz-1, interlokin 1p (IL-1B) -donistiiriicli enzim olarak bilinir ve IL-1B’nin Onciisiinii
matiir hale doniistiiriir, farelerde deneysel travmatik beyin hasarinda énemli rolii vardir.
Azalmig matiir IL-1p liretimi ndrolojik fonksiyonlarda iyilesme ve doku hasarinda azalma
ile iligkilidir (70, 71, 72). Deneysel veriler tetrasiklinlerin anti-apoptotik o6zellige sahip
oldugunu gostermektedir (62, 63). Travmatik beyin hasarindan 12 saat once veya 30
dakika sonra intraperitoneal minosiklin uygulanmasinin kaspaz-1 inhibisyonu yolu ile
noronal hiicre 6liimiinii 6nledigi bildirilmistir (73). Bunun klinik sonucu olarak norolojik
kayiplar ve doku hasar1 azalir. Norolojik fonksiyonlarin diizelmesi azalmis lezyon boyutu

ve kaspaz-1 aktivitesi ile orantilidir, matiir IL-1f diizeyi ile ilskilidir. Minosiklinin ayni



zamanda Huntington hastalig1 (74) ve Amyotrofik Lateral Skleroz (75) gibi nérodejeneratif

hastaliklarda da yararl olabilecegi one siiriilmustiir.
2. 2. Matriks Metalloproteinazlar

MMP’ler ESM’nin ¢esitli bilesenlerini yikabilen, Zn'? iceren endopeptidaz grubu
enzimlerdir. Omurgalilarda 20°den fazla MMP bulundugu bildirilmistir (Tablo 2. 1) (76).

Tablo2. 1. Omurgalilarda tanimlanmig bazit MMP’ler (76).

Matrilizinler Matrilizin (MMP-T7)
Matrilizin-2 (MMP-26)
Kollajenazlar Kollajenaz-1 (MMP-1)

Kollajenaz-2 (MMP-8)
Kollajenaz-3 (MMP-13)
Stromelizinler Stromelizin-1 (MMP-3)
Stromelizin-2 (MMP-10)
Metalloelastaz (MMP-12)
Stromelizin-3 (MMP-11)
Jelatinazlar Jelatinaz-A (MMP-2)
Jelatinaz-B (MMP-9)
Membran-tipi MMP’ler | MT1-MMP (MMP-14)
MT2-MMP (MMP-15)
MT3-MMP (MMP-16)
MT4-MMP (MMP-17)
MT5-MMP (MMP-24)
MT6-MMP (MMP-25)

MMP’lerin en basit yapisal alt sinifi matrilizindir ve bir sinyal peptidi, bir propeptid bolge
ve ¢inko baglayici alan1 kapsayan katalitik bolgeden olusur (66). Tim MMP’ler proenzim
olarak sentezlenir ve c¢ogu inaktif proMMP’ler olarak salinirlar. MMP’lerin katalitik
bolgeleri enzim aktivitesinin agiga ¢ikmasi ve stabilitesi i¢in gerekli ek bir yapisal Zn*? ve
iki-iic adet Ca*? icerir (76). Katalitik bolgeler diger substratlara karsi proteolitik aktiviteyi
saglar. Hemopeksin bolgesi ise kollajenazlarin tiglii sarmal interstisyel Kkollajenleri
toplamasi i¢gin gerekmektedir. Katalitik ve hemopeksin bolgeleri baglayan prolinden zengin
baglayict peptidin fonksiyonu bilinmemekle birlikte, molekiiler modele dayanarak ti¢lii

sarmal kollajenle etkilestigi varsayilmaktadir (76).



Pozitif Etkiler Negatif Etkiler
TGF6
MMP GENLERI Retinoidler
A Heparin
IL- 1’ TNFa Kortikosteroidler
TRANSKRIPSIYON TIMP GENLERI
TNFa aktivasyonu ZIMOJENLER
| PAKL, PAR2 oy
uPA/Plazmin j AKTIVASYON B | TIMP 1,2,3
MTMMP
Pozitif Geri Besleme ’ AKTIF ENZIMLER
L TIMP 1,2
| Tetrasiklinler
Sentetik inhibitérler
| proTEOLIZ «
Ekstraseluler matriks | Disiik ':l‘:;zlu;fg""k"

Sekil 2. 2. MMP’lerin kontrol mekanizmasi (77).

Organizmada fizyolojik olaylarin siirdiiriilmesinde MMP aktivitesi ¢ok sayida endojen
madde ile kontrol altinda tutulur (Sekil 2. 2) (77). Ozellikle MMP’ler ile onlarin 6zgiil
endojen doku inhibitorleri (TIMP) arasinda siirekli bir denge vardir. Kemigin yeniden
modellenmesi, yara iyilesmesi, anjiyojenez, inflamasyon, apoptozis, immiin cevap
gelisimi, embriyonik gelisim, blastosist implantasyonu, organ morfogenezi, sinir hiicresi
gelisimi, ovulasyon, servikal dilatasyon, postpartum uterin involiisyon, endometriyal
dongii ve sag folikiilii dongiisti gibi pek ¢ok biyolojik siirecte MMP ve TIMP ler siirekli ve
diisiik diizeyde ekspresyonlart ile kritik rol iistlenmislerdir (76).

Matriks metalloproteinazlarin aktivitesi kontrol altinda tutulmazsa biitiin ESM bilesenlerini
yikabilirler. Bu kontrol mekanizmasi transkripsiyon, latent proenzimlerin aktivasyonu ve

proteolitik aktivitenin inhibisyonu olmak iizere {i¢ ayr1 mekanizma ile gerceklesir (Sekil 2.
2) (77).

MMP’lerin aktivitelerindeki kontrolsiiz degisikliklerin ESM yikimi1 ile kardiyak
hastaliklar, ateroskleroz, periodontal hastaliklar, tiimor metastaz1 ve artrit gibi pek cok

hastaligin patogenezinde rol oynadigini bildiren yayinlar mevcuttur (66, 78).
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2. 3. Ileri Glikasyon Son Uriinleri

AGE’ler, protein, lipoprotein ve/veya niikleik asitlerde bulunan azotlu gruplar ile
indirgeyici sekerlerin karbonil gruplar1 arasinda non-enzimatik bir glikasyon gerceklesmesi
sonucu ortaya cikarlar. AGE f{riinleri ilk kez 1912 yilinda, AGE olusumundaki ara
bilesikleri isimlendiren Louis Camille Maillard tarafindan tanimlanmistir (79). Protein
glikasyonunun klinikte en yaygin degerlendirme Olgiitii olarak kullanilan HbAlc’nin

ortaya ¢ikist AGE ile ilgili arastirmalar1 baglatmistir (80).

Proteinlerin glikasyonu siirecinde 6nce sekerdeki karbonil grubu ile proteinin serbest
amino grubu Schiff bazin1 olusturur, bu olay birka¢ saatte gergeklesir. Schiff bazi ise
giinler i¢ginde Amadori iriinlerine, onlar da dikarbonil bilesiklerine doniisiir. Bu evreden
sonra, AGE’ye doniisiim siireci ise haftalar iginde gergeklesir. Amadori iriinlerinin
olusumundan sonra, reaksiyonlar geri doniissiiz doneme girer. Glikasyon, 6zellikle erken
donemlerde daha fazla olmak iizere, seker konsantrasyonuna bagimlidir, bu nedenle
diyabette AGE yapimui artar (81). Ancak, AGE olusumunun, diyabetes mellitus (DM)
disinda yaslanma (39), hiperlipidemi, sigara igme, hipertansiyon, inflamasyon, Alzheimer
(44) gibi durumlarla da iliskili oldugu bildirilmistir (23, 27, 48, 50).

Oksidatif stres artigina bagli olarak seker veya lipitlerin oksidasyonunda artig olur (81),
AGE olusumu da lipit peroksidasyonunu artirir (80).

Metilglioksal keton cisimlerinin metabolizmasi ve treonin yikimiyla da olusabilmektedir.
Bu dikarbonil bilesikleri ¢ok reaktif yapidadirlar ve proteinlerin terminal uglarindaki

aminoasit kalintilariyla reaksiyona girerek AGE’leri olustururlar (82).

Ayrica, yiiksek diizeyde kan glikozunun bir kismi polyol yolag: ile 6nce sorbitole daha
sonra 3-deoksi-glukozon’a doniisiip AGE olusumuna katilmaktadir (Sekil 2. 3) (81).
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Yolag
FRUKTOZ
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Sekil 2. 3. AGE’lerin olusumunun sematik gosterimi (33).
Bu reaksiyonlar da NADPH ve glutatyonun tiiketimine yol agarak oksidatif stresi artirir.
AGE olusumundaki mekanizmalarin ¢esitliligi AGE yapisindaki heterojenitenin

kaynagidir.
2. 4. Tleri Lipoksidasyon Son Uriinleri

Hiicrede kimyasal reaksiyonlar homeostaz bakimindan siki kontrol altindadir. Ancak

fizyolojik durumlarda bile baz1 zararli kontrolsiiz reaksiyonlar da gergeklesmektedir (43).

Cesitli hiicrelerde olusan ROS ve serbest radikaller, ¢cok reaktif ve zararli etkilere sahiptir.
Stiperoksit anyon radikali en yaygin ROS 6nciisii ve oksidatif zincir reaksiyonlarinda bir

aracidir (83,84).

Yasayan hiicrelerde fizyolojik ROS olusumunun en biiyiik kaynagi mitokondriyal transport

zincirindeki kompleks 1 ve 3’tiir.
2. 4. 1. ileri Lipoksidasyon Son Uriinlerinin Temeli

Biyolojik membranlar ¢ift fosfolipit tabakasindan olusan dinamik yapilardir. Non-kovalent
baglarla bagli amfipatik molekiiller igerirler (85). Membran c¢ift tabaka halinde bulunur.
Okaryotlarda membran lipitlerini daha ¢ok fosfolipitler olustururlar. Fosfolipitler hidrofilik
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bir bas ve hidrofobik bir agil grubu igerirler. Coklu Doymamis Yag Asidi (Poly
Unsaturated Fatty Acid; PUFA) icerigi okaryotlarda esansiyeldir ve hiicreye akiskanlik,
esneklik, secici gecirgenlik gibi 6zellikleri kazandirir (86). Fosfolipit membranin oksidatif

degisikliklere duyarliligi ile iliskili olan baslica iki etken vardir:

1. Igerdigi cift tabakali membranin fizikokimyasal &zellikleri: Oksijen ve serbest radikaller
cift tabaka akigkan lipitte sulu ¢ozeltiden daha iyi ¢oziiniir. Bdylece oksijen i¢ organik
fazda birikmeye egilimli olabilir. Organik bolgeler sulu bolgelere gore daha fazla serbest
radikal icermeye egilimlidir. Sonu¢ olarak lipit membranlar oksidatif hasarin birincil

hedefi haline gelebilir (83).

2. Yag asitlerinin kimyasal reaktivitesi: PUFA rezidiileri oksidasyona ¢ok duyarlidir.
Fosfolipit membran gliseroliin 2-hidroksi grubu ile esterlesmis bir doymamis yag asidi
kalintis1 igerir. Bu yag asidi metilen gruplari arasinda ¢ift bag igerir. ROS ile olusan hasara

duyarlidir. Yag asitlerinin igerdigi ¢ift bag sayisi oksidasyona duyarliligini artirir (87).

Sonug olarak, fosfolipitlerdeki PUFA konsantrasyonunun fazla olmasi onlar1 sadece
oksitleyici ajanlarin birincil hedefi yapmakla kalmaz, ayn1 zamanda serbest radikallerin
zincir reaksiyonuna katilmalarii saglar. Reaktif serbest radikaller hidrojen atomlarini
PUFA yan zincirlerinden elde edebilir. Bir hidrojen atomu sadece 1 elektron igerir. Bu yag
asidi iskeletindeki bir karbona kovalent bagla baglanir. Sonugta, karbon hidrojenin
eslenmemis elektronu ile birlesir. PUFA yan zincirleri radikallerle kolayca reaksiyona
girer. Karbon radikali membranin i¢ kisminda olusur ve genellikle membranda ¢oziilmiis
oksijenle birlesir. Sonugta olusan peroksil radikali yiiksek derecede reaktiftir; membran
proteinleri ve PUFA yan zinciri ile kolayca baglanabilir (43). Bu reaksiyonlar tekrarlanir,
bir serbest radikal zincir reaksiyonu siireci ig¢inde lipit hidroperoksit olusur. Lipit

hidroperoksitler peroksidize olmamis yag asidi yan zincirlerinden daha hidrofiliktirler.

Bu karbonil bilesikler biyolojik sistemlerde yaygin bir sekilde olusurlar ve serbest
radikallerden farkli ozellikleri vardir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerine gore reaktif
aldehitler daha uzun yarilanma Omriine sahiptir. Aldehitlerin yiiksiiz olmasi hidrofobik
membranlara ve hidrofilik sitozole goglerini kolaylastirir. Boylece iiretildikleri bélgeden
uzaga etki edebilirler. Bu 6zelliklerine dayanilarak karbonil bilesiklerin ROS’a gére daha
yikici, membran i¢i veya dis1 alanlarda daha uzun erimli zararlar verebilecekleri 6ne

surtlebilir.
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2. 4. 2. ileri Lipoksidasyon Son Uriinlerinin Olusmasi

Karbonil bilesikler, protein, DNA, aminofosfolipitler gibi makro molekiillerin, niikleofilik
gruplariyla reaksiyona girer. Sonugta kimyasal, non-enzimatik, geri doniissiiz
modifikasyonlar ve ¢esitli ¢apraz baglar igeren bilesikler olusur ki bunlar ileri

lipoksidasyon son iiriinleri olarak adlandirilir (Sekil 2. 4) (42).
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Sekil 2. 4. Lipit peroksidasyonunun aldehitik molekiiler tiirlerinden kaynaklanan aminofosfolipit, protein ve
DNA hasari. Karbonil glioksal bilesiklerinden olusan ileri lipoksidasyon son tiriinlerine 6rnekler (83).

2. 4. 2. 1. ileri Lipoksidasyon Son Uriinlerinin Olusturdugu Molekiiler Hasar
Lipoksidasyon reaksiyonlar1 proteinlerde;

1. Konformasyon, yiik, hidrofobisite, elastisite, ¢oziiniirliikk gibi fizikokimyasal 6zelliklerin

degismesi,

2. Hiicre i¢i ve hiicreler arasi protein ¢apraz baglar1 ve agregatlart olusmasi,
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3. Enzim aktivitesi ve biiylime faktorlerinin azalmasi / inhibisyonu,

4. Protein yikiminda degisiklikler,

5. ESM ozelliklerinde modifikasyonlar ve hiicre-matriks etkilesiminde modifikasyonlar,
6. Otoimmun yanitlarin stimiilasyonu

gibi fonksiyonel ve yapisal durumlarda degisiklere yol agar (42).

Bu non-enzimatik protein modifikasyonlar1 spontan, rasgele ve programlanmamis
kimyasal reaksiyonlardir. Tiim proteinler serbest karbonil tiirleri (RCS)’nin hedefi olabilir.
Sonugta, aminofosfolipitlerin amino gruplar1 karbonil bilesiklerle reaksiyona girebilir.
Proteinlerde bazi olumsuz biyolojik etkileri olan non-enzimatik modifikasyonlari
baslatabilir. Aminofosfolipitler bu biyolojik siirecten etkilenebilir. Bu siirecte hiicresel ve
hiicre-alti membranlardaki aminofosfolipitlerin asimetrik dagilimi, membranin fizyolojik
ozellikleri, membran fosfolipitlerinin dongii ve biyosentezi, islevsel olarak aminofosfolipit

gerektiren, membrana bagli proteinlerin aktivitesi onemli olabilir.

2. 4. 2. 2. Qleri Lipoksidasyon Son Uriinlerinin Olusturdugu Hiicresel Adaptif

Yanitlar

Fosfolipitlerin PUFA zincirlerinin peroksidasyonu, karbonil bilesiklerin karigimi olan bir
kompleksi olusturur. Baglarda bu yap1 igindeki aldehitlerin oksidatif hasarla baglantili
olarak sadece sitotoksik oldugu bilinirken (83), kanitlar bu bilesiklerin oksidatif hasar ve
antioksidan savunma durumlarinda, uyum siirecinde sinyal tetikleyici olarak da etki

ettiklerini géstermistir.
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2.5. AGE ve ALE olarak Karboksimetillizin

Askorbat
Aldozlar i I
Ketozlar |
1
o1 | [o]
v
] _[01 5 Glioksal Metabolik
Schiypaz Glioksal Aldehit  ©  Aracilar
[Protein] [Protein]
) \ [HOCI]
Serin

ot — 101 omr |
Uriinleri CML

Sekil 2.5. Karboksimetillizinin (CML) olugsum siirecinin sematik olarak gosterimi. [O]: Oksijen, [HOCI]:
hipokloréz asit, PUFA: Coklu Doymamis Yag Asidi (42).

Glikooksidasyon iiriinleri glikasyon ve oksidasyon reaksiyonlarinin ardisik gergeklesmesi
ile meydana gelir. Baz1 glikoz kaynakli glikooksidasyon iiriinleri non-oksidatif yollarla
olusabilir. CML ise karbonhidrat igermeyen lipit veya amino asit oksidasyon iiriinlerinden
de kaynaklanabilir (Sekil 2. 5). CML lipit kaynakliysa ileri lipit peroksidasyon son iiriinii
olarak tanimlanir. CML, Karboksietillizin (CEL), Glioksal lizin dimer (GOLD), Metil
glioksal lizin dimer (MOLD) bu o6zelligi gosteren AGE/ALE’lerdendir (42). CML’den

zengin proteinler redoksu aktive ederler ve oksidatif hasar1 kolaylastirirlar (88).
2. 6. AGE/ALE’lerin olusumunda inhibisyon basamaklari

Maillard reaksiyonuna karsi gesitli agamalarda inhibisyon gelisebilir:

Reaktif dikarbonil tiirlerinin yakalanmast,

Metal selasyonu ile antioksidan aktivite,

Serbest radikal siipiiriicii etki ile antioksidan aktivite,

AGE cross-link klevaji,

AGE reseptoriiniin blokaji,
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Antidiyabetik tedavi ile gliseminin azaltilmas,

Aldoz rediiktaz inhibisyonu,

Trans ketolaz aktivasyonu ile trioz-fosfat santinin pentoz-fosfata kaymasi.
2. 7. Stres

Modern stres teorisinin Onciilerinden kabul edilen Selye (1936), stresi “organizmay1
zorlayict olaylarin neden oldugu veya bu olaylar sonucunda viicutta ortaya ¢ikan

ihtiyaglara verilen tepkiler” olarak tanimlamistir (89).

I¢ veya dis kaynakli stres uyaran1 hipotalamo-hipofizo-adrenal (HPA) aks: aktive eder ve
sempatik sinir sistemini uyarir. Stres santral ve periferik sinir sisteminde pek ¢ok adaptif
yanitin uyarilmasini saglar; biiylime metabolizma, dolagim, lireme ve immiin yanitlardaki
yetersiz, asirt veya uzun siireli uyarilma fizyolojik olarak olumsuz sonuglar dogurabilir
(90). Uzun siireli stres davranigsal olarak depresyon (91), postravmatik stres bozuklugu
(92) ve anksiyete (93) gibi ¢esitli rahatsizliklara neden olabilir. Beyin farkli stres
uyaranlart i¢in hedeftir, stresle indiiklenen durumlara karsi yliksek duyarliligi vardir.

Beyinde PUFA miktar yiiksek oldugundan serbest radikal ataklarina agiktir (86).
2. 7. 1. Stres ve Anjiyogenez

Tiimor biiyiimesinde kronik stresin aracilik ettigi cesitli mekanizmalar tanimlanmistir;
timOr damarlanmas1 ve proanjiyogenik faktorlerin ekspresyonunun artisina yol agan
CAMP-PKA sinyal yolaginin [ adrenoseptor (AR) antagonistleriyle inhibe oldugu
bilinmektedir (90).

2. 7. 2. Stres ve Hormonlar

Stres organizmanin homeostaz ve hayatta kalma yetenegini ayarlamak i¢in davranigsal ve
hormonal degisikliklere yol agar (94). CRF 6n hipofizden ACTH sekresyonunun primer
aktivatoriidiir (95). Hipofizden saliverilen adrenokortikotropik hormon (ACTH) adrenal
kortekste steroid hormon iiretimine yol acar (95). Bu ACTH uyarisi, stres uyaranina yanit
olarak hipotalamustan saliverilen CRH tarafindan kontrol edilir ve stres uyaranina yanit
olarak saliverilir. CRH’nin asir1 aktivasyonu anksiyetenin fizyopatolojisini olusturur (89).
CRH streste gonadotropin saliverdirici hormon sekresyonunu inhibe eder. Ayni zamanda

somatostatin iizerinden biiyiime hormonu, TRH, tirotropini inhibe eder ve bdylece iireme,
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biiyiime, tiroid fonksiyonlar1 bozulur. Kronik stres viseral yaglanmay1 artirir, kas kemik
kitlesini azaltir, osteoblastik aktiviteyi baskilar (96). Glukokortikoidler gonadotropin,
biliyiime hormonu, tirotropini inhibe ederler, osteoporoza yol agarlar (94). Strese yanit
veren sistemler birbiriyle iliskilidir ve HPA aksin aktivasyonu beyinde hipokampus ve
amigdala gibi gesitli bolgelerde stresle indiiklenen noradrenalin (NA)’in saliverilmesi ile
artar (97). Bu sistemlerdeki herhangi bir bozukluk komplikasyonlara neden olur. HPA
aksimin aktivasyonu ve glukokortikoidler organizmanin strese yanit verebilirli§inde rol
oynarlar (98). Stres ve glukokortikoidler insan ve hayvan modellerinde kognitif
fonksiyonlar {izerine etkilidir. Adrenal steroidler ve stresli durumlar epizodik ve uzaysal
bellekte kayiplara yol acarlar. Akut etki birka¢ saatten birkag giline kadar geri doniislii ve
belirli durumlarda segicidir (99). Glukokortikoidlerin indiikledigi insiilin rezistansi
glisemik kontroliin bozulmasina neden olur (100, 101). Ayrica kronik stresle ortaya ¢ikan
santral obesite, melankolik depresyon, kronik anksiyete bozuklugu, metabolik sendrom
(viseral obesite, insiilin rezistansi, dislipidemi, hipertansiyon) ile karakterize olan Pseudo
Cushing sendromu tanimlanmustir (96, 101). Kronik stres ile ortaya ¢ikan hormonal etkiler
sekil 2. 6’da gosterilmektedir.

Somatostatin _.» GnRh
I \ ”"“

- S = FSH,LH

- Y N
£ Seks Steroidleri

§==-===—=-==-==
\

Viseral Yaglanma,/" Kemik Kitlesi™\
v v
Metabolik Sendrom Osteoporoz

Sekil 2. 6: Kronik stres ile ortaya ¢ikan hormonal etkiler. GH: Biiylime hormonu, GhnRH: Gonadotropin
saltverici hormon, FSH: Folikiil stimiilan hormon, LH: Luteinlestirici hormon, Kesikli ok: Baskilayici, Diiz
ok: Artirict (101).
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2. 7. 3. Stres ve Anksiyete

Stres anksiyete benzeri davraniglari tetikler (102). Kronik stres beyinde CRH’nin
ekspresyonunu artirir. (103). Oksidatif stres santral sinir sisteminde ndronal dejenerasyon
yapar (104). Toksik stres durumlarinda ROS iiretimi belirgin olarak artar. Serbest
radikallerin stresle indiiklenen olusumunun bir sebebi NO iiretiminin artis1 olabilir. Stres
ayni zamanda glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi serbest radikal
stiptiriici enzimleri baskilar ve oksidatif stres daha da artar. Beynin PUFA igerigi yiiksek
oldugundan ve oksidatif stresin Onemli sonuglarindan biri membran lipitlerinin

peroksidasyonu oldugundan bu dokulardaki yap1 ve fonksiyonlar1 bozulabilir (105).
2. 3. 4. Stresin Apoptozis Uzerine Etkileri

Kardiyovaskiiler sistem stresin primer hedef organidir. Hipertansiyon, ateroskleroz,
koroner arter hastaliklar1 miyokard infarktiisii gibi baslica kardiyovaskiiler hastaliklar stres
yanitlarinin hedefleri ile yakindan iligkilidir. Bunun yaninda stres uygulanan deney
hayvanlarinin kardiyomiyositlerinde siddetli apoptozis ve nekroz gosterilmistir (106).
Kronik hareket kisitlamasi stresi hipotalamusta da apoptozis hizimi artiric1 etki gosterir,
ayrica 6grenmenin de bozulmasina neden olur (107). Farelerde yapilan galismalarla kronik

stresin timusta(108) ve lenfositlerde (109) de apoptozise yol agtigi gosterilmistir.
2. 7. 5. Stres ve Endotel Disfonksiyonu

Stres aterosklerozla iligkili hastaliklarda Onemli bir etkendir. Yiiksek yagh diyet
aterosklerozu indiikler ve psikososyal strese son derece duyarli olan orta diizeyde
hiperlipidemi, ateroskleroza neden olur (110) Oksidatif stres endotel disfonksiyonu ve
hasarini indiikleyerek aterogenezi baslatan etken olarak kabul edilmektedir (111). Ayrica
oksidatif stres/serbest radikal aktivitesi ateroskleroz patofizyolojisinde rol oynar (112).
NO’nun endotel disfonksiyonu ve aterosklerozda biiyiik 6nemi vardir. NO agirlikli olarak
koruyucu gibi goriinmekteyse de =zararli etkiler ortaya ¢ikarabilir. NO genellikle
vazodilatasyonu indiikler, endotelin ise fizyolojik olarak NO ile ters yonde g¢alisir, tipik
olarak giiclii bir vazokonstriktordiir (110). Her ikisi de endotelde sentezlenir ve vazomotor
diizenlemede aralarinda dogal bir denge kurulmustur. Endotel disfonksiyonunda bu denge
onemli Ol¢iide bozulur (113, 114). Boylece ateroskleroz endotel hiicresi ile iliskili NO
sentezi ve NO’ya bagimli vazodilatasyonun bozulmasi ile olusur (114). Dogal (LDL-)

kolesterol oksitlendiginde ateroskleroza zemin hazirlar. Endotelyal-NOS (e-NOS) ve
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NO’yu tiiketir. Boylece damar ihtiya¢ halinde gevseyemez ve endotel disfonksiyonu ve
ateroskleroz gelisir (115). Aksine NO biyoyararlanimindaki artis Onceden varolan
aterosklerotik lezyonlarin gerilemesine neden olabilir, e-NOS ve NO antiaterojen bir
aktiviteye de sahiptir (116). Bu 6zellik hiperkolesterolemili hastalar igin 6nemli olabilir
(115). Okside LDL sitotoksik ve kemotaktiktir; makrofajlar1 ¢eker ve kopiik hiicreleri,
yaglh ¢izgilenmeler, plak olusumu ve sonugta ateroskleroza neden olur (115). Bu nedenle
ateroskleroz oksidatif stres, LDL kolesterol, endotel disfonksiyonu, yapisal NO’nun
yetersiz mobilizasyonu ve aktive olmus proinflamatuvar yolaklarin neden oldugu lokal bir

inflamasyon olarak yorumlanabilir.
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3. GERECLER ve YONTEMLER

3. 1. Proje Onay1

Bu tez ¢alismasi1 kapsamindaki deneylere, Baskent Universitesi Tip ve Saghk Bilimleri
Arastirma Kuruluna sunulan ve onaylanan proje dnerisinin, Baskent Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu tarafindan da onaylanmasindan sonra baslandi (Proje Tarihi:
30.04.2013; Proje No: DA 13/12). Bu calisma Baskent Universitesi Arastirma Fonunca
desteklendi. Deneysel caligmalar, Helsinki Deklarasyonu ve Amerikan Ulusal Saglik
Orgiitii (USA NIH) tarafindan yaymlanan Laboratuvar Hayvanlarmm Kullanimma ve

Bakimina Iligkin Rehber’e uygun olarak gerceklestirildi.
3. 2. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasinda erkek, Sprague Dawley (SD) sicanlar (n=48, 394,8+14,8 g) kullanild:.
Sicanlar Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden temin
edildi. Ortama alismalarini saglamak icin deneylerin baslamasindan 7 giin 6nce Baskent
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, Arastirma Unitesine
getirilen siganlar, sicakligt (25+2°C) ve bagil nemi (%32+7) sabit, vantilator ile
havalandirilan, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisii uygulanan bir odada, 8’erli

gruplar halinde, standart sican kafeslerinde barindirildi.

Tiim gruplara standart sican yemi ve musluk suyu verildi. Sicanlara, hareketsizlik stresine

maruz birakildiklari siire disinda yem ve su kisitlamast uygulanmadi (ad libitum).
3. 3. Deney Protokolii

Izole organ banyolarina giinde en fazla 3 sigandan izole edilen ikiser adet preparat olmak
lizere toplam 6 adet preparatin asilabilecegi ve ¢ikabilecek aksakliklar (sican 6liimii, teknik
aksakliklar) goz oniinde bulundurularak deney tasarimi haftada 4 giin, giinde 3 sigan
deneye alinacak sekilde yapildi (Tablo 3. 1. A, B). Sicanlarin deneye hangi sirayla

alinacaklar1 rasgele olarak belirlendi.
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Tablo 3. 1. Deney protokolii

A. Deney siiresince yapilan uygulamalar takvimi

Ilag veya su uygulamas: (orogastrik gavaj)

Hareket kisitlama stresi 15 giin
boyunca 2 saat/giin

Giinler

A
15 17 55 50
— ¢ ! | 3
- Tartim. - Son stres - Davranig - Zimba - Tartim.
uygulamasi deneyleri. biyopsi ile
- Stres Oncesi ve sonras1 kan yara - Sakrifiye etme.
stresin 2. sekeri olusturma. .
saatinde kan olgiimii. - Yara ‘ol.usturulmus deri
sekeri 6lciimi. bdlgesinin gikartilmasi.
- Kan alma.
- Doku ve organ izolasyonu.
B. Her bir sigan i¢in deneye alinma takvimi
Giinler Deneye Giren Sicanlar

1. K1 D151 S1

2 K3 D153 D15S1

3 D155 D301 D1S3

4, K5 D157 D15S5

8 D23 D303 D30S1

9 S5 D305 D30S3

10. K7 S7 D30S5

11. D307 D30S7 D15S7

16. K2 D152 S2

17. K4 D154 D15S2

18. D156 D302 D15S4

19. K6 D158 D15S6

23. D304 D30S2 S4

24. S6 D306 D30S4

25. K8 S8 D30S6

26. D308 D30S8 D15S8

Stres uygulamasi deney takviminin ilk 15 gilinii boyunca gerceklesti. Her bir siganda deneye girisinin 55.
giinlinde yara olusturuldu, sicanlar deneyin 60. giiniinde sakrifiye edildi. Her sigana deneye giristen sakrifiye
edilinceye kadar toplam 60 giin orogastrik gavaj uygulandi.
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3. 4. Deney Gruplan

Sicanlar, rasgele olarak alt1 gruba ayrildi:

1. Kontrol grubu (K, n=8)

2. Stres grubu (S, n =8)

3. Stres ve doksisiklin 15 mg/kg/giin grubu (D15S, n =8)
4. Stres ve doksisiklin 30 mg/kg/giin grubu (D30S, n =8)
5. Doksisiklin 15 mg/kg/giin grubu (D15, n =8)

6. Doksisiklin 30 mg/kg/giin grubu (D30, n =8)

Siganlarin VA’lar1 deney boyunca her hafta basinda 6lgiildii. D30S grubundan bir sigan
deneyin 47. giiniinde 6ldiigiinden bu grubun degerlendirmeleri daha sonra n=7 olarak

yapild.
3. 5. Doksisiklin uygulamasi

Doksisiklin (Doxycycline hyclate, Sigma D9893, Almanya) 60 giin boyunca, 15 veya 30
mg/kg/glin dozlarinda orogastrik gavaj ile uygulandi. Doksisiklin ¢ozeltisi distile su i¢inde
seyreltilerek, uygulama hacmi 1 ml/kg VA olacak sekilde her giin taze hazirlandi. Ilag

uygulanmayan gruplara da ayn1 yoldan, esit hacimde distile su verildi.
3. 6. Stres protokolii

Stres gruplarina deneyin ilk 15 giinii boyunca, her giin bir dncekinden farkli saatlerde
olmak iizere gilinde 2 saat, degigmeli hareket kisitlamasi stresi uygulandi. Bu amagla,
siganlar alisgkin olduklar1 barmak ortaminda, kendi biiytikliiklerine gore ayarlanabilen,
pleksiglastan yapilmig, havalandirma delikleri olan, 7 x 7 x 18/20/22 c¢m boyutlarinda,
dikdortgen prizma seklindeki hareket kisitlayici kutularda (restrainer) tutuldu (Sekil 3.1).
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Sekil 3. 1. Siganlarda hareket kisitlamasi stresi uygulamasi.

Stres uygulamasimin ilk ve son giinlerinde, ikinci saatin sonunda restrainerdan ¢ikmadan
once siganlarin kuyruk veninden kan alinarak glukometre (Accu-Chek, performa nano) ile
kan sekeri diizeyleri Olciildii. Hareket kisitlamasi boyunca kan sekeri diizeylerindeki
degisiklikleri saptayabilmek amaciyla, rasgele secilen ii¢ siganda restrainer iginde

bulunduklari sirada 30. veya 45. dakikalarda da kan sekeri diizeyleri 6l¢iildii.
3.7. Yara olusturulmasi

Deneyin 55. giiniinde siganlar hafif anestezi (ketamin; 50 mg/kg, i.p, ksilazin; 5 mg/kg,
i.p.) altina alindi. Siganlarin sirt bolgesi tiras edildi ve dezenfektan soliisyon (Povidon iyot
%10, Isosol, Tiirkiye) ile temizlendi. Bir biyopsi zimbasi ile siganlarin skapulalarmin iist
hizasinda, bir eskenar iiggenin kdselerini olusturacak sekilde 3’er adet 3 mm c¢apinda

diizgiin kenarli yara olusturuldu (Sekil 3. 2).

Sekil 3. 2. A. Sicanlarda yara olusturulmasinda kullanilan malzemeler. B. Bir siganda zimba biyopsi 6rnegi.
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3. 8. In Vitro deneyler

Bu deneyler, izole organ banyosu diizeneginde torasik aorta preparatlarinin islev yoniinden
incelenmesini, kalp ve bobrek dokusunda malondialdehit ve glutatyon derisiminin
saptanmasini, deri preparatlarinda anjiyogenezin immunohistokimyasal yontemler ile
degerlendirilmesini, kalp ve aorta dokusunda karboksimetillizin birikimini ve aktif kaspaz
boyanmasini, jelatin zimografi ile matriks metalloproteinaz aktivitesinin gosterilmesini

kapsamaktadir.
3. 8. 1. Cerrahi Islemler ve Preparatlarin izole Edilmesi

Siganlarda cerrahi iglemlere ketamin (60 mg/kg, i.p) ve ksilazin (8 mg/kg, i.p)
kombinasyonu ile cerrahi anestezi derinligine ulasildiktan sonra baslandi. Bu diizey her
deney hayvaninda anestezi uygulamasindan sonra yapilan refleks kaybi kontrolleri ile

saptandi.
3. 8. 1. 1. Deri preparatlarinin hazirlanmasi

Anestezi altindaki sicanin sirt bolgesi tirag edildi. Zimba biyopsi uygulanmis alanlar 2x2
cm’lik kareler seklinde, cilt ve cilt altin1 kapsayacak bi¢imde eksize edildi. Bu dokular
karton iizerine sabitlendi, aliiminyum folyoya sarildi, sivi azotta dondurularak inceleme

zamanina kadar, doku preparatlari i¢in uygun sicaklik olan, -30°C” da saklandi.
3.8.1. 2. Torasik Aorta Halka Preparati

Sicanlarda orta hat abdominal insizyon yapildiktan sonra, sternumun her iki yanindaki
kikirdaklarin kesilmesi ile toraks bosluguna ulasildi. Kalbin sol ventrikiiliinden 6-8 ml. kan
alind1. Torasik aorta, aortik arktan itibaren diseke edilerek ¢ikartildi, 1 cm’lik proksimal

bolimii, i¢inde soguk Krebs-Henseleit ¢ozeltisi bulunan petri tabagina alindu.

Sekil 3. 3. 10 ml.’lik izole organ banyosuna asilmis bir sigan izole torasik aorta halka preparati ().
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Etrafindaki yag ve bag dokular dikkatlice temizlendi, 4 mm uzunlugunda ikiser adet halka
preparatt hazirlandi. Preparatlardan birinin endoteli, damar liimeninden gegirilen bir cam
¢ubugun kendi ekseni etrafinda, her iki yone 20’ser kez gevrilmesi suretiyle nazikge
styrildi. Izole organ banyosu diizeneginde 0,01 mM ACh’in olusturdugu gevseme
yanitlarinin FE 0On-kasilmasmin  %20’sinden fazla oldugu preparatlarda endotelin
korundugu kabul edilerek, bu preparatlar deneye dahil edilmedi. Endoteli korunmak
istenen preparatlarda, endotelin zedelenmemesi ig¢in cerrahi islemler dikkatle

gergeklestirildi.
3. 8. 1. 3. izometrik Gerim Degisikliklerinin Kayit Edilmesi

Izole edilen torasik aorta halka preparatlari, icinden gecirilen iicgen seklindeki iki adet
celik tel araciligiyla, Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ((mM]: NaCl, 118.2; KCl, 4,7, MgSO,.
7H,0, 1,2; CaCl,, 2,5; KH,PO,4, 1,2; NaHCO3, 25; glikoz, 11,1) igeren, 10 ml’lik ¢ift
ceketli cam organ banyolarinda, bir ucu izometrik kuvvet-yer degistirme transdiisirina
(BioPac, FDT 05, MAY, Tiirkiye) bagli, digeri ise organ askisina sabitlenmis sekilde yatay
olarak asild1 (Sekil 3.3). Indometazin (0,01 mM )de igeren ¢dzelti, deney boyunca siirekli
olarak %95 O, ve %5 CO; karisimi ile gazlandirildi ve termostatik kontrollii bir su
sirkiilatorii (WBC3044V3, MAY, Tiirkiye) araciligryla 37°C sabit sicaklikta tutuldu. izole
organ banyolar1 i¢ine eklenerek uygulanan test maddelerine yanit olarak diiz kas
preparatlarinda olusan izometrik gerim degisiklikleri, bilgisayar aracili bir fizyolojik veri
toplama ve kaydetme sistemi (BIOPAC MP100, MAY, Tiirkiye) araciligiyla kaydedildi.
Tiim preparatlarin, izole organ banyolarna yerlestirildikten sonra, 1 g dinlenme gerimi
altinda, 15 dakikada bir, taze ¢ozelti ile yikanarak, 60 dakika siiresince dinlendirilerek
dengelenmeleri saglandi. Kullanilan test maddelerinin  konsantrasyonlar1 organ

banyosundaki son konsantrasyon olacak bigimde hesaplandi.
3. 8. 1. 4. Organlarin ¢ikartilmasi ve saklanmasi
Kalp

Aortanin ¢ikartilmasindan sonra, kalp ¢evre yag ve bag dokularindan ayrilarak ¢ikartildi.
Apeksi dikkatlice 3x3x4 mm boyutlarinda kesilerek ayrildi, immunohistokimyasal
caligmalar i¢in aliiminyum folyo ile sarildi ve sivi azotta hizlica dondurularak -30°C’da
sakland1. Kalbin kalan kismi biyokimyasal calismalar i¢in derin dondurucuda (-80°C)

saklandi.
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Bobrek

Bobrek cevre yag ve bag dokularindan ayrilarak ¢ikartildi. Kapakli plastik kutular
icerisinde alindi, sivi azotta hizlica dondurularak, biyokimyasal inceleme zamanina kadar

derin dondurucuda (-80°C) saklandi.
3. 8. 2. Izole Organ Banyosu Deney Protokolii
Endoteli korunan ve siyrilan tiim preparatlara ayni protokol uygulandi.

Deney siiresince yanitlara prostanoidlerin olasi katkisini ekarte etmek iizere, ¢ozeltiye
siklooksijenaz enzim inhibitdrii indometazin (0,01 mM) eklendi. Preparatlara 6nce artan
konsantrasyonlarda fenilefrin kiimiilatif olarak (FE; 1 nM-0,03 mM) uygulandi, FE’nin
submaksimal (%60-80) kasilmaya neden olan konsantrasyonunun 3 uM oldugu saptandi ve

protokolde yer alan FE 6n-kasilmalar1 bu konsantrasyonla olusturuldu.

Kiimiilatif FE uygulamasinin ardindan dokular 5’er dakika aralarla 3 kez yikandi ve
submaksimal FE kasilmasini saglamak i¢cin 3 uM FE ortama eklendi. Kasilma yaniti
platoya ulastifinda, artan konsantrasyonlarda asetilkolin (ACh) kiimiilatif olarak (1 nM-
0,1 mM) uygulandi, ardindan dokular yikandu.

NO’nun intrinsik katkisinin aydinlatilmasi i¢in ACh ile elde edilen gevseme yanitlari
endotelyal NO sentaz (eNOS) inhibitorii Nw-Nitro-L-arginine-methyl-ester-hydrochloride
(L-NAME; 1 mM) ve takip eden protokolde de ¢oziinebilir guanilat siklaz inhibitori
oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ; 0,01 mM) ile 20’ser dakika inkiibasyon
ardindan tekrar edildi. NO’nun ekstrinsik katkisinin degerlendirilmesi i¢in ayni protokol

ACh yerine sodyum nitroprusiyat (SNP; 1 nM- 0,1 mM) ile tekrar edildi.

L-NAME ile inkiibasyon sonras1 FE ile 6n-kasilma olusturulan preparatlarda NOS substrati
L-Arginin (1 nM-1 mM) ve onun stereoizomeri D-Arginin (1 nM-1 mM) ile olusan

yanitlar kaydedildi.

Gevseme yanitlar1 submaksimal FE kasilmasinin yiizdesi (%) olarak hesaplandi.
izole Organ Banyosunda Kullamlan Test Maddeleri

Fenilefrin hidrokloriir (FE; aj-adrenoseptor agonisti, Sigma, Almanya)

Asetilkolin kloriir (ACh; segici olmayan kolinerjik agonist, Sigma, Isvigre)
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No-Nitro-L-arginin-metil-ester-hidrokloriir (L-NAME; endotelyal NO sentaz inhibitori,
Sigma, Almanya)

Sodyum nitroprusiyat (SNP; direkt nitrik oksit vericisi, Fluka, Almanya)
L-Arginin (Nitrik oksit sentaz substrati, Sigma, Almanya)
D-Arginin (L- arginin steroizomeri, Sigma, Almanya)

Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ); ¢6ziinebilir guanilat siklaz inhibitorii, Sigma,
Almanya)

Indometazin (Siklooksijenaz inhibitorii, Sigma, Italya)

Indometazin ve ODQ, dimetil siilfoksit (DMSO)’te ¢oziindii. Diger test maddeleri ise
distile su iginde ¢oziinerek stok c¢ozeltiler hazirlandi. Kullanilan test maddeleri stok
cozeltilerden seyreltilerek her deney giiniinde taze olarak hazirland1 ve konsantrasyonlari

organ banyosundaki son konsantrasyon olacak sekilde hesaplandi.

3. 9. Biyokimyasal ol¢iimler
3.9.1. HbAlc olgiimleri

Yaklagik son 3 aylik kan sekeri diizeylerini yansitan HbAlc ol¢iimii ile stres ve
doksisiklinin bu siirecte glikasyon {izerindeki etkisinin degerlendirilmesi amaclandi.
Intrakardiyak olarak alinan 6-8 ml kanin 1,5 ml’si EDTA igeren tiiplere koyularak hizl bir
sekilde Baskent Universitesi Ankara Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvarina

ulastirildi.

Tam kan 6rnegi dnce hemoglobin denaturani (MULTIGENT) ile 6n hazirliga tabi tutuldu.
Eritrositler lize edildi ve hemoglobin bir hemolizat olusturmak iizere proteolitik enzim olan

pepsin ile muamele edildi.

HbAlc konsantrasyonu bir mikropartikiil agliitinasyon inhibisyon yontemi kullanilarak

immunoturbidimetrik olarak ol¢tildii.
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3. 9. 2. Malondialdehit (MDA) ve Glutatyon (GSH) dl¢iimleri

Stres ve doksisiklin uygulamalarinin oksidan/anti-oksidan durum {iizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla kalp ve bobrek dokularinda MDA ve GSH derigimleri saptandi.
Bu &l¢iimler BUTF Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda yapildi.

Doku MDA ve GSH Derisiminin Saptanmasi

Dokular 0,15 M potasyum kloriir i¢inde cam-cam homojenizator kullanilarak (1/10; w/v)

homojenize edildi.

Doku 6rneklerinde MDA derisimi Buege ve Aust’un yontemi kullanilarak saptandi (117).
Yontem MDA’nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile yaptigr kompleksin kolorimetrik olarak
Olciimii esasina dayanmaktadir. Homojenat ornekleri 0,13 mM TBA ve %7,5 (v/v)
trikloroasetik asit (TCA) igeren ayirag ile kaynar su banyosunda 15 dk. inkiibe edildi.
Tepkime sonrasi elde edilen 6rnekler sogutulduktan sonra, 1500xg’de santrifiij sonrasi elde
edilen stipernatantlarin absorbansi spektrofotometre (Shimadzu-1601, Japonya) ile 535
nm’de Ornek koriine karsi Olglildi. MDA derisimleri molar ekstinksiyon katsayisi

(1,56x10°M*cm™) kullanilarak hesaplandi ve nmol/g doku olarak ifade edildi.

Doku GSH derisimleri Ellman’in doku stilfidril grup analizi yontemi ile gerceklestirildi
(118). Homojenat Orneklerinin % 1.76 metafosforik asit (w/v)  ¢oOzeltisi ile
deproteinizasyonu sonras1 4°C’da, 1500xg’de 10 dk. santrifiij islemi gergeklestirildi. Elde
edilen siipernatantin Ellman belirteci ile olusturdugu renkli kompleksin absorbanslar1 412
nm’de kore karsi saptandi. Glutatyon derisimleri standart egri kullanilarak hesaplandi ve

HMmol/g doku olarak ifade edildi.
3. 10. immunohistokimyasal incelemeler

Siganlarda yapilan immunohistokimyasal boyamalarda, Anti-CD31 antibody anjiyogenez,
Anti-Carboxymethyl Lysine antibody (CML26) AGE/ALE birikimi, Anti active Caspase 3
primer antikorlar1 apoptozis degerlendirilebilmesi icin kullanildi. Bu deneyler BUTF

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 Laboratuvarinda yapildi.
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immunofloresan Yontemi:

Orneklerin Hazirlanmast:

Alman doku 6rnekleri en hizli bigimde (1-25 dakika i¢inde) -196 °C sivi azot igerisinde

donduruldu. Antijenitesi bozulmadan kesitlerin elde edilebilmesi i¢in kesit alinana kadar

doku ornekleri -30 °C derin dondurucuda bekletildi. Kriyostat (Leica CM1850 UV) ile 7

mikrometre kalinliginda seri kesitler Poly-L-Lysinli lamlara alindi. Oda sicakliginda

kurutulduktan sonra silikajel (Merck, 1.01925) kullanilarak nemi alinmis kapali kutularda

immiin isaretleme uygulanana kadar saklandi.

Indirekt immunofloresan Boyama Y éntemi:

1.

Kesitler, “molekiiler sieve”(Merck, K. No: 5704) eklenerek suyu alinmig saf
asetonda, oda sicakliginda 10 dakika tespit edildi.

30 dakika kurutulduktan sonra kesitlerin etrafi pap-pen (Zymed Laboratories Inc.
K. No:71310) ile sinirlandirildi.

Uygun sekilde diliisyonu yapilmis primer antikorlar [Anti-CD31 antibody (P2B1)
(ab24590), Anti-Carboxymethyl Lysine antibody (CML26) (ab125145), Anti-active
Caspase 3 (ab13847)] kesitlere damlatildi ve oda sicakliginda nemli ortamda (iizeri
kapakla kapatilmig, 1slatilmis gazli bez igeren nemli kiivet iginde; humidity

chamber) 1 saat inkiibe edildi.

Primer antikor ile 1 saat inkiibasyon sonrasi lamlar Phosphate Buffered Saline

(PBS) yikama soliisyonu ile 3 kez 10 dakika siire ile yikandi.

Uygun sekilde hazirlanan sekonder antikor [Goat polyclonal Secondary antibody to
Mouse 1gG- H&L (FITC) (ab97022), Goat polyclonal Secondary antibody to rabbit
IgG- H&L (FITC) (ab97050)] yaymalarin tizerine damlatildi ve 30 dakika siireyle

nemli ortamda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi dolunca lamlar tekrar PBS yikama soliisyonu ile 3 kez 10 dakika

stire ile yikandu.

Cekirdek boyasi olarak etidyum bromiir (10 pg/ml) kesitlerin iizerine birer damla

damlatild.
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8. Lamlarin lizerine mounting medium damlatildi ve lamelle kapatildi.
9. Preparatlar 1s1ktan korunarak saklandi.
Immunofloresan Kontrol boyamast:

Kontrol amaciyla boyanan kesitlerde, primer antikor basamagi atlanarak, izleyen

basamaklar aynen uygulandi.
Immunofloresan Boyamasinin Degerlendirilmesi:

Immunofloresan yontemi kullanilarak immun boyama uygulanmis aort, deri ve Kkalp
kriyostat kesitleri floresan mikroskobu (Leica DM 3000) ile degerlendirildi ve mikroskoba

entegre dijital kamera ile fotograflandi.
3. 11. Jelatin Zimografi

Jelatin zimografi ile sigan aortlarinda MMP-2 ve 9 aktivitesi ol¢iildii. Deneyler Hacettepe

Universitesi Tip Fakiiltesi Norobilim Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Deney boyunca tiim islemler buz {istiinde uygulandi.

RIPA tampon (Tris-HCI pH 7,4 50 mM, NP-40 % 1, Na-deoksikolat % 0,5, SDS % 0,1,
NaCl 150 mM, EDTA 2 nM NaF 50 mM) igerisine 1/50 oraninda proteaz inhibitorii
kokteyli (Sigma) eklendi. Standart biiyiikliikte alinan aortalar tizerine bu karigimdan 800 I
eklenerek sonikatérde aortalar homojenize edildi. 14.000 rpm, +4°C’da 15 dakika
santrifugasyon yapildi. Olusan siipernatant (protein fazi) yeni tiiplere alindi. Orneklerde
protein miktar Ol¢iimii igin BCA protein miktar tayin kiti (Pierce) kullanildi. Hazir
zimogram jeli (%10 Zymogram (Gelatin) Gel 1,0 mm X 12 well, Invitrogen) tizerindeki
her kuyucuga esit miktarda total protein igcerecek sekilde yiikleme yapildi. Yiiklemenin
igerigi 75 Mg protein olacak sekilde ayarlandi. 1/2 oraninda Sample buffer (Novex
TrisGlycine SDS Sample buffer 2X, Invitrogen) eklenen 6rnekler oda sicakliginda 10
dakika bekletildikten sonra jellere yiiklendi. Hazir zimogram jelleri dikey elektroforez
sistemine takildiktan sonra sisteme running buffer (Novex TrisGlycine SDS Running buffer
10X, Invitrogen) eklendi ve +4°C’da 3,5 saat 120 V’da yiiriitildi. Jeller sistemden
cikartildi. Oda sicakliginda, 30 dakika boyunca, sallayici {lizerinde, renatiire edici tampon
¢ozeltinin igerisinde (Novex SDS Renaturing buffer 10X, Invitrogen) bekletildi. Jellerin

igerisinde bulundugu renatiire edici tampon ¢ozelti dokiilerek yerine gelistirici tampon

31



cozeltisi (Novex SDS Devoloping buffer 10X, Invitrogen) konularak, jeller yine oda
sicakliginda 30 dak boyunca, sallayici tizerinde bekletildi. Devoloping buffer tazelenerek,
jeller 37°C’lik etiivde gece boyu, sallayici lizerinde birakildi. Etiivden ¢ikartilan 6rnekler
Coomassie Brillant blue R250 %0,5’1ik ¢ozeltisi iginde jel tamamen boyanincaya kadar
bekletildi. Destaining soliisyonuna (metanol : asetik asit : su (50 : 10 : 40) alinarak bantlar
belirlenip yiiksek diizeyde bir kontrast yakalanincaya kadar bekletildi. Cozelti 4-6 saatte

bir tazelendi.

Kodak Gel Logic cihazinda digital gériintiileme yapildi. Elde edilen goriintiilerdeki bantlar

Image J programinda analiz edildi.
3. 12. Davrams deneyleri

Deneyler BUTF Tibbi Farmakoloji ve Fizyoloji dallarina ait diizeneklerin bulundugu
Davranig Deneyleri Laboratuvarinda yapildi. Bu deneyler siganlarin anksiyete
durumlarinin degerlendirilmesi amaciyla uygulanan A¢ik Alan (AA) ve Yiikseltilmis Arti
Labirent (YAL) testlerini kapsamaktadir. Sigcanlar deney diizeneklerine aligtirilmak {izere
testlerin uygulanmasindan bir giin dnce, birer dakikaligina diizeneklere kondu. Bu testler
kronik stresin akut etkisini dislamak amaciyla stres bitiminden 2 giin sonra, siganlarin
deneye girisinin 17. gliniinde uygulandi. Tiim davranis testleri saat 14.00’da baslatildi. Her
sicanin diizenege yerlestirilmesinden once, koku degiskeninin etkisini diglamak amaciyla

deney diizenekleri 6nce alkollii, sonra kuru pamukla temizlendi.

A. B.

Sekil 3. 4. Davranis deneylerinde kullanilan diizenekler. A. Ag¢ik Alan kutusu B. Yiikseltilmis Art1 Labirent
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3.12. 1. Acik Alan (AA) testleri

Taban kenarlar1 60X60 cm, yliksekligi 35 cm olan, {stii acik, tahtadan yapilmis kare
prizma seklindeki AA diizeneginde, tam orta noktaya birakilan her sigan 120 saniye
boyunca izlendi (Sekil 3. 4. A). Goriintiiler orta noktadan 70 cm yiiksege yerlestirilen bir
kamera (USB PC Kamera; Shiny) ile kaydedildi. AA diizenegi, kameranin arkasina
yerlestirilen ve AA’a dik uzakligi 85 cm olan, 40 W giiciinde bir ampulle aydinlatildi.
Deney sirasinda si¢canlarin diizenek i¢inde katettigi mesafe, bulunmayi tercih ettigi bolgeler
(orta veya kenarlar), merkeze anlik uzaklik ve hiz degerlendirildi. Deney sonunda
hareketle ilgili veriler Delphi® Borland™ yazilimi ile Windows tabanli bir goriintii isleme

programi araciligiyla degerlendirildi.
3.12. 2. Yiikseltilmis Art1 Labirent (YAL) testleri

Yerden yiiksek bir “art1” isareti seklinde, kenarlar ikiser adet agik ve kapali olan koldan
olusan, agik ve kapali kollarin uzunlugu 50’ser cm, genisligi 10’ar cm, yerden yiiksekligi
50 cm, kapali kollarin duvar yiiksekligi 58 cm olan YAL diizenegi kullanildi (Sekil 3. 4.
B). Test sirasinda her sigan, ylizii kapali kollardan birinin girisine bakacak sekilde, acik ve
kapali kollarin kesistigi kavsak noktasina birakilarak 120 saniye boyunca izlendi.
Sicanlarin agik ve kapali kollarda gegirdikleri siire, kavsaktan gegme ve digkilama sayilar
saptandi. Sicanin bulundugu yere karar vermek i¢in dort ekstremitesinin temas ettigi

bolgenin esas alinmasi standart dl¢iit olarak belirlendi.
3. 13. Verilerin Istatistiksel Degerlendirilmesi
izole Organ Banyosu

Degiskenler kiiresellik ve varyanslarin homojenligi 6n sartlarinin kontrolii sonrasi
faktoriyel diizende faktorlerden ikisi tekrarlanan "Tekrarlanan Olgiimler Varyans Analizi"
(Repeated Measures Analysis of Variance) yontemi ile degerlendirildi. Parametrik test
varsayimlarint saglamayan bazi degiskenler igin degerlendirme oOncesi Box-Cox veri
transformasyonu yapildi. Coklu karsilagtirmalar igin diizeltilmis LSD testi kullanildi.
Veriler SPSS (Version 17, Chicago IL, USA) paket programinda degerlendirildi.

Diger Yontemler (Biyokimyasal dl¢iimler, Jelatin Zimografi, Davranis Testleri)

Degiskenler normallik varyanslarin 6n sartlarinin kontrolii yapildiktan sonra (Shapiro Wilk

ve Levene Testi) degerlendirildi. Veri analizi yapilirken iki grup karsilagtirmasi igin
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bagimsiz iki grup t testi (Student’s t testi) kullanildi. On sartlar saglanmadiginda Mann
Whitney U Testi, ii¢ veya daha fazla grup karsilastirmasi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi
ve ¢oklu Kkarsilastirma testlerinden Tukey HSD testi, Kruskal Wallis veya ¢oklu
karsilastirma testlerinden Bonferonni-Dunn testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi a=0,05
olarak gosterildi. Veriler (MS Excel 2010, Graph Pad versiyon 5.01) paket programinda
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Stres ve/veya Doksisiklinin UygulamalariminViicut Agirhklarina Etkisi

Tablo 4. 1. Gruplarda deney siirecinin baglangicindaki (0. giin) ve sonundaki (60. giin) ortalama viicut

agirliklari.

Ortalama Viicut Agirhklan (g)
Gruplar ™ heney Baglangier Stres Sonu Deney Sonu
(n) (0. giin) (15. giin) (60. Giin)
K (8) 3928+ 11,17 | 3888=9,37 3935+ 1337
S (8) 404,8 + 17,20 388,1 £ 16,31 397,44+ 13,76
D15S (8) 402,5 +£20,76 500 384,1 £ 18,11 385,6 +£20,49
D30S (7) 357,0+ 15,36 336,2+ 17,52 304,3 + 12,64
D15 (8) 403,6 + 14,63 403 + 14,72 391,1 £13,99
D30 (8) 395,8 + 14,60 400,8 £ 15,25 402,5 + 13,00

K; Kontrol, S; Stres, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres,
D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin).

Deney boyunca haftalik olarak yapilan agirlik takibinde D30S grubundaki siganlarin
VA’larindaki azalmanin, 6zellikle son 4 haftada belirginlestigi saptandi (Tablo 4. 1, Sekil
4.1).

Kullanilan stres modelinin gecerliligini degerlendirmek {izere, sicanlarin VA’larindaki
degisim ilk 2 hafta siiresince incelendiginde stres uygulanan gruplarda VA’nin azaldigi,
stres uygulanmayan gruplarda ise degismedigi gézlendi. Ozellikle D30 grubunda VA artis1
stres uygulanan esleniklerinden fark gosterdi (D30’a goére D30S; sirasiyla, 400,8 +15,25,
336,2 + 17,52, p<0.05).
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Sekil 4. 1. Deney boyunca ve stres uygulamasi sirasinda siganlarin viicut agirliklarindaki degisimin seyri. (K;
Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=8, D30S; doksisiklin (30
mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8).
Dikey ¢ubuklar O. S. H.” y1 belirtmektedir. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 K’e gore, VVVp<0,001
D15S’e gore, =++p<0,001 D30S’e gore, ### p<0,001 S’e gore, °°° p<0,001 D30’a gore.

4. 2. Stres ve/veya Doksisiklinin Uygulamalarinin Kan Sekeri ve HbAlc Diizeylerine

Etkisi

Stresin akut ve kronik donemde kan sekeri diizeyleri iizerine etkisini degerlendirmek iizere
kan sekeri ve HbAlc Olgiimleri yapildi. Stres uygulamasi saat 9:00’da baslamak tizere
degismeli saatlerde, doksisiklin uygulamasi ise sabit olarak 11:00°da yapildi. D15S
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grubundan 2, D30S grubundan ise 1 sigan heniiz ilk doz doksisiklin uygulamasini almadan
ilk stres uygulamasina girdi. Bu nedenle bu si¢anlara ait “bazal” ve “stresin 2. saati” kan
sekeri Ol¢lim sonuglart degerlendirme dis1 birakildi. Stresin degisken saatlerde uygulanmis
olmasi nedeniyle ilk doksisiklin uygulamasi ile ilk stres uygulamasi arasindaki siire sabit
tutulamadi. Bu siire tiim uygulamalarda 1-4 saat olmak iizere degiskendi.

Tablo 4. 2. Siganlarda stres uygulamasindan dnce, ilk giin 2 saatlik stres uygulamasinin hemen ardindan ve
15 giinliik stres uygulamasi bittikten hemen sonra 6lgiilen kan sekeri diizeyleri.

Gruplar Kan Sekeri Diizeyi (mg/dl)
(n) Bazal Stresin 2. Saati | Stresin 15. Giinii

K (8) 116,5 + 0,58 - -

S () 11325+ 1,47 139+2,5" 107,25+ 1,817
D15S (6) 112,75+ 0,80 126,75 + 1,94 121,75 + 1,31
D30S (6) 127+ 1,76 138,75+ 2,68 125,125 +3,35

D15 (8) 101,75 + 0,69 - -
D30(8) | 108,125+ 1,147 - -

K; Kontrol, S; Stres, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres,
D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin). * p<0.05 K’e gore, # p<0.05 S’e gore,
VVp<0.01 D30S 2. saat’e gore, =+ p<0.01 S 2. saat‘e gore.

Iki saatlik hareket kisitlamasi stresi akut donemde kan sekeri diizeylerini artird1 ancak 15.
giin tekrarli stres uygulamasi bittikten sonra yapilan dlgiimlerde kan sekeri degerlerinin
bazal degerlerden farkli olmadig1 saptandi (Tablo 4. 2, Sekil 4. 2). Stresin kan sekerinde
artisa neden olan akut etkisinin tek doz 15 mg/kg/glin doksisiklin uygulamasi ile
engellendigi, 30 mg/kg/giin dozda ise engellenmedigi saptandi (Sekil 4. 2). Doksisiklin
uygulamalarinin 15 giin sonunda saptanan kan sekeri degerlerinde de gruplar arasinda bir

farka neden olmadig1 belirlendi (Sekil 4. 2).
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Sekil 4. 2. Siganlarda hareket kisitlamasi stresinin kan sekeri diizeyleri {izerine akut (2. saat) ve kronik (15.
giin) etkileri. (K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D158S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=6, D30S;
doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=6, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30
mg/kg/glin), n=8). Dikey ¢ubuklar O. S. H.” y1 belirtmektedir. * p<0.05 K’e gore, # p<0.05 S’e gore,
VVp<0.01 D30S 2. saat’e gore, ++ p<0.01 S 2. saat’e gore.
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Sekil 4. 3. Siganlarda deney sonu (60. giin) HbAlc diizeyleri. (K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S;
doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, =7, D15; doksisiklin
(15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8). Dikey ¢ubuklar O.S.H.’y1 belirtmektedir.

Uygulamalarin kan sekeri iizerine uzun erimli ortalama etkisini incelemek i¢in 6l¢iilen

HbA 1c diizeyleri bakimindan gruplar arasinda bir fark saptanamadi (Sekil 4. 3).
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4. 3. Izole Organ Banyosu Deneyleri

4. 3. 1. Stres ve/veya Doksisiklinin Uygulamalarimin, Sican izole Torasik Aorta

Preparatlarinda Fenilefrin ile Olusturulan izometrik Kasilma Yamtlarina Etkisi

Tim gruplarda izole torasik aorta halka preparatlarinda FE (1 nM-30 pM) ile
konsantrasyona bagimli kasilma yanitlar1 gozlendi. E(-) preparatlarda K ve D15S
gruplarinda bu kasilma yanitlarinda artis oldugu saptandi. S, D30S, D15, D30 gruplarinda
ise endotelin uzaklastirilmas: kasilma yanitlarinda bir artisa neden olmadi. Stres
uygulamasi, endotelin siyrilmasinin FE kasilmalarini artirict etkisini onledi. Stres ile
olusan bu durum 15 mg/kg/giin doksisiklin tedavisi ile diizeldi. Ancak 30 mg/kg/giin

dozunda uygulanan doksisiklin stresin etkisini geri gevirmedi (Sekil 4. 4, Tablo 4. 3).

Tablo 4. 3. Endoteli korunmus [E(+)] ve siyrilmis [E(-)] sigan izole aorta preparatlarinda fenilefrin (FE; 1
nM- 30 uM) konsantrasyon-kasilma egrileri i¢in A. pD, degerleri. B. E,s degerleri.

A
pD, K S D15S | D30S D15 D30
E(+) preparatlar | 6:9+0.11 [ 70=0.13 | 72020 | 7.1+012 [ 69=0,18 | 700,21
E(-) preparatlar | 720.15 | 73%0.19 | 740,10 [ 73=0,I1 [ 7.3%035 [ 74%0.13
B.

Ermaks(MQ) K S D15S D30S D15 D30

E(+) preparaﬂar 811,0+92,10 947,8+119,93 | 857,8+133,11 | 824,3+65,95 | 971,3 + 136,58 613,3+£119,41

E(_) preparaﬂar 1373,6 £ 189,51 | 829,5+ 142,36 | 829,5+ 142,36 | 962,1 +63,07 | 1010,3 +176,21 | 723,7 + 84,86
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Sekil 4. 4. Endoteli korunmus (A) ve siyrilmig (B) Si¢an izole aorta preparatlarinda fenilefrin (FE; 1 nM- 30
uM) konsantrasyon-kasilma yanitlar1 iizerine stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin etkisi. Endotel
styrilmasinin FE kasilma yanitlar1 {izerine etkisini gostermek iizere hesaplanan FE konsantrasyon-kasilma
egrileri altinda kalan alanlarin (EAA) farkini gosteren histogram (C). AEAA=[E(-) preparatlardan elde edilen
EAA - E(+) preparatlardan elde edilen EAA]. Dikey ¢ubuklar O. S. H.”y1 belirtmektedir. (E (+) preparatlar:
K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n =8, D30S; doksisiklin (30
mg/kg/glin) + stres, n =7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n =8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n =8).
(E(-) preparatlar: K; n =7, S; n=6, D15S; n =6, D30S; n =7, D15; n =7, D30; n =6). Vp< 0,05 D15’
gore,*p< 0,05 S’e gore, # p < 0,05 K’e gore.
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4. 3. 2. FE ile On-kasilma Olusturulmus Preparatlarda ACh ile Olusan Gevseme

Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin Uygulamalarimin Etkisi

Torasik aorta preparatlarinda endotele bagimli, NO-aracili gevseme yanitlarin
degerlendirmek i¢in ACh ile olusturulan gevseme yanitlar1 degerlendirildi. Endoteli saglam
preparatlarda tiim gruplarda FE (3 uM) on-kasilmasi iizerine, artan konsantrasyonlarda
kiimiilatif ACh (1 nM — 0,1 mM) uygulamasi ile konsantrasyona bagimli artan gevseme
yanitlar1 gozlendi. Stres grubunda E (+) preparatlarda ACh-aracili yanitlarda kontrol
grubuna gore bir gevseme farki saptanmadi. E(+) preparatlarda elde edilen ACh-aracili
gevseme yanitlart D15 grubunda, kontrol ve D30’a gore daha azdi (Sekil 4. 5. A).
Endotelin siyrilmasi tiim gruplarda ACh-aracili gevseme yanitlarini ortadan kaldirdi. E(-)
preparatlarda D30 ve D30S gruplarinda ACh’in yiiksek konsantrasyonlarinda gevseme
yanitlari olustu (Sekil 4. 5. B).

A. B.

Log [ACh] (M) Log [ACh] (M)

-B.5 -8.0 7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0

-60

XX,
o w X

a

% Gevseme

-80

% Gevgeme

* -100

-120
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-140-

Sekil 4. 5. Fenilefrin (FE; 3 uM) ile 6n-kasilma olusturulmus sigan izole torasik aorta halka preparatlarinda
asetilkolin (ACh;1 nM-0,1 mM) ile olusan konsantrasyon-gevseme yanit egrileri lizerine stres ve/veya
doksisiklin uygulamalarinin etkisi. A. E(+) preparatlar: K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15
mg/kg/giin) + stres, =8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, Nn=7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin),
n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S; n=6, D15S; n=6, D30S; n=7,
D15; n=7, D30; n=6). Gevseme yanitlart 3 pM FE kasilmasiin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Dikey
cubuklar O. S. H.”y1 belirtmektedir. # P<0,05 D30’a gore D15, *P<0,05 K’e gore D15.
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4. 3. 3. L-NAME Varhginda, FE ile On-kasilma Olusturulmus Preparatlarda, ACh ile

Olusan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin Uygulamalarinin Etkisi

A.
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Sekil 4. 6. L-NAME (1 mM) inkiibasyonu sonrasi fenilefrin (FE, 3 pM) ile 6n-kasilma olusturulmus sigan
izole torasik aorta halka preparatlarinda asetilkolin (ACh 1 nM-0,1 mM) ile olusan konsantrasyon-yanit
egrileri iizerine stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin etkisi. A. E(+) preparatlar: K; Kontrol, n=8, S;
Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, =8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, N=7,
D135; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S;
n=6, D15S; n=6, D30S; n=7, D15; n=7, D30; n=6). Gevseme yanitlar1 3 uM FE kasilmasinin yiizdesi olarak

ifade edilmistir. Dikey ¢ubuklar O. S. H.’y1 belirtmektedir. . *p<0,05 S’e gore D30S, + p< 0,05 K’e gore S,
#p<0,05 K’e gore D30,V p<0,05 D15’e gdre D30.
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Endotelde NO’nun intrinsik etkisini inhibe etmek amaciyla preparatlar eNOS inhibitorii L-
NAME (1mM) ile inkiibe edildi. E(+) preparatlarda L-NAME (1 mM) inkiibasyonu ACh
(1 nM-0,1 mM) ile olusan gevseme yanitlarinin azalmasina neden oldu. ACh-aracili
gevseme yanitlarinda gozlenen bu azalmanin en belirgin oldugu grup D30S grubu oldu.
D30S grubunda elde edilen gevseme S grubu gevsemelerine gore de daha azdi. E(-)
preparatlarda L-NAME inkiibasyonu K ve D15 gruplarinda gevsemelerin daha da
azalmasina neden oldu. Diger gruplarda ise endotel siyrilmasi L-NAME varliginda olusan

gevsemelerde azalmaya neden olmadi (Sekil 4. 6. A, B).

4. 3. 4. L-NAME Varhgmnda, FE ile On-kasilma Olusturulmus Preparatlarda, L-
Arjinin ile Olustan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin

Uygulamalarimin Etkisi

NO substrat1 L-arjininin eNOS inhibitorii L-NAME ile konsantrasyona bagimli gevsemeler
olugturmasi saglanarak gevsemelerin NO kaynakli oldugu belirlendi. L-NAME (1 mM)
inkiibasyonu sonrasi izole torasik aorta halka preparatlarinda fenilefrin (3 pM) on-
kasilmasi iizerine, artan konsantrasyonlarda kiimiilatif L-Arjinin (1 nM-1 mM) uygulamasi
ile konsantrasyon-gevseme yanitlar1 kaydedildi. E(+) preparatlarda gevsemelerin S
grubunda K grubuna gore daha az olmasi stresin endoteldeki bozucu etkisini destekledi.
D15S grubundaki gevsemelerin D30S grubuna gore daha fazla ve K grubundaki degerlere
yakin olmasit da 15 mg/kg/giin doksisiklin tedavisinin endoteli korudugu 6nermesini
destekledi. Tek basma 30 mg/kg/giin doksisiklin tedavisi ise L-Arjinin ile olusturulan
gevseme yanitlarinin kontrole gore azalmasina neden oldu (Sekil 4. 7. A). Bu durum daha
onceki bulgularla birlikte degerlendirildiginde yiiksek doz doksisiklin tedavisinin endotel-
aracilt tonik bir kasilma yanitinin gelismesine neden oldugunu diisiindiirdii. Endotelin

styrilmasi ile L-Arjinin gevsemelerinde saptanan gruplar arasi fark ortadan kalkti (Sekil 4.
7.B).
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Sekil 4. 7. L-NAME (1 mM) inkiibasyonu sonrasi fenilefrin (FE; 3 uM) ile 6n-kasilma olugturulmus sigan
rta halka preparatlarinda L-Arjinin (1 nM-1 mM) ile olusan konsantrasyon-gevseme yanit
stres ve doksisiklin uygulamalarinin etkisi A. E(+) preparatlar: K; Kontrol, n=8, S; Stres,
n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, =8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15;
doksisiklin (15 mg/kg/gitin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S; n=6,
D15S; n=6, D30S; n=7, D15; n=7, D30; n=6). Gevseme yanitlart 3 uM FE kasilmasinin yiizdesi olarak ifade

edilmistir. Dikey ¢ubuklar O. S. H.”y1 belirtmektedir. . *p<0,05 K’e gore D30, #p<0,05 K’e gore S, + p<0,05

0S
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4.3.5. L-NAME Varhginda, FE ile On-kasilma UygulanmisPreparatlarda, D-Arjinin

ile Olustan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin Uygulamalarinin

Etkisi

A.

Log [D-Arjinin] (M)
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Sekil 4. 8. L-NAME (1 mM) inkiibasyonu sonrasi fenilefrin (FE; 3 uM) ile 6n-kasilmis sigan izole torasik

aorta halkalarinda L-Arjinin (1 nM-1 mM) ile olusan konsantrasyon-gevseme yanit egrileri ilizerine stres ve
doksisiklin uygulamalarinin etkisi. A. E(+) preparatlar: K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15
mg/kg/giin) + stres, N=8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin),
n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/glin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S; n=6, D15S; n=6, D30S; n=7,

D15; n=7, D30; n=6). Gevseme yanitlart 3 uM FE kasilmasimin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Dikey

gubuklar O. S. H.’y1 belirtmektedir. *P<0,05 K’e gore S, # P<0,05 K’e gore D30
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L-Arjininin steroizomeri D-Arjinin ile ayn1 gevseme yanitlarinin olusmadigl saptanarak
gevsemelerin NO-kaynakli oldugunun gosterilmesi amaglandi, ancak L-NAME (1 mM)
inkiibasyonu sonrasi torasik aorta halka preparatlarinda fenilefrin (3 uM) on-kasilmasi
izerine artan konsantrasyonlarda kiimiilatif D-Arjinin (1 nM-1 mM) uygulamasi ile
konsantrasyona bagimli gevsemeler elde edildi. E(+) preparatlarda stres ve D30
gruplarindaki gevseme yanitlar1 kontrole gore daha fazla idi (Sekil 4. 8. A). K ve S
gruplarinin gevseme yanitlar1 arasindaki fark endotelin siyrilmasi ile azalma gostermedi
hatta S grubunda gevseme yanitlar1 daha da belirginlesti (Sekil 4. 8. B). Bu durum S
grubunda D-Arjinin’e yanit olarak olusan gevsemelerin endotelden bagimsiz bir

mekanizma ile olustugunu diistindiirdii.

4. 3. 6. ODQ Varhginda, FE ile On-kasilma Olusturulmus Preparatlarda, ACh ile

Olusan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin Uygulamalarimin Etkisi

ACh ile olusturulan gevseme yanitlarinda guanilat siklaz yolaginin katkisini
degerlendirmek i¢in guanilat siklaz inhibitérii ODQ (0,01 mM) inkiibasyonu sonrasi FE (3
uM) ile 6n-kasilma olusturulmus tiim izole torasik aorta halka preparatlarinda ACh ile
olusturulan gevseme yanitlar1 degerlendirildi. ODQ varliginda ACh gevseme yanitlari

ortadan kalkt1 (Sekil 4. 9. A, B).
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Sekil 4. 9. ODQ (0,01 mM) inkiibasyonu sonrasi fenilefrin (FE; 3 uM) ile 6n-kasilma olusturulmus sigan
izole torasik aorta halka preparatlarinda asetilkolin (ACh;1 nM-0,1 mM) ile olusan konsantrasyon-gevseme
yanit egrileri tizerine stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin etkisi A. E(+) preparatlar: K; Kontrol, n=8, S;
Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, =8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, N=7,
D135; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S;
n=6, D15S; n=6, D30S; n=7, D15; n=7, D30; n=6). Gevseme yanitlar1 3 uM FE kasilmasinin yiizdesi olarak
ifade edilmistir. Dikey ¢ubuklar O. S. H.”y1 belirtmektedir.

47



4.3.7. L-NAME Varhginda, FE ile On-kasilma Olusturulmus Preparatlarda, SNP ile
Olusan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin Uygulamalarinin Etkisi

Torasik aorta preparatlarinda eksojen NO’nun etkisini incelemek amaciyla L-NAME
varliginda NO vericisi SNP uygulamasi ile damar diiz kasinda guanilat siklaz {izerinden
gevseme yanitlar1 degerlendirildi. L-NAME (1 mM) inkiibasyonu sonrasi E(+) ve E(-)
izole torasik aorta halka preparatlarinda tiim gruplarda fenilefrin (3 uM) On-kasilmasi
lizerine, artan konsantrasyonlarda kiimiilatif SNP (1 nM- 0,1 mM) uygulamasi,
konsantrasyona bagimli gevseme yanitlar1 olusturdu (Sekil 4. 10. A, B, Tablo 4. 4). Bu
yanitlar gruplar arasinda fark gostermedi.

Tablo 4. 4. L-NAME (1 mM) inkiibasyonu sonrast fenilefrin (FE; 3 pM) ile on-kastlma olusturulmus sican

izole torasik aorta halka preparatlarinda sodyum nitroprusiyat (SNP; 1 nM — 0,1 mM) ile olusan
konsantrasyon-gevseme yamt egrilerinin pD, degerleri.

pD, K S D15S D308 D15 D30
E(+) preparatlar | 8,1=0,10 | 8,3=0.12 | 8,2+0,15 | 8,2£0.09 | 8.1=0.14 | 8.2+=0,11
E(-) preparatlar | 8,1=0.14 | 8,5+0,12 | 8,1=0,11 | 8,1=0.16 | 8,20.12 | 8,2+0.14
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Sekil 4.10. L-NAME (1 mM) inkiibasyonu sonrasi fenilefrin (FE; 3 pM) ile 6n-kasilma olusturulmus si¢an
izole torasik aorta halka preparatlarinda sodyum nitroprusiyat (SNP;1 nM-0,1 mM) ile olusan
konsantrasyon-gevseme yanit egrileri iizerine stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin etkisi. A. E(+)
preparatlar: K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=8, D30S;
doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30
mg/kg/glin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S; n=6, D15S; n=6, D30S; n=7, D15; n=7, D30; n=6).

Gevseme yanitlart 3 pM FE kasilmasinin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Dikey ¢ubuklar O. S. H.’y1
belirtmektedir.
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4. 3. 8. ODQ Varhginda, FE ile On-kasilma Olusturulmus Preparatlarda, SNP ile

Olusan Gevseme Yamtlar1 Uzerine Stres ve/veya Doksisiklin Uygulamalarinin Etkisi

Tim gruplarda, FE (3uM) ile 6n-kasilma olusturulmus endoteli korunmus tiim torasik
aorta halka preparatlarinda, SNP ile olusan konsantrasyon-gevseme egrileri, ODQ

(0,0lmM) inkiibasyonu sonrasi saga kaydi (Sekil 4. 11. A).
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Sekil 4. 11. ODQ (0,01 mM) inkiibasyonu sonras1 fenilefrin (FE; 3 uM) ile 6n-kasilma uygulanmis sigan
izole torasik aorta halka preparatlarinda sodyum nitroprusiyat (SNP; 1nM- 0,1 mM) ile olusan
konsantrasyon-gevseme yanit egrileri iizerine stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin etkisi. A. E(+)
preparatlar: K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=8, D30S;
doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30
mg/kg/glin), n=8. B. E(-) preparatlar: K; n=7, S; n=6, D15S; n=6, D30S; n=7, D15; n=7, D30; n=6).
Gevseme yanitlar1 3 pM FE kasilmasmin yiizdesi olarak ifade edilmistir. Dikey ¢ubuklar O. S. H.” y1
belirtmektedir.
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4. 4. Aorta, Kalp ve Deride CML, Kaspaz-3, CD31 Varhgma Yonelik

Immunohistokimyasal Boyamalar

Hareket kisitlama stresi uygulanan sicanlarda diisilk ve yiiksek doz doksisiklin
uygulamasinin  AGE/ALE, apoptozis ve anjiogenez lizerine olast etkileri
immunohistokimyasal olarak anti-CML, anti-kaspaz-3, anti-CD31 primer antikorlar1 ile

degerlendirildi.

AGE’nin degerlendirildigi CML boyamasinda aorta kesitlerinde negatif kontrol
boyamasinda yalnizca elastik lamellerin floresan tepkime gosterdigi izlenirken, herhangi
bir pozitif boyanma tespit edilmedi (Sekil 4.12. A). Diger gruplarda goriilen elastik lamel
boyamas1 bu nedenle g6z ardi edildi. Stres grubunda diiz kas hiicrelerinin bazilarinda yer
yer sitoplazmik CML immunoreaktivitesi saptandi (Sekil 4.12. B). D15S grubunda aorta
kesitlerinde anlamli bir immunoreaktivite izlenmezken yiiksek doz D30 grubunda diiz kas

hiicre sitoplazmalarinda zayif CML immunoreaktivitesi saptandi (Sekil 4. 12. C, D).

Stresin neden oldugu apoptozisin degerlendirilmesi i¢in yapilan anti-kaspaz 3 boyamasinda
aorta kesitlerinde D15 grubunda sitoplazmada 6zgiin olmayan immunoreaktivite gdzlendi
(Sekil 4. 13 A). D30 grubunda ise diiz kas hiicre cekirdeklerinin ¢evresinde kaspaz-3
immunoreaktivitesi belirlendi (Sekil 4. 13. B). Immunohistokimyasal degerlendirmelerde
aorta kesitlerinde gozlenen bu tutulumun dagilimi tim kesitlerde benzer olarak

gbzlenmedigi i¢in stres ve doksisiklinin iliskisi net olarak aydinlatilamada.

Kalpten alinan kesitlerde AGE/ALE dagilimini belirlemek i¢in yapilan boyamalarda
yalnizca stres uygulanan grupta kalp kasi hiicre zar1 altinda yogunlagan sitoplazmik CML
immunoreaktivitesi gézlendi (Sekil 4. 14. A). D15S grubunda CML immunoreaktivitesinin
yalnizca stres uygulanan grubun aksine, sitoplazmada daginik bir sekilde oldugu izlendi
(Sekil 4. 14. B). Tim kesitlerde standart boyanma izlenmedigi i¢in, bu verilerle
doksisiklinin CML iizerindeki olas1 etkisi belirlenemedi. Kalp kesitlerinde apoptozisin
degerlendirilmesi icin anti-kaspaz-3 antikoru ile yapilan incelemelerde bazi alanlarda
sitoplazmik boyanma saptandi (Sekil 4. 15. A). D15S grubunda sitoplazmada yer yer
kaspaz-3 immunoreaktivitesi gozlendi (Sekil 4. 15. B).

Tiim gruplardan alinan aorta, kalp ve deri 6rneklerinden hazirlanan kesitlerde anti-CML,
anti-kaspaz-3 ve anti-CD31 ile yapilan incelemelerde reaktivitenin tiim boyamalarda

benzer goriinlim sergilememesi nedeniyle stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin
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AGE/ALE, apoptozis, anjiyogenez ile iligskisi histomorfometrik olarak net olarak

aydinlatilamadi. Immunohistokimyasal goriintiilere ait baz1 drnekler asagida verilmektedir

(Sekiller 4.12-15).

Sekil 4. 12. Aortada CML immunoreaktivitesi A. negatif kontrol B. S; Stres C. D15S; doksisiklin (15
mg/kg/giin) + stres D. D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres. »: elastik lamel,®: ¢cekirdek, >: CML
tutulumu, 3: diiz kas hiicre sitoplazmasi (IF ve etidiyum bromiir x 400).

Sekil 4. 13. : Aortada kaspaz-3 immunoreaktivitesi A. D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres. B. D30S;
doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres. »: elastik lamel, ¥: ¢ekirdek, - : kaspaz-3 tutulumu, 3: diiz kas hiicre
sitoplazmasi (IF ve etidiyum bromiir x 400).
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Sekil 4. 14. Kalpte CML immunoreaktivitesi A. S; Stres B. D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres. ¥*:
¢ekirdek, »: CML tutulumu (IF ve etidiyum bromiir x 400).

Sekil 4. 15. Kalpte kaspaz-3 immunoreaktivitesi A. S; Stres B. D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres.
% cekirdek, = :kaspaz-3 tutulumu (IF ve etidiyum bromiir x 400).

4. 5. Matriks Metalloproteinaz Aktivitesi

Jelatin zimografi yontemi ile sicanlarin aortalarinda matriks metalloproteinaz aktivitesi
ol¢iildii. Stres grubunda MMP-9 ve daha belirgin olarak proMMP-2 aktivitelerinde artis
saptand1. Stres grubundaki MMP-2 aktivitesi ise kontrolden farkli degildi. MMP-9
aktivitesi D30S grubunda, D30 grubuna gore baskilanmis bulundu. MMP-2 aktivitesi
D30S ve D30 gruplarinda kontrole gore azalirken 15 mg/kg/giin doksisiklin uygulanan
D15S ve D15 gruplarinda MMP-2 aktivitesinde bir degisiklik olmadi.

Stres grubunda artan proMMP-2 aktivitesi D15S, D15 ve D30S gruplarinda azalmis
bulundu. D15S grubundaki proMMP-2 aktivitesinin kontrol ve D15 gruplarina gore de
daha diisiik diizeyde oldugu saptandi (Sekil 4. 16 A, B).
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Sekil 4.16. A. Zimografi jeline ait 6rnek gosterim (MMP-9; 84 KDa, proMMP-2; 72 KDa, MMP-2; 64 KDa).
B. Aorta dokusunda proMMP-2, MMP-2, MMP-9 aktiviteleri. Ol¢iimler Integrated optical density (10D)
olarak yapilmistir. (K; Kontrol, n=4, S; Stres, n=4, D15S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=4, D30S;
doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=4, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=4, D30; doksisiklin (30
mg/kg/giin), n=4). Dikey ¢ubuklar O. S. H.’y1 belirtmektedir. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 K’e gore,
###p<0.001 S’e gore, °p<0.05, °° p<0.01 D30S’e gore, V p<0.05 D15S’e gore.

4. 6. GSH ve MDA Diizeyleri

Stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin oksidan denge {izerindeki etkilerini
degerlendirmek icin bobrek ve kalp dokularinda GSH ve MDA diizeyleri 6lgiildii. D15
grubunda, bobrek dokusunda MDA derisimi kontrole gore azalmis, kalp dokusunda, D30S
grubunda MDA derisimi K, S, D30 gruplarina gore artmig olarak saptandi. Siganlarin
bobrek ve kalp dokularinda 6l¢iilen GSH derisimleri arasinda bir fark bulunmadi (Sekil
4.17).
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Sekil 4.17. Sicanlarin deney sonu bobrek ve kalp dokularinda 6lgiilen glutatyon (GSH) ve malondialdehit
(MDA) derisimleri. Dikey cubuklar O. S. H.” y1 belirtmektedir. (K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S;
doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin
(15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin), n=8). *p<0.05 K’e gore, ## p<0.01 S’e gore,
+p<0.05 D30’a gore.

4.7. Davranms Testleri

Stres ile anksiyete arasindaki iliskiyi inceleyerek kullanilan stres modelinin gegerliligini

degerlendirebilmek amaciyla Ag¢ik Alan ve Yiikseltilmis Art1 Labirent Testleri uygulandi.
4.7. 1. Agik Alan

Acik Alan deneyinin degerlendirilmesinde siganlarin 120 saniye boyunca kat ettikleri
mesafe, ortalama hizlari, orta noktaya olan ortalama uzakliklar1 gibi veriler karsilagtirildi.

Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (Sekil 4. 18).
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Sekil 4.18. Sicanlarin Agik Alanda kat ettikleri ortalama toplam mesafe (cm), ortalama hiz (cm/sn) ve orta
noktaya ortalama uzakliklar1 (cm). Dikey gubuklar O. S. H.” y1 belirtmektedir. (K; Kontrol, n=8, S; Stres,
n=8, D158S; doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, N=8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15;
doksisiklin (15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin).
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Sicanlarin Acik Alana adaptasyon siirecinin incelenen parametreleri etkileyebilecegi
varsayimt ile performans degerlendirmesi ilk ve ikinci dakika olarak ayr1 ayr1 yapildi. Tiim
siganlarin ilk dakikadaki ortalama hizlarinin daha fazla oldugu, ikinci dakikada ise azaldigi
saptand1. 11k dakikada D15S grubunun kontrole gére hiz1 artmus, ikinci dakikada ise D15S

ve D30S gruplarinin hizlar stres grubuna gore artmis bulundu (Data gosterilmedi).

Stres ve kontrol gruplarinin hiz-zaman grafigi degerlendirildiginde, her iki grubun da ikinci

yarida hizlarinin azaldigi saptandi (Sekil 4.19).

— K (1): 1.dakika
K (2): 2. dakika
— S (1): 1. dakika
S (7' 2.dakika

Hiz (cm/sn)

0 20 40 60 80
Zaman(sn)

Sekil 4. 19. Stres ve kontrol gruplarmin Ag¢ik Alanda 1. ve 2. dakikalardaki hizlarinin zamana bagl
karsilagtirmasi. (K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8).

Sicanlarin AA’da izledikleri yol degerlendirildi. AA’nin orta ve kenarlarinda bulunma
yogunlugu ve AA’nin 4 kadranina girme sayilari karsilastirildiginda gruplar arasi fark
saptanmadi. Ancak, D15S grubunun orta karede bulunma egilimi diger gruplara gore
fazlaydi (Sekil 4. 20. A, B, C).
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Sekil 4. 20. Sicanlarin A¢ik Alanda izledikleri yolda A. Orta 30X30 cm?’lik alanda bulunma yogunluklarinin
karsilagtiriimasi. Olgiimler Integrated optical density (IOD) olarak yapilmistir. B. AA 4 kadrana
bolindiigiinde siganlarin giris yaptiklari kadran sayisi. (K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S; doksisiklin (15
mg/kg/glin) + stres, n=8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin (15 mg/kg/giin),
n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin). Dikey ¢ubuklar O. S. H. y1 belirtmektedir.
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4.7. 2. Yiikseltilmis Art1 Labirent

Siganlarin anksiyete durumlarinin degerlendirilmesi i¢in YAL’in agik ve kapali kollarinda
gecirdikleri siireler, kavsaktan gecme ve digskilama sayilar1 degerlendirildi. Stres grubunun
kapal1 kolda gecirdigi zaman ve diski sayist artma egilimi gosterirken, kavsaktan gegme
sayllarinda azalma egilimi saptandi. Ancak degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmadi (Sekil 4. 21)
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Sekil 4. 21. Sicanlarin Yikseltilmis Art1 Labirentin agik ve kapali kollarinda gegirdigi siireler (sn) ve
kavsaktan gegme ve diskilama sayilarimin karsilagtirilmasi. (K; Kontrol, n=8, S; Stres, n=8, D15S;
doksisiklin (15 mg/kg/giin) + stres, n=8, D30S; doksisiklin (30 mg/kg/giin) + stres, n=7, D15; doksisiklin
(15 mg/kg/giin), n=8, D30; doksisiklin (30 mg/kg/giin). Dikey ¢ubuklar O. S. H.’y1 belirtmektedir. *p<0,05,
**p < 0,01 K’e gore, #p < 0,05 S’e gore.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi ile sicanlarda kronik hareket kisitlama stresinin, izole torasik aortanin
islevsel durumuna etkisini incelerken, bu siirece katkida bulunmasi beklenen etkenlerden
AGE-ALE degisikligi, apoptotik degisiklikler ve anjiogenez siirecindeki degisiklikleri
immunohistokimyasal olarak gdstermek, aorta dokusundaki MMP-2, proMMP-2 ve MMP-
9 aktivitelerinin iligkisini saptamak, oksidan denge, kan sekeri ve glikasyonu belirlemek ve
tim bu siireclerde doksisiklinin olast koruyucu/onleyici etkisini ve bu etkinin dozla
iligskisini (15 ve 30 mg/kg/glin, p.0., 60 giin) ortaya koymak amaglandi. Kullanilan
davranigsal stres modelinin siganlardaki anksiyete durumuna ve VA’larina etkileri de
degerlendirilerek modelin literatiirle uyumu dogrulandi (100, 119, 120, 130). Bu amaglarla
kronik hareket kisitlama stresinin siganlarda kan glikoz diizeyini ve oksidatif stresi
artirdigi, yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol actigi ve doksisiklin tedavisinin dozla
iligkili bigcimde bu degisikliklere karst koruyucu oldugu varsayimlari test edildi. Daha 6nce
kullanilan stres modellerinde adaptasyonu en aza indirgemek i¢in beklenmedik hafif stres
modelini giiniin degisken saatlerinde (09:00-12:00, 13:00-16:00) uygulama (121) veya
hareket kisitlama stresini 2 farkli odada degismeli olarak uygulama (122) gibi cesitli
yontemler bildirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan stres modeli de ayni kaygi ile giiniin
farkli saatlerinde (09:00-18:00) uygulanan 15 giin boyunca giinde ikiser saatlik hareket
kisitlama stresi olarak diizenlenmistir. Siganlar nokturnal hayvanlardir, aktif donemlerinin
gece oldugu bilinmektedir. Buna ragmen stres uygulamalarimin giindiiz saatlerinde

yapildigini bildiren pek ¢ok yayin vardir (100, 119, 127).

Doksisiklin ile olusan MMP inhibisyonunun subantimikrobiyal dozlarda gergeklestigi
bildirilmistir (123). Bazi arastirmacilar siganlarda doksisiklinin 15 mg/kg/giin (13), 30
mg/kg/giin (3, 18, 61, 124, 125, 126), 50 mg/kg/gin (81,127) dozlarinda MMP
inhibisyonu yaptigini ve buna bagl etkilere yol agtigini, 3 ve 10 mg/kg/giin dozlarinda ise
bu etkiyi olusturmadigini bildirmislerdir (128, 129). Doksisiklinin si¢anlarda 30
mg/kg/giin dozunda oral olarak uygulandiginda 4,2 puM plazma konsantrasyonuna, 15
mg/kg/giin uygulandiginda ise 2 uM plazma konsantrasyonuna ulasitigi (18), 4,2 uM
plazma konsantrasyonunun ise insanda 100 mg/kg/giin oral dozun olusturdugu plazma
konsantrasyonuna denk oldugu bildirilmistir (18). Bu tez c¢alismasinda kullanilan
doksisiklin dozlami (15 ve 30 mg/kg/giin) yukarida belirtilen ¢aligmalarin sagladig

bulgulara gore belirlenmistir.
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Bu tez calismasinda kullanilan hareket kisitlama stresinin uygulandigi 15 giin boyunca
siganlarin VA’larinda azalmaya neden olmasi literatiirle uyumluydu (48,100). Stres
uygulanan siganlarin VA’larinda saptanan bu azalmanin, dogrudan strese bagli olma ya da
kullanilan stres modelinin dogas1 geregi, uygulama sirasinda yemsiz kalmaktan
kaynaklanma olasilig1 diisiiniilse de Flak ve ark. tarafindan yem kisitlamasi ile uygun
eslestirme yapilan siganlarda VA kaybinin stres-kaynakli oldugunu bildiren ¢aligma ile bu
azalmanin stres sonucu olduguna karar verildi (130). Stres uygulamasinin yapildigi 15 giin
boyunca her ti¢ grupta (S, D15S, D30S gruplar1) da VA’lar1 azaldi. Doksisiklin tedavileri
bu azalmayr Onlemedi. Stres uygulamasi sonladiktan sonra, D30S grubu disindaki
gruplarda sicanlar kaybettikleri VA’larin1 yeniden kazanirken, yiiksek doz doksiklin ve
stres uygulanan bu gruptaki agirlik kaybi deney sonuna kadar artarak devam etti. Bu
durum, stres uygulanan siganlarda doksisiklinin 30 mg/kg/giin dozunda kullanildiginda
katabolik bir duruma yol ac¢tigini diisiindiirdii. Ancak literatiirde doksisiklinin tek basina
boyle bir etki olusturdugu bilgisine rastlanmadi, hatta, az gelismis iilkelerde beslenme
bozuklugu olan ¢ocuklarin tedavisi ile iligskilendirilmis oldugu goriildii (131). Dolayisiyla,
stres uygulamasi olmaksizin tek basia ayni1 dozda doksisiklin uygulanan si¢anlarda boyle
bir etkinin olmamasi, bu grupta deney siiresince VA’nin diger gruplara gore yiiksek

3

seyretmesi, doksisiklinin “varsa” katabolik etkisinin olusmasi igin, stresin bir &n-kosul

oldugunu diisiindiirdi.

Stres uygulamasinin yapildigr 15 giinliik siire zarfinda, tim sicanlarda bazal kan sekeri
degerleri, stres uygulanan gruplarda ise ek olarak ilk giin ve 15. giin stres sonu kan sekeri
degerleri Olgiildi. Stres uygulamasi beklendigi gibi akut olarak kan sekerini yiikseltti
(132). Doksisiklinin, her iki dozunda da sadece tek seferlik uygulama ile strese bagli kan
sekeri artisin1 Onlemesi dikkat c¢ekiciydi. Ancak, 30 mg/kg/giin tek doz doksisiklin
uygulamasinin kontrol grubundaki bazal kan sekeri degerine gore daha yiliksek bulunmasi
bu asamada agiklanamayan bir bulgu oldu. 15 giin siiren kronik stres uygulamasi sonunda
tim siganlarda kan sekeri degerlerinin benzer olmasi, stres ile indiiklenen kan sekeri
artisinin  strese verilen akut bir yamit oldugunu, kronik uygulamada ise bu duruma
adaptasyon gelistigini gosterdi. Bu bulgu literatiir ile uyumluydu (121, 130). Akut ve
kronik streste plazma kortikosteron diizeylerinde artis oldugu bilinmektedir. Akut streste
disaridan verilen deksametazonla kortikosteron diizeyleri baskilanamazken, kronik streste
ise  bu sekilde baskilama ger¢eklesmektedir. Kronik streste  hipokampusta

glukokortikoidlerin pozitif geri besleme diizenlemesi 6nemli rol oynar. Kronik stres,

60



glukokortikoidlerin negatif geri besleme mekanizmasinin bozulmasi ve beyinde
glukokortikoid reseptorlerinin downregulasyonu ile iliskilendirilmistir (133, 134). Ayrica
kronik stresin dislipidemi (41) ve insiilin rezistansina da yol agtigi bilinmektedir. Bu
calismada stresle artan glukokortikoidlerin, insiilin diizeyini de yiikselterek kan sekerinin
normal diizeyde kalmasini sagladigi diisiiniilmektedir. Ancak, bu ¢alismada glukokortikoid

ve insiilin diizeyleri 6lgiilemediginden bu iddia i¢in nesnel bir kanit sunulamamustir.

HbA1 hemoglobinin a ve B zincirlerinin valin ve lizin kalintilarina glikozun non-enzimatik
olarak eklenmesi ile olusur (80). Eritrositin glikasyona ugramasi geri-doniigsiiz bir
durumdur, dolayisiyla HbA1 son 8-12 haftalik donemdeki glikasyonun pratik bir
gostergesi olarak kabul edilir (135). HbA1’in bilesenleri HbAla, HbAlb ve HbAlc’dir. Bu
formlardan en fazla bulunanm1 HbAlc’dir (%60-80). HbAlc, diyabet hastalarinin
tedavisinde onemli bir gostergedir. HbAlc’deki %1’lik bir degisim kan glikozundaki
yaklasik %35 mg/dl degisikligi yansitir (136). HbAlc son 2-3 aylik glisemik kontrolii
gosterir. Bu deger %75 oraninda son 2 ay1 kapsamaktadir. Bu tez calismasinda 15 giinliik
kronik stres uygulamasini ve 45 giinliik bekleme siirecini de igerecek sekilde son 3 aylik
kan sekeri diizeylerinin gostergesi olarak degerlendirilen HbAlc diizeyinin artmamasi,
stres nedeniyle olusmasi beklenen Hb glikasyonunun yiiksek diizeye ulasmadiginm
gostermektedir. Bu calismada stresin akut etkisi ile artan kan sekeri diizeyinin kronik
uygulamada normal degerlere donmesi, yani bir adaptasyon silirecine girmesi HbAlc
diizeyinin degismemesini agiklayabilir. Ancak, literatiirde farkli kronik stres modellerinde
kronik siirecte de kan sekeri diizeylerinin yiikseldigini (137) veya stres boyunca
glukokortikoidlerle diizenlenerek normal degerlerde seyrettigini (133) bildiren yaymlar

vardir.

Bu tez calismasinda, stres ve/veya doksisiklin uygulamalarinin neden olabilecegi islevsel
degisiklikleri incelemek tiizere gerceklestirilen izole organ banyosu deneylerinde, stres
uygulamasinin endoteli korunmus sican izole torasik aortasinda FE ile olusan izometrik
kasilma yanitlarin1 degistirmedigi saptandi. Endoteli korunan preparatlardaki yanitlar ile
karsilastirildiginda, endoteli siyrilan damarlarda saptanan FE kasilma yanitlarinin K
grubunda artarken, S grubunda degismemesi, ilk bakista stres uygulamalarinin endotele
hasar verdigini diisiindiirdii. Nitekim, bu bulgular Sprague-Dawley sigcanlarda kronik hafif
On-goriilemez stres modeli ile yakin zamanlarda gerceklestirilen benzer bir ¢alismanin
bulgulari ile uyumluydu (48). Oysa, stres uygulamasi yalnizca endoteli hasarlamis olsaydi,

tipk1 kontrol grubunda oldugu gibi, endotelsizlestirmenin NO’nun tonik gevsetici etkisini
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ortadan kaldirmast ve FE kasilmalarint artirmasi beklenirdi. Bu nedenle, stres
uygulamasinin, ilk bakista endotel hasarina neden oldugu diisiiniilse de, bulgularin birlikte
degerlendirilmesi, stresin diiz kasta yapisal ya da islevsel bir degisiklige de yol agarak
gevseme yanitlarinda tonik bir artisa neden olabilecegini diisiindiirdii. Nitekim, ACh ile
olusturulan NO-aracili gevseme yanitlarinin K ve S gruplart arasinda fark gostermemesi,
uygulanan stres modelinin endoteli bozmadigint veya endotel hasari yanisira diiz kas
tizerinden calisan gevsetici bir mekanizmayr da etkiledigini gosterdi. SNP kullanilarak
yapilan deneylerde, eksojen NO kullanimiyla endotel hasarinin olusturdugu fark ortadan
kaldirilarak, sadece diiz kasla ilgili yolaklar sorgulandi. Ancak bu deneyler de stres
nedeniyle diiz kasta etkilenmis olabilecegi diisliniilen gevsetici mekanizmay1 agiklamak
icin yeterli olmadi. Bu deneyde non-spesifik gevsetici ve fosfodiesteraz inhibitorii
papaverin, gevsetici ajan olarak kullanilsaydi stres ve kontrol gruplari arasinda olusmus
olabilecek gevseme farki saptanabilirdi. SNP ile guanilat siklaz-siklik GMP yolaginin
sorgulanmasi, FE ile adenilat siklaz-siklik AMP yolag: iizerinden olusan kasilmalardaki
farki gostermek icin yeterli olmadi. Ayrica SNP ile tiim gruplarda zaten maksimum (%
100) gevsemenin saglanmis olmasi, gevseme yanitlarinin daha fazla artis gostermeyerek
bazal degerlerin altina inmemesinin, yani SNP ile stres grubundaki gevseme artiginin
gosterilememesinin diger bir nedeni olabilecegi diisliniildii. Farkli kasici ajanlarin
(anjiyotensin-2, endotelin, prostaglandin F,,, potasyum kloriir) kullanilacagi deneylerin
yapilmasinin, stresin diiz kas iizerindeki etkileri ve iligkili oldugu mekanizmalarin

aydinlatilmasi i¢in yararli olacag diisiiniildii.

Bu tez calismasinin 6nemli bulgularindan biri, FE yanitlarinda stres ile bozuldugu
diigiiniilen olast mekanizmanin, diisiik doz (15 mg/kg/giin) doksisiklin tedavisi ile
diizelmesi, yiiksek doz (30 mg/kg/giin) doksisiklin tedavisinden ise etkilenmemesidir.
Ayrica, D30 grubunda gozlenen FE kasilma yanitlarinin D15 grubuna gore azalmis olmasi,
yiiksek doz doksisiklin uygulamasinin aorta diiz kasinda kasilma mekanizmasini bozucu
bir etki yapmis olabilecegini  diisiindiirdii. =~ ACh-aracili  gevseme  yanitlar
degerlendirildiginde, D15 grubunda gevseme yanitlarinin K ve D30 gruplarina gore
azaldigi, DI5S grubunda D15 grubuna gore artma egiliminde oldugu gozlendi. D15
grubunda ACh ile alinan bu yanitlar, daha 6nce sicanlarda yapilan, DM’de olusan oksidatif
stres nedeniyle bozulan, endotel fonksiyonunun doksisiklin 30 umol/kg (~15 mg/kg)

tedavisiyle 6nlendigi/iyilestigini bildiren bir ¢alisma ile ¢eliskiliydi (129).
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eNOS inhibisyonu yapildiginda ACh gevseme yanitlarinin endotelli preparatlarda D30S
grubunda S grubuna gore azalmis olmast anlamlandirilamadi. Ancak endotelsiz
preparatlarda ACh ile olusturulan gevseme yanitlarinin S ve D30 gruplarinda K grubuna
gore artmis olmasi, bu iki uygulamanin da diiz kasta ACh ile olusabilecek gevsetici bir
mekanizmayi tetikledigini diisiindiirdii. Endotelli preparatlarda eNOS’un inhibe edildigi
durumdaki ve endotelsiz preparatlardaki ACh gevseme yanitlari karsilagtirildiginda bir fark
saptanmamasi ise L-NAME’in etkisinin non-spesifik olmasi ihtimalinden uzaklastirdi.
NOS inhibitorii kullanilan endotelsiz preparatlarda ACh’in yiiksek konsantrasyonlarinda
elde edilen gevseme yanitlarinin, D30 grubunda D15 grubuna gore, D30S grubunda K
grubuna gore artmis olmasi, yani D30 ve D30S’e yapilan uygulamalarin ayni yonde etki
etmis olmasi yine endotelden bagimsiz olarak bu uygulamalarin diiz kasta gevsetici bir
mekanizmay1 c¢aligtirdigini diisiindiirdii. L-NAME varliginda NOS substrat1 L-arjinin ile
gevseme yanitlar1 elde edilirken, beklenenin aksine NO olusumunda substrat olarak
kullanilmayan D-arjinin ile de gevseme yanitlarinin olusmasi ve bu gevsemelerin stres
uygulanan gruplarda daha belirgin olmasi dikkat ¢ekiciydi. Arjininin molekiiler yap1 olarak
ax-AR agonistlere benzerlik gostermesi, elde edilen bu gevsemelerle iliskilendirildi. Bu
bulgularla stres uygulamasmin aortada postsinaptik ap-AR’lerin (138) upregulasyonuna
yol agmis olabilecegi ve stres uygulanan gruplara D-arjinin uygulamasinin ap-AR agonistik
bir etki ile aortada gevseme yanitlarina neden olabilecegi goriisii 6ne siiriilebilir. Bu bulgu,
FE ile kasilma yanitlarinda saptanmis olan S grubundaki kasilma yanitlarmin K
grubundaki kasilma yanitlarina gore artmamis olmasiyla ortiisiiyordu. FE ile elde edilen
kasilma yanitlarinda K ve S gruplarinin olusturdugu konsantrasyon-yanit egrileri
EAA’larin fark: agisindan degerlendirildiginde S grubunda bu farkin olmamasi “endotel
disinda gevsetici bir mekanizmanin stres nedeni ile artmig olabilecegi” bu mekanizmanin

da 02-AR upregiilasyonu olma ihtimalini destekler nitelikteydi.

Izole organ banyosunda kullanilan Krebs Hanseleit soliisyonu deney boyunca indometazin

icerdiginden elde edilen bulgular prostanoidlerin olasi etkileri dislanararak yorumlandi.

Coziicii olarak kullanilan DMSO’nun aorta dokusu {izerinde belirgin bir etki olusturmadigi
laboratuvarimizda DA 09/14 proje nolu tez g¢alismasi (139) ile gosterildiginden bu

kimyasal ajan i¢in ek bir deney yapilmadi.

Bu tez calismasinda kullanilan kronik stres modeli ile glukokortikoid diizeylerinin artmis

oldugu diisiiniilmektedir. Artmis glukokortikoidlerin a; upregulasyonuna neden olduguna
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dair bu tez c¢alismasinin bulgular ile ters diisen kanitlar mevcuttur (140). G. Fligge ve
arkadaglarinin yaptiklar1 arastirmalar kronik stres uygulamasi ile glukokortikoidlerin
artisina bagli beyinde ay-AR’lerin upregiile oldugu, stresin etkilerini taklit etmek igin
disardan verilen kortizol uygulamasi ile de bu upregulasyonun gergeklestigi, kortizoliin
kisa siireli uygulanmasinin o,-AR’lerde downregulasyona, uzun siireli uygulanmasinin oy-
AR’lerde upregulasyona yol actigi gosterilmis, uzun siireli stresin etkilerinin tek
sorumlusunun glukokortikoidler olmadig1 sonucuna varilmistir (141). Kronik psikososyal
stresle ap-AR’lerin A alt tipinin kalici, C alt tipinin ise gecici olarak wupregiilasyona
ugradigr gosterilmistir (141). Bu tez ¢alismasi kardiyovaskiiler sistemde kronik stresin
bilinen endotel bozucu ve o;-AR upregiilasyonu olusturan etkileri olabilecegine dair
bulgularla celiski gostermektedir. Bu durumu agiklayabilmek igin o,-AR agonistleri
kullanilarak yapilacak fonksiyonel ve reseptér diizeylerini belirleyecek yapisal

arastirmalara gereksinim vardir.

Kronik stresin ve/veya doksisiklinin oksidatif duruma etkisi bobrek ve kalp dokularindaki
GSH ve MDA derisimleri ile degerlendirilmistir. Bobrek dokusunda MDA derisimi D15
grubunda K grubuna gore diisiik saptanmig, bu durum D15 uygulamasinin antioksidan bir
etki gostermis olabilecegi seklinde degerlendirilmistir. Kalpte ise stres uygulamasi ve
giinde 30 mg/kg doksisiklin MDA derisimini yiikseltmis ve D30S, S, D30 gruplarinda
yiikksek MDA derisimleri saptanmistir. Bu tez ¢aligmasi kronik stresin uzun siireli etkilerini
incelemek tiizere tasarlandigindan, tiim degerlendirmeler 15 giinliik stres sonrasi Mailard
reaksiyonu, Amadori iiriinleri ve AGE/ALE olusumu igin 45 giin siire birakildiktan sonra
yapilmustir. Oksidan-antioksidan denge hakkinda bilgi veren GSH ve MDA derigsimlerinin
saptanmast bu slire¢ sonunda gergeklestifinden kronik stresin akut etkilerini
yansitmamaktadir. Oysa kronik stresin hemen ardindan beklenen; GSH diizeyinin azalip,
MDA’nin artis1 (91, 93, 142, 143) ve doksisiklinin diisiik konsantrasyonlarinda bu etkiyi
engellemesiydi. Kronik stres uygulamalarinin oksidatif hasar1 artirmasi, adaptasyon
slirecinde ise antioksidan bilesiklerde bir artis oldugu bilinmesi (143) bu c¢alismanin
bulgulaniyla kismen Ortiismektedir. Doksisiklin ise 6zellikle diisiik dozda, antibiyotik
etkisinden bagimsiz olarak, igerdigi fenol halkasi aracilifiyla ROS siipiiriicii etkiler
gostermektedir (60), ROS siipiiriicii etkisi ile MMP inhibitorii etkisi arasinda birbirlerini
artirict bir iligki vardir (18). Artmis oksidatif stres MMP’leri aktive eder (123, 144).
Doksisiklinin hem ROS siipiiriici hem de MMP inhibitorii etkisi ile oksidatif hasarin

engellenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (64).
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Bu tez ¢alismasinda stres proMMP-2 ve MMP-9 aktivitesinde artisa yol agmistir. Stres
grubunda sadece akut bir etki olarak saptanan, HbAlc diizeylerine yansimayan
hiperglisemik durumun MMP aktivitesini artirmasi olasidir, hipergliseminin endotel
hiicrelerinde MMP-9 aktivitesini artirdigi bilinmektedir (145). Kronik stresle meydana
gelen oksidatif stres artisinin bu aktivite artisina neden oldugu diisiiniilmektedir (145, 146,
147, 148). D15S grubunda yine proMMP-2 diizeylerinin K ve S gruplarina gore azalmis
olmasi, 15 mg/kg/giin doksisiklin uygulamasinin inhibit6r etkisini gostermektedir. D30S
grubunda ise proMMP-2 aktivitesi S grubuna gore daha da azaldi, MMP-2 aktivitesi de
inhibe oldu. MMP-2’nin ¢esitli kardiyak durumlarda artmis oksidatif stresle iliskisi
kanitlanmistir (144, 149). Bu c¢alismada stres grubunda MMP-2 aktivitesinde azalma
egilimi MMP aktivitesi Ol¢limiiniin yapilmasina kadar gecen siire¢ i¢cinde proteinazlarin
doku inhibit6rlerinin (TIMP) MMP aktivitesini baskilamis olabilecegini diisiindiirmektedir
(145, 149). MMP-2 aorta hiicrelerinden proMMP-2 olarak salgilanmis ancak TIMP’lerin
baskilama mekanizmasi nedeniyle MMP-2 aktivitesinde azalma ortaya c¢ikmig olabilir.
TIMP’ler ve MMP’ler arasinda viicutta dogal bir denge vardir (3, 76). MMP-2’nin
peroksinitrit ve glutatyon ile giiglii bir sekilde diizenlendigi bilinmektedir (146). Kronik
strese yanit olarak gelisen farkli islevsel mekanizmalar stresin erken donemi ve uzun
zaman sonrasinda gelismis olabilecek farkliliklar1 gostermektedir (150). D15 grubunda

ayrica proMMP-2 aktivitesi S grubuna gore ¢ok daha diigiik bulundu.

Stres ve/veya doksisiklin uygulamasinin aorta ve kalp dokusunda CML birikimi {izerine
etkisinin degerlendirilmesi i¢in yapilan immunohistokimyasal boyama sonuglarma gore,
her ne kadar CML birikimine bagli izlenen immunoreaktivite, D15S grubunda ¢ok zayif,
D30 grubunda zayif, stres grubunda ise daha gii¢lii olsa da, bu kadar veri ile genelleme

yapmak dogru olmayacagindan bir yorum yapilamadi.

Bu calismanin amaglarindan biri, kronik stres nedeni ile bozulmasi beklenen yara
lyilesmesinin doksisiklinin antioksidan, MMP inhibitérii ve AGE/ALE olusumunu azaltic
etkileri sayesinde diizelme (40) gostermesini anjiyogenez durumunu degerlendirerek
saptamakti. Ancak yontemden kaynaklanan nedenlerle bu degerlendirme yapilamada.
Kronik davranis stresinin cAMP-PKC yolagini aktive ederek B,-AR’ler aracilifiyla doku
katekolaminlerini artirdigi ve VEGF, MMP-2, MMP-9 aktivitelerinde artisa neden oldugu,
anjiyogenik siireg¢ aracili etkilerin ortaya ¢iktigi bilinmektedir (148). Stres anjiyogenezi
indiikler anormal MMP aktivitesine neden olur. Oysa yara iyilesmesi ve skar dokusu

olusumu MMP aktivitesi acisindan inhibisyon ve aktivasyonlarla diizenlenmis hassas bir
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optimizasyon gerektirmektedir (151). Farkli zamanlama ve dozlarla MMP inhibitorlerinin
doku remodelingi tizerine etkileri ¢esitlidir (28, 125, 152, 153). Doksisiklinin
antianjiyogenik etkisini kanitlayan pek ¢ok c¢alisma vardir (152, 154). Bu noktada yara
olusturularak indiiklenmis anjiyogenezde MMP inhibitorlerinin dogru zamanlama ve

stirelerde kullanimini diizenleyebilmek icin ¢aligmalar yapmak gerekmektedir.

Kronik stresin apoptozisi artirarak ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde yer aldigi,
doksisiklinin ise anti-apoptotik etkisi ile koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (6, 25).
Ancak bu ¢alismada planlanan stres ve/veya doksisiklinin kalp ve torasik aortada apotozis
tizerine etkileri kullanilan immunohistokimyasal boyama yontemiyle aorta kesitlerinde
kaspaz-3 antikoru ile yapilan boyamalarda D15 grubunda sitoplazmada 6zgiin olmayan
immunoreaktivite, D30 grubunda ise diiz kas hiicre ¢ekirdeklerinin g¢evresinde
immunoreaktivite belirlenmis olsa da degerlendirme yapmak igin bu bulgular yeterli

olmada.

Yapilan uygulamalarin davranislar tizerindeki etkisi AA ve YAL ile degerlendirildiginde,
AA ile gruplar arasinda saptanamayan farklarin YAL ile ortaya ¢ikmasi, yontemler
arasinda kullanilan model i¢in duyarlilik farki olabilecegini diisiindiirdii. Tiim gruplarda
AA’da izlenen siganlarin hizlarinda 2. dakikada azalma saptanmasi siganlarin ilk
dakikadaki ortama adptasyonunun gostergesi olarak degerlendirildi. Siganlarin AA’da
izledikleri yol haritasinin degerlendirilmesi ile gruplar arasi fark saptanmazken D15S
grubunun diger gruplara gore orta karede daha yogun olarak bulunma egilimi dikkat
cekiciydi.

YAL’de S grubunun daha c¢ok kapali kolu tercih etmesi ve kavsaktan gecis sayilarinda
saptanan azalma stres sonucu artmis anksiyetenin bir gostergesidir. Bu durum artmis
oksidan hasarin bir sonucu olabilir. Nitekim, ayn1 bulguyu veren ¢alismalarda eszamanli
oOlgiilen GSH diizeylerinde azalma, MDA diizeylerinde artma gosterilmistir (93, 137, 143).
Bu calismada oksidatif durum belirteclerinin AGE/ALE varligi ile baglantisi
degerlendirilmek istendiginden 6lglim zamani deneyin 60. giinii olarak belirlenmis ve 17.
giinde gerceklestirilen davranis deneyleri ile bu baglanti kurulamamistir. D30 grubu
YAL’da S grubuna benzer sekilde kapali kolu tercih etmistir. DI5S grubunda ise
kavsaktan gegme sayisi artis gostermistir. Bu bulgunun acgik alanda D15S grubunun orta
kareyi diger gruplara gore tercih ediyor egiliminde olmasi ile uyum gostermesi dikkat

cekici olup giinde 15/mg/kg doksisiklin tedavisinin, stresin olusturdugu anksiyete etkisi
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tizerine koruyucu bir rol oynayabilecegi fikrine yaklastirmaktadir. Stres grubunda
diskilama sayisinda artis literatiir ile uyum gostermektedir. Giinde 15 mg/kg doksisiklin
uygulamas1 bu degeri kontrole yaklastirirken, giinde 30 mg/kg doksisiklin uygulanan
gruplarda diskilama sayisinin artmis olmasi, diisiik dozun stresin etkilerini azaltirken
yiiksek dozun boyle bir etkisi olmadigini, hatta gastrointestinal sistem {izerine motiliteyi

artirict etki yapiyor olabilecegini diistindiirdi.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonuglar

1. Kronik stres uygulamast VA kaybina yol acgti. Stres beraberinde uygulanan
doksisiklinin 30 mg/kg/giin dozu bu kaybi artirdi.

2. Stres uygulamasi akut donemde kan sekeri degerlerini artirdi. Ancak kronik
donemde stres ve/veya doksisiklin ugulamalar HbA1c degerlerini degistirmedi. Bu
durum glikasyonun ileri diizeyde olmadiginin gostergesi olarak degerlendirildi.

3. Kronik stres, si¢an izole torasik aortalarinda endotel hasar1 yaninda diiz kas
gevseme yanitlarinda artirict bir etki yaratti. Bu etki {izerinde doksisiklin 15
mg/kg/giin dozunda koruyucu olurken, 30 mg/kg/glin dozunda ise stres ile benzer
etkiler saptandi.

4. Diisiik doz doksisiklin endotel i¢in koruyucu etki gosterdi, yiiksek doz ise diiz kas
kasilma mekanizmasini bozdu.

5. Doksisiklin 30 mg/kg/glin uygulamas1 ¢alisma igeriginde kullanilan tiim
yontemlerde genel olarak stres ile benzer etkiler gosterdi.

6. Yapilan davranis testleri ile, uygulanan kronik stresin anksiyeteyi artirici,
doksisiklin 15 mg/kg/giin uygulamasinin ise anksiyeteye karsi koruyucu egilimde
oldugu saptandi.

Oneriler

1. Kronik stres uygulamasi sonucu kan sekeri degerlerinin baglangic degerleri ile ayni
saptanmasi, glukokortikoid ve insiilin salgilanmasinda adaptasyon gelismis
olabilecegini diisiindiirdii. Hormon diizeylerinin 6l¢iildiigii bir deney tasariminin
mekanizmay1 agiklayabilmek i¢in yararli olabilecegi diisiiniildii.

2. D-arjinin ile olusan gevseme yanitlarin stres grubunda armis olmasi kronik stres
uygulamasinin ay-AR upregulasyonuna yol agmis olabilecegini, bunu kanitlamak
tizere ap-AR’leri belirleyecek, islevsel ve yapisal aragtirmalarin gerekli oldugu
sonucuna varild.

3. Oksidatif/anti-oksidatif durum, kronik stresten 45 giin sonra degerlendirildiginden
gelisen uyum siireci mekanizmalart nedeniyle, stresli gruplarda oksidatif
belirteglerin beklenen artis1 goézlenmedi. Diisiik doz doksisiklinin anti-oksidan,

yiiksek doz doksisiklinin ise oksidan etki egiliminde oldugu saptandi.
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4. Kronik stresin yol actig1 oksidatif stres proMMP-2 ve MMP-9 aktivitesinde artisa
yol agt1, ancak MMP-2’nin normal saptanmasinin nedeninin stres sonrasi bekleme
siireci nedeniyle gelismis olabilecek adaptif mekanizmalar oldugu seklinde
yorumlandi. Doksisiklin MMP-2 aktivitesini inhibe ederken, MMP-9 aktivitesini
inhibe etmedi. Bu karmagik durumun, kronik strese karsi uzun donemde gelisen,
farklt uyum mekanizmalarindan kaynaklandigi diistiniildii. Kronik stres ve/veya
doksisiklinin oksidatif durum ve MMP’ler iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
icin Ol¢limlerin stres uygulamasinin hemen ardindan yapildig1 ek gruplar iceren

deneylerin gerekli oldugu diisiiniildii.
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