TURKIYE gUMHURjYETj
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

MATRIKS METALLOPROTEAZLARIN DiYABETIK
SICANLARIN ENDOTEL BAGIMLI DAMAR
FONKSIYONLARINDAKI ROLU

Esma Nur ZEYDANLI

BiYOFiZiK ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Belma TURAN

2008- ANKARA



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MATRIKS METALLOPROTEAZLARIN DiYABETIK
SICANLARIN ENDOTEL BAGIMLI DAMAR
FONKSIYONLARINDAKI ROLU

Esma Nur ZEYDANLI

BiYOFiZiK ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Belma TURAN

2008- ANKARA



il

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyofizik Yiiksek Lisans Programi
cergevesinde yurlitiilmiis olan bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 04 /08 /2008

Prof. Dr. Feride SEVERCAN
Orta Dogu Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Juri Bagkani

Prof. Dr. Belma TURAN Prof. Dr. Mehmet UGUR
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Prof. Dr. Metin BASBUG Dog. Dr. Aslthan KOKSOY

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
I¢indekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1 Diyabetes Mellitus ve Tipleri

1.2 Deneysel Diyabet

1.3 Diyabetin Vaskiiler Sistem Uzerine Etkileri
1.4 Matriks Metalloproteinazlar

1.5 MMP’ lerin Vazoaktif Etkileri

1.6 Tetrasiklinler

1.7 Diyabet ve MMP iliskisi

1.8 Selenyum ve Vaskiiler Sistem Uzerine Etkileri
1.9 Diyabet-Selenyum Iliskisi

1.10 Calismanin Amaci

2.GEREC VE YONTEM

2.1 Sicanlarda Diyabet Olusturulmasi

2.2 Vaskiiler Aktivitenin Incelenmesi

2.3 Adenilat siklaz aktivitesi 6l¢timii

2.4 cAMP derisimi dl¢timii

2.5 MMP-2, MMP-9 ve TIMP-4 protein seviyelerinin 6l¢limii
2.6 MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin dl¢timii
2.7 Tiyol Oksidasyon Ol¢iimii

2.8 Nitrik Oksit Tiirevlerinin Ol¢timii

2.9 Istatistiksel Analizler

2.10 Kullanilan Kimyasallar

3.BULGULAR

3.1 Deney Hayvanlarinin Genel Bulgular1

3.2 Doksisiklin veya Selenyum Uygulamasinin Diyabetik Sicanlarda Alfa-1
Adrenerjik Reseptor Agonisti Yanitlarina Etkisi

3.3 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Siganlarda Endotel Varliginda
Gergeklesen Gevseme Yanitlarina Etkisi

3.4 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Siganlarda Uyarilmis cAMP
Seviyeleri Uzerine Etkisi

3.5 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Damar MMP-2
Protein Seviyeleri ve Aktiviteleri Uzerine Etkisi

3.6 Doksisiklinin ve Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Damar MMP-9
Protein Seviyeleri ve Aktiviteleri Uzerine Etkisi

3.7 Doksisiklinin ve Selenyum Diyabetik Siganlarda Damar TIMP-4 Protein

iii

ii
iii
vi

vil
Xi

O NN = ==

11
12
14
15
16

19
19
19
20
21
21
22
22
23
23
24

25
25
26
26
32
35
36

37



v

Seviyeleri Uzerine Etkisi

3.8 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Doku Tiyol 38
Oksidasyon Seviyeleri Uzerine Etkisi

3.9 Doksisiklinin ve Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Doku Nitrik Oksit 40
Seviyeleri Uzerine Etkisi

4. TARTISMA 41
5. SONUC VE ONERILER 49
OZET 51
SUMMARY 52
KAYNAKLAR 53

OZGECMIS 64



ONSOZ

Bu calisma matriks metalloproteinazlarin diyabetle birlikte gelisen vaskiiler
disfonksiyonlardaki roliinii degerlendirmektedir. Ayrica bir MMP inhibitorii olan
doksisiklinin ve bilinen bir antioksidan olan selenyumun gelisen bu patogenezi

geri ¢cevirme kapasitelerini ortaya koymaktadir.
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1. GIRIS

1.1 Diyabetes Mellitus ve Tipleri

Kisaca diyabet olarak tanimlanan “Diyabetes Mellitus” pankreastan insulin
salgilanmasinin mutlak ya da nisbi eksikligi veya insiilin etkisinin yetersizligi
sonucu olusan bir sendromdur (Larner ve ark., 1985).

Diyabetin baslica iki tipi vardir. Tip I diyabet (insuline bagimli diyabet, Juvenil
tip diyabet) pankreasin beta hiicrelerinin cesitli etkenlerle tahrip olmasindan
kaynaklanmaktadir (Madsbad ve ark., 1983). Eriskin tip diyabet ya da insiiline
bagimli olmayan diyabet olarak tanimlanan Tip II diyabet ise, insiilin etkisine
kars1 belirgin bir direng ile ve/veya glikoz, aminoasid gibi besinsel uyaranlara
yanit olarak insiilin salgilanmasinda bozuklukla iliskili olan bir hastaliktir. Bu tip
diyabetin olusumundaki nedenler su sekilde siralanabilir;

a) Beta hiicreleri tizerindeki gluko reseptorlerde meydana gelen bir bozukluk
sonucu glukoz araciligiyla gluko reseptorlerin uyarilmasina bagl olarak olusan
insiilin salgilanmasinin azalmasi (De Fronzo ve Ferranninni, 1982),

b) Beta hiicresine giren glukozun 6teki stimulanlarin insulin saliverici etkilerini
gliclendirme yeteneginin azalmasi (Champbell ve ark., 1984),

¢) Insiilin reseptérlerinin sayisinin azalmasi (Weir ve ark., 1982).

Yapilan istatistikler Tip II diyabetin genellikle obezite ve kalitimla iliskili
oldugunu gostermistir (Porte ve ark., 1981).

1.2 Deneysel Diyabet

Diabetes Mellitus’daki en 6nemli hormonal bozukluk mutlak ya da nisbi instilin
eksikligidir. Deneysel diyabet, pankreotektomi ya da pankreasin beta hiicrelerinin

tahrip edilmesiyle yapilabilmektedir. Hemen hemen biitiin hayvan tiirlerinde



kalici bir diyabet olusturmak i¢in pankreasin % 80’ inden fazlasin1 almak
gerekmektedir (Lukens ve ark., 1937). Buna ek olarak hayvanlarda deneysel
diyabet olusturmak i¢in kimyasal maddelerden de yararlanilmaktadir. Bunlardan
en ¢ok kullanilanlar1 alloksan ve streptozotosindir. Rakieten ve arkadaslart 50
mg/kg streptozotosinin intravendz uygulamasinin sigan ve kopeklerde kalici bir
diyabet olusturdugunu saptamigslardir (Rakieten ve ark., 1963). Streptozotosinin
diyabetojenik etkisi pankreasin beta hiicrelerini selektif olarak tahrip etmesinden

kaynaklanmaktadir.

1.3 Diyabetin Vaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Diabetes Mellitus’ daki morbitide ve mortalitenin temel nedeni hipertansiyon ve
koroner kalp hastaliklar1 gibi kardiyovaskiiler bozukluklardir (Garcia ve ark.,
1974). Diyabette goriilen yapisal ve fonksiyonel kardiyovaskiiler bozuklugun
nedeni tam olarak anlasilamamis olmasina karsin, bunun en azindan kismen
norotransmitter ve hormonlara karsi damar reaktivitesindeki degisikliklerden
kaynaklandigr oOne siirtilmiistir (Weidmann ve ark., 1976). Bilindigi gibi
damarlardaki  post sinaptik alfa-adrenerjik  reseptorlerin  stimiilasyonu
vazokonstriksiyonla sonu¢lanmaktadir (Legan ve ark., 1985). Cok sayidaki damar
yataginda noradrenalinin vazokonstriktér etkisine hem alfa-1 hem de alfa-2
adrenerjik reseptorlerin aracilik ettigi gosterilmistir (Scarborough ve ark., 1982).
Secici alfa-1, alfa-2 agonistlerin ve nonselektif etkili noradrenalinin damarlarda
kasilma doz-yanit egrilerinin iki fazli olarak ortaya ¢ikmasina neden olduklari
gozlenmistir (Scarborough ve ark, 1984). Damar yataginda noradrenalin ile
stimiile edilen kasilmalar, kisa siirede gelisen (fazik) komponentinin dihidropridin
tiirevi Ca>" antagonisti nifedipine duyarli olmadig1 ve hiicre i¢i kalsiyum ([Ca™ 1)
mobilizasyonu ile iliskili oldugu, 6te yandan kasilmanin daha sonra ve daha yavas
olarak gelisen (tonik) komponentinin ise ekstraselliiler Ca>* hiicre i¢ine girisi ile
iligkili oldugu ve bu yanitin nifedipin ile bloke edilebildigi gosterilmistir. Bu
olaylardan ilki hiicre i¢i depolarda bulunan Ca”" serbest hale ge¢mesiyle, ikincisi

ise ekstraselliiler Ca’* voltaja bagimli ya da reseptdr aracili kanallar yoluyla hiicre



icine girmesiyle iliskilidir (Bolton ve ark., 1979). Damar diiz kasinda noradrenalin
ile elde edilen kasilma yanitlarinin fosfotidilinozitol (PI) dongiisti ile iliskili
oldugu konusunda onemli kanitlar bulunmaktadir (Abebe ve ark, 1990). Son
yillarda yapilan ¢alismalar, serotonerjik, M, muskarinik, alfa-1 adrenerjik ve Steki
baz1 reseptorlerin agonistler ile aktivasyonu sonrasinda damar diiz kas hiicresi
membraninda  bulunan  fosfolipaz-C’nin  aktivasyonuna  bagli  olarak
fosfotidilinozitol-4,5-bifosfat(PIP2)’ 1 hidroliz oldugu gosterilmistir (Rapaport
ve ark., 1987). PIP2’ nin hidrolizi sonucu 1,2 diagilgliserol ve inositol-1,4,5-
trifosfat(IP3) olusmaktadir. Hidrofilik karakterde olan IP3, sitoplazma ig¢ine
salinarak burada ozellikle [Ca®’]; arttirarak cesitli mekanizmalara aracilik
etmektedir. Lipofilik 6zellik gosteren diagilgliserol ise hiicre membraninda etkin
olup membrandaki Na'/H" Kkotransport sisteminin kontroliinde rol oynayan
kalsiyum bagimli protein kinaz-C’ yi aktive etmektedir. Bu aktivasyonla ¢esitli
hedef proteinlerin fosforillenmeleri suretiyle bu proteinlerin fonksiyonlarinin
dizenlenmesi saglanmaktadir (Legan ve ark., 1989; Lucchesit ve ark., 1989).
Hiicre igindeki serbest kalsiyum, miyozin hafif zincir kinazi aktive etmek icin
kalmodulin ile kompleks olusturmaktadir. Kalsiyum-kalmodulin bagimli protein
kinazlarin miyozin hafif zincir kinazlar1 fosforile etmesi sonucu damar diiz
kasindaki fazik kasilmalar gerceklesmektedir. Bir diger ikinci haberci olan
diagilgliserolun damar diiz kasi kontraksiyonunda gerekli olan bir dizi
fosforilasyon olaylarin1 baslatmak igin protein kinaz-C’ yi aktive etmesiyle
noradrenalinin damar diiz kasindaki tonik yanitlar1 olugmaktadir (Legan ve ark.,
1985) (Sekil 1.1). Cok sayida arastirici streptozotosin ile diyabet yapilmis deney
hayvanlarinda vaskiiler yanitlardaki degisiklikleri ve bu degisikliklerin olas1
mekanizmalarini yogun bir sekilde arastirmiglardir. Ne var ki bu alanda simdiye
dek yapilan arastirmalardan celiskili sonuglar elde edilmistir. Bir grup arastiric
diyabette farmakolojik vaskiiler reaktivitenin azaldigini 6ne siirerken (Christlieb
ve ark., 1976; Sullivan ve ark., 1979) oteki bir grup ise arttigini bildirmistir
(Brody ve ark., 1979). Sonuglar arasindaki bu farkliligin kullanilan hayvan tiirii ve
cinsiyeti, kullanilan diyabetojenik madde, diyabet kalma siiresi ve siddeti,

incelenen damar preparati ile iliskili olabilecegi 6ne stirtilmiistiir.
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Sekil 1.1 Diiz kas kasilma-gevseme sinyal iletim mekanizmalar.
(www.cvphysiology.com).

Bilindigi gibi diyabet kronik hiperglisemi ve genellikle hiperinsiilinemiyle
karakterizedir. Her iki durumda da diyabetin kardiyovaskiiler komplikasyonlar1
icin birer potansiyel risk faktérii oldugu ve boylelikle vaskiiler yaralanma ve
disfonksiyona sebebiyet verdigi bilinmektedir (Schmid ve ark., 1994). Endotel
hiicrelerinin ¢esitli nedenlerden (hiperglisemi, hiperlipidemi, hiperinsiilinemi veya
bunlara bagli olarak gelisen serbest radikal miktarlarinin artist v.b.) otiiri
fonksiyonel olarak hasara ugramasiyla meydana gelen patolojik durum endotelyal
disfonksiyon adin1 almaktadir. Endotelyum disfonksiyonuna neden olan en énemli
etmen kan glukoz konsantrasyonlarinin artmasidir. Yapilan bir arastirmada
endotelyuma bagli gevsemelerin aort dokusunun alt1 saat boyunca yiiksek glukoz
iceren ortamda bekletilmesiyle bozuldugu, bu bozulmanin ise siiperoksitdismutaz
(SOD) ve katalaz gibi antioksidan bilesiklerin ortama katilmasiyla 6nlendigi
gosterilmistir (Tesmafariam ve Cohen, 1992). Bu sonug¢ bize hiperglisemi
nedeniyle organizmada konsantrasyonlar1 artan serbest radikallerin endotelyum

disfonksiyonu olusturdugunu géstermektedir.



Vaskiiler endotel hiicreleri arterial kan akimini1 ve kan basincini ¢esitli vazoaktif
maddeler; prostasiklinler (Moncada ve ark., 1978), endotel kaynakli gevsetici
faktor (Furchgott ve Zawadzki, 1980; Palmer ve ark., 1987) ve endotel kaynakl
hiperpolarize edici faktor (Feletou ve Vanhoutte, 2000; McGuire ve ark., 2001)
salarak diizenlerler. Damar da nitrik oksit (NO) ana endotel kaynakli gevsetici
ajan olarak bilinmektedir. NO i¢in primer reseptor soluble guanilat siklazin (sGC)
heme bolgesidir. NO baglanmasiyla aktive olan sGC hiicre i¢i guanozin 3°,5°-
siklik monofosfat (¢cGMP) diizeylerinin artmasina neden olur bu sayede de cGMP
bagimli protein kinaz-G (PKG) aktive olarak hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonu
dugtirtiliir ve damar gevsemesi saglanir (McDonald ve Murad, 1995) (Sekil 1.2).
Nitrik oksit vazodilatasyonu arttirarak, platelet agregasyonunu inhibe ederek,
lenfositlerin adhezyonunu ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek
kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenlemektedir (Rubanyi ve ark., 1993). Bu
sebeple disfonksiyon gosteren bir endotel; bozulmus antikoagiilan, antiinflamatuar
cevap, vaskiiler biiylime ve vaskiiler remodelling ile karakterizedir. Fakat endotel
disfonksiyonu ile karakterize edilen ve en ¢ok kabul géren bozukluk; NO
biyoyararlanim/biyoaktivite oraninda goriilen azalmaya bagli olarak gelisen

endotel bagimli gevseme yanitlarindaki bozulmadir (DeVriese ve ark., 2000).

Diyabete bagli olarak gozlenen hipergliseminin vaskiiler disfonksiyon
olustururken kullandigi mekanizmalar; nonenzimatik glikolizasyon (Bucala ve
ark., 1991; Vlassara ve ark., 1992), oksidatif stres (Giugliano ve ark., 1996;
Laight ve ark., 2000), diacilgliserol ve protein kinaz-C yolaklarinin aktivasyonu
(Williams ve ark., 1997; Koya ve King, 1998; Hink ve ark., 2001) ve poly (ADP-
riboz) polimeraz aktivasyonu (Garcia ve ark., 2001) seklinde siralanabilir. Ttiim bu
biyokimyasal degisimlerin “uncoupled NOS” fenomeninden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Endoteliyal nitrik oksit sentazin eslenememe durumu, oksidatif
stresin ve endoteliyal disfonksiyonun artmasina en azindan iic mekanizma
tizerinden yol acabilir. Bunlar; enzimatik nitrik oksit {iretiminin azalmasi,
enzimatik siiperoksit {iretiminin artmast ve peroksinitrit tiretimi yoluyla

tetrabiyopterin (BHy4) oksitlenmesi seklinde siralanabilir (Katusic ve ark., 2001).
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Sekil 1.2 Damar tonusunu saglayan sinyal yolaklarina genel bir bakis.
(www.mona.uwi.edu).

1.4 Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ekstraseliiler matriksin ¢esitli bilesenlerini
degrade edebilen ¢inko iceren endopeptidaz grubu proteazlardir. Omurgalilarda
yirminin tizerinde MMP tanimlanmistir (Nagase ve ark., 1999). MMP’ ler genel
olarak latent proenzim olarak diretilirler ve aktive olmalari igin proteolitik
islemden ge¢mis olmalar1 gerekir (Rundhaug ve ark., 2005; Visse ve ark., 2003).
Matriks metalloproteinazlar yapisal ve/veya substrat 6zelliklerine gore kendi
iclerinde en az 5 alt gruba ayrilir. MMP’ lerin en basit yapisal alt simifi
matrilysindir; bir sinyal peptid, bir propeptid domain ve ¢inko baglayict alani
kapsayan katalitik domainden olusmaktadirlar (Visse ve ark., 2003).
Kollajenazlar; tip I, II, III ve diger fibriler kollajenlerin dogal sarmal yapilarini
degrade eden, prolinden zengin mentese bolgesi vasitasiyla katalitik domaine
baglanmis basit hemopexin benzeri domain igeren kiiclik domain yapilarini
bulundururlar (Lee ve ark., 2004). Jelatinazlar katalitik domainleri i¢inde
fibronektin tip-II" nin ii¢ kez tekrarini igeren ek bir bolge igerirler (Sekil 1.3). Bu
onlara jelatin ve aynm1 zamanda tip-IV, V, VII ve X kollajen, fibronektin ve

laminini degrade edebilmeleri i¢in bir istiinlik saglar (Allan ve ark., 1995).



Katalitik domainler tek baslarina diger substratlara karsi proteolitik aktiviteyi
saglarken, hemopeksin domaini kollajenazlarin tglii sarmal interstitiyal
kollajenleri toplamasi ig¢in gereklidir. Katalitik ve hemopeksin domainleri
baglayan prolinden zengin baglayict peptidin fonksiyonu bilinmemekle birlikte
molekiiler modellemeye dayanarak ti¢lii sarmal kollajenle etkilestigi varsayilir
(Nagase ve ark., 1999). Matriks metalloproteinazlar bir kez aktive olduklar
zaman biitiin ekstraseliilermatriks komponentlerini tamamiyle degrade edebilirler,
bu yiizden bu enzimlerin aktivitesi siki kontrol altinda tutulur. Bu kontrol
mekanizmas1 transkripsiyon, latent proenzimlerin aktivasyonu ve proteolitik

aktivitenin inhibisyonu olmak iizere {i¢ seviyede calisir (Dollery ve ark., 1995).

MMP’ larin tiimii latent pro-enzim olarak iiretilirler. Aktif merkezde bulunan bir
cinko atomu katalitik aktiviteden sorumludur. Bu metal, propeptitdeki eslenmemis
sistein rezidiistinii kordine eder. Her enzim amino terminalindeki propeptit ile
beraber salgilanir ve bu bolgenin proteolizi sonucu aktif hale gelir. Sistein-¢inko
baglantisinin fiziksel ya da kimyasal yollarla bozulmast MMP’ larin ilk
aktivasyon basamagidir. Sistein-¢inko etkilesiminin bozulmasi sonucu ¢inko aktif
merkezde agikta kalarak substratlardaki duyarli baglari hidrolize eder. Bu siire¢
“sistein degisimi” olarak adlandirilmaktadir. Son derece potent olan bu
endopeptidazlarin  regiilasyonunda ¢esitli sitokinler, biiyime hormonlari,
periselliiler ortam, hiicre matriks iliskisi ve ekstraseliilermatriks rol oynar. Bu
enzimlerin ekstraseliiler aktivasyonlarinin kontroliinde endojen inhibitorleriyle
olan ilisksleri de olduk¢a 6nemlidir. Ozgiil doku inhibitorleri olan bu molekiiller
(TIMP-1, -2, -3, -4) metalloproteinazlarin aktif ve inaktif formlarina siki bir
sekilde bire bir baglanirlar (Chakrabort ve ark., 2003; Luttun ve ark., 2004;
Malemud ve ark., 2006; Mancini ve ark., 2006; Moehler ve ark., 2003; Rundhaug
ve ark., 2005; Stamenkovic ve ark., 2003; Sternlicht ve ark., 2001; Tai ve ark.,
1998; Visse ve ark., 2003).
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Sekil 1.3 MMP’ lerin sematik yapilari. (Chow ve ark., 2007).

Matriks metalloproteinazlar, l6kositler, keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar,
kondrositler, diiz kas hiicreleri gibi epitelyal ve mezenkimal koékenli hiicreler
tarafindan sentezlenirler. Pek ¢ok MMP embriyogenez asamasinda yaygin olarak
eksprese edilir. Yetiskinlerde ise plasentada, endometriyumda, meme bezlerinin
invollisyonu esnasinda ve inflamasyonda hizla eksprese edilirler. Matriks
metalloproteazlar fotal doku gelisimi, blastokist implantasyonu, organ
morfogenezi, uterus oviilasyonu, kemik rezorbsiyonu, yara iyilesmesi ve
programlanmis hiicre 6limii gibi pek ¢ok fizyolojik olayda rol almalarinin
yanisira periodental hastaliklar, otoimmiin deri hastaliklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, nefrit, norolojik hastaliklar, kan-beyin bariyerinin yikilmasi,
osteoartirit gibi patolojik olaylarda da 6nemli yer tutarlar (Vespaget ve ark., 1998;
Walokovits ve ark., 1992; Fabunmi ve ark., 1996). Son c¢alismalar
metalloproteinazlarin sanildig1r gibi sadece hiicre disinda bulunmadigini ayni

zamanda hiicre i¢inde de gorev aldigini ortaya konmustur. Hiicre i¢inde 6zellikle



aktin-miyozin etkilesmesinde rol aldig1 dusiiniilmektedir (Wang ve ark.,

2002)(Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 MMP-2’ nin ekstraseliiler ve intraseliiler hedefleri. (Chow ve ark., 2007).

1.5 MMP’ lerin Vazoaktif Etkileri

Proteolitik olarak aktiflesmis MMP’ler c¢esitli substratlar1 parcalayarak bazi
vazoaktif maddelerin olusumuna neden olurlar. Ornegin MMP-2 biiyiik (big)
Endotelin-1 mediatoriinii parcalayarak vazokonstriktor bir peptid olan orta
(medium) Endotelin-1" m olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Fernandez-
Patron ve ark., 1999). Yine ayni aragtirma grubu MMP-2’ nin kalsitonin gene
related peptidi pargalayarak onun vazodilatér etkisini ortadan kaldirdigini
gostermislerdir (Fernandez-Parton ve ark., 2000). Ayrica Martinez ve ark. MMP-
2’ nin vazodilator bir peptid olan adrenomedullini pargalayarak vazodilatér ya da
vazokonstriktor etkiye sahip farkli {iriinler olusturdugunu gostermislerdir
(Martinez ve ark., 2004). Tim bu veriler 1513iInda MMP-2’ nin proteolitik
aktivitesi sonucunda dolayli yoldan vaskiiler tonunun diizenlenmesinde rol aldigi

anlagilmaktadir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 MMP-2’ nin vaskiiler ton iizerine etkisi. (Chow ve ark., 2007).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada MMP-2 ve -9 Ca®’ hiicre igine girisini
engelleyerek vazodilatasyona neden oldugu rapor edilmistir (Chew ve ark., 2004).
Bu deneyde fenilefrin ya da KCIl ile kastirllmis damar seritleri {izerine
rekombinant MMP-2 ve -9 eklenerek gevseme yaniti gozlenmistir. Buna ek
olarak, gevseme etkisinin matriks yapisina yonelik bir enzimatik islem ile iligkili
olup olmadigin test etmek amaciyla elektron mikroskobu yardimiyla ekstraseliiler
matriks incelenmis fakat herhangibir degisiklik gézlenmemistir. Gozlenen bu
cevabin endotelde bulunan ve protezlar tarafindan aktive edilen bir reseptoriin
uyarimi sonucunda NO {izerinden gerceklesen gevseme yolagini kullanarak ortaya
cikmis olabilecegi ileri stirtilmiistiir. Paralel olarak, bagka bir ¢calismada MMP-2’
nin pulmoner diiz kas hiicresi plazma membraninda bulunan Ca'*-ATPaz
aktivitesini upregiile ettigi gdsterilmistir ve bu sayede [Ca®']; ayarlanmasim regiile
ettigi 6ne siiriilmektedir (Mandal ve ark., 2003). Ilgin¢ bir sonu¢, MMP-2’ nin
yukaridaki etkilerinin okside edici ajanlarla sinerjistik etki gostermesidir (Das ve
ark., 2002). Tiim bu veriler MMP’ lerin vazodilator etkilerini Ca** kontrolii

tizerinden sagliyor olabilecegini gostermektedir.
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MMP’ ler vaskiiler tonun diizenlenmesinde sinyal yolaklarini etkileyebilme
Ozellikleri yoluyla rol oynamaktadirlar. Jeyabalan ve ark. sican renal arterleri
tizerinde yapmis olduklari calismalarda MMP-9 aktivasyonunun relaksinin
sagladigi ve gevseme yanitina katki da bulundugunu gostermislerdir (Jeyabalan ve
ark., 2007). Sican mezenterik arterlerinde yapilan ¢alismalarda da farkli G-protein
kenetli agonistlerin MMP aktivasyonu araciligiyla kasilma yanitina neden
olduklar1 diigtiniilmiis bu etkinin ise epidermal biiytime faktorii reseptoriiniin
aktivasyonu ve/veya mitokondriyel ROS artisi  sonucunda olustugu

dustinilmektedir (Hao ve ark., 2004; 2006).

1.6 Tetrasiklinler

Tetrasiklinler bakteriyostatik etkili maddelerdir, tetrasiklinlerin bu etkisi bakteri
hiicresindeki ribozomlarin 30S alt Unitelerine tersinir bir sekilde baglanarak
protein sentezi inhibisyonuyla meydana gelmektedir (Dokmeci, 2000). Ancak
glinimiizde yapilan son ¢alismalar, doksisiklin (doxycycline) ve diger tetrasiklin
tirevlerinin gligli MMP inhibitorii olduklarin1 ve antibiyotik etkileri disinda
bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkileyen pluripotent ilaglar olduklarini géstermistir
(Golub ve ark., 1998). Kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasiklinler ile yapilan
calismalar antibiyotik ve anti-MMP etkisinin molekiiliin farkli bolgelerinde
oldugunu gostermistir. Buna gore tetrasiklinlerin antibiyotik etkileri A halkasinin
karbon-4 pozisyonundaki dimetilamino grubunda, anti-MMP aktivitesi karbon-12
hidroksil ve karbon-11 karbonil oksijen grubunda bulunmaktadir (Bendeck ve
ark., 2002). Tetrasiklinlerin anti-MMP aktivitesine dayanarak yapilan
calismalarda doksisiklin (Sekil 1.6) ve diger tetrasiklinlerin damar intima
kalinlasmasini azalttigi (Bendeck ve ark., 2002; Bendeck ve ark., 1996; Loftus ve
ark., 1999), aortik anevrizma (Thompson ve ark., 1999; Curci ve ark., 2000),
periodontal hastalik (Bazerra ve ark., 2002), artritisde doku yikimini azalttigi

(Steinmeyer ve ark., 1998), tiimor hiicre invazyonu, timor metastazi (Selzer ve
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ark., 1999; Seftor ve ark., 1998) ve timdr angiogenezisi inhibe ettigi gosterilmistir

(Tamargo ve ark., 1991).

Sekil 1.6 Doksisiklinin kimyasal yapi formulii (http://uploadwikimedia.org).

Tetrasiklinlerin ayn1 zamanda makrofajlar ve mezengial hiicrelerdeki nitrik oksit
sentezi i¢in mRNA’nin destabilizasyonunu ve salinimini inhibe ettigi ve timor
nekrozis faktor-a ve reaktif oksijen tiirlerini azalttigi gosterilmistir (Golub ve

ark., 1998).

1.7 Diyabet ve MMP iliskisi

Kollajen, memelilerde en ¢ok bulunan proteindir ve bag dokularina gerilme
kuvveti, organizasyon ve biitlinliik saglar. Benzer olarak tiim doku tamirinin gii¢
ve biitiinligl, kollajenin ¢apraz baglanmasina ve deposizyonuna dayanir (Carrico
ve ark., 1984; Spanheimer ve ark., 1988). Diyabetli hastalarda artmis kollajenaz
aktivitesi g6zlenir, kollajen asir1 sekilde yikilir ve yetersiz olarak yerine konur. Bu
yikimdan biiyiik 6l¢tide kollejenazlar sorumludur (Golub ve ark., 1985). Son
yillarda, tetrasiklinlerin subantimikrobiyal dozlarda kollejenaz inhibisyon
aktivitesinin bulunmasiyla birlikte (Yu ve ark., 1993; Creamer ve ark., 1991) pek
cok ¢alismada tetrasiklin tedavisinin etkisi in vivo olarak da incelenmis ve sonug
olarak; diyabetik siganlarin disetleri ve derilerinde patolojik olarak artmig
kollejenaz aktivitesini azalttigt gozlenmistir. Sigan lokositleri ve tavsan
kondrositlerinde yapilan in vitro c¢alismalarin sonucunda ise tetrasiklinlerin
kollejenaz aktivitesini direkt olarak inhibe ettigi bulunmustur (Golub ve ark.,

1985). Diger yandan diyabetli olanlarla olmayan insanlar {izerinde yapilan bir
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calismada, kollejenaz aktivitesinin minosiklin tedavisinin baslatilmasindan bir
hafta sonra olduk¢a azaldigi ancak penisilin uygulamasinin etkisiz kaldigi
gozlenmistir (Golub ve ark., 1983). Uemura ve arkadaslar1 ise diyabetik siganlarla
yaptiklar1 deneyler sonucunda MMP-9 aktivitesinin diyabetik damarlarda arttigini
gostermis ve bu artisin hiperglisemi tarafindan tetiklenen oksidatif stresin,
enzimin ekspresyon asamasina etkisi sonucunda gozlendigini gostermislerdir
(Uemura ve ark., 2001). Okamoto ve ark. MMP-1, 8 ve 9 un propeptid domainin
ayrilmast gerceklesmeksizin peroksinitrit tarafindan aktive edilebildiklerini
gostermiglerdir (Okamoto ve ark., 1997; 2001) (Sekil 1.6). Buna karsin Owens ve
ark. yiiksek doz peroksinitrit varliginda (>100uM) MMP aktivitesinin azaldigini
gostermislerdir (Owens ve ark., 1997). Rajagopalan ve grubu ise bu azalmanin
tirozin bolgelerinin nitrasyonu sonucu gergeklesmis olabilecegini onermislerdir
(Rajagopalan ve ark., 1996). Son yillarda gerceklestirilen paralel ¢alismalarda 72
kDa’ luk full length insan rekombinant MMP-2’sinin 0,3-10 pM
konsantrasyonlarinda peroksinitrit uygulamasiyla aktive oldugunu ancak 100 uM
konsantrasyonunda bu aktivasyonun yerini inhibisyona biraktigi gosterilmistir
(Viappianni ve ark., 2006). Ayrica MMP’ lerin doku inhibitorlerinden olan TIMP-
4> Un oOzellikle oksidatif hasara karsi koruyucu cevap olarak, ekspresyon
diizeyinde artis gosterdigi diistiniilmektedir (Schulze ve ark., 2003; Cox ve ark.,
2004).

Active MMP Inter and intra molecular proteolysis “Active Pro-MMP"

Sekil 1.6 proMMP’nin proteolitik ve oksidatif aktivasyonu. (Chow ve ark., 2007).
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1.8 Selenyum ve Vaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Selenyum, serbest radikallerin {iretimini 6nlemek i¢in gerekli olan, doymamis yag
asitlerinden tlireyen peroksidleri yok ettigi diisiintilen glutatyon (GSH) peroksidaz
enziminin aktivitesinin saglanmasi i¢in énemli bir kofaktordiir (Rotruck ve ark.,
1973). Selenyumun GSH peroksidazin aktif bolgesinde olduguna dair ilk bilgiler
Rotruck ve arkadaslari tarafindan selenyum eksikligi bulunan sican eritrositlerinde
peroksitin yol actigi hemolizin ileri derecede siddetlendiginin gosterilmesi ile
saptanmistir (Schweizer ve ark., 2004). GSH peroksidaz karaciger, bobrek,
eritrosit, damar endotel tabakasi, géziin lensi basta olmak iizere bir¢cok hiicrede
bulunmakta ve hiicre membrani ile hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan
ajanlara kars1 korudugu kabul edilmektedir (Itegin ve ark., 2002; Gupta ve ark.,
2003; Arteel ve ark., 2001). Selenyum eksikligi, serbest radikallerin birikimine
bagli hiicre membranlarinin hasari ile birlikte seyreder. Selenyum bilesikleri hiicre
siklusundaki regulator proteinler, sinyal molekiilleri, proteazlar, mitokondri ile
iligkili faktorler, transkripsiyonel faktorler, timor supressor genler, poliamin ve
glutatyon seviyelerinin ekspresyonlar1 ve/veya aktivitelerini diizenlerler (Burk ve

ark., 2003).

Vaskiiler yanitlar agisindan selenyumun fonksiyonunu arastirmaya yonelik
gergeklestirilen ¢alismalarda, sodyum selenitle beslenen ratlarda asetilkolin
uyarimina karsi elde edilen gevseme cevabinin arttigi gozlenmis ve bu artisin
nitrik oksit tretimindeki aktivasyona bagli oldugu o©ne stirtilmistiir. Ayni
calismada organ banyosuna direkt olarak selenyum, glutatyon yada glutatyon
peroksidaz eklenmesinin yanitlarda herhangibir degisiklige neden olmadigi
gosterilmistir (Lu ve ark., 2004). Damar fonksiyonlarinin diizenlenmesinden
biiyiik katkist olan endotel tabakasi iizerine selenyumun etkisinin arastirildigi
calismalarda ise endotel hiicreleri {izerine sitotoksik etki gosteren okside LDL’ nin
elimine edilmesinde glutatyon bagimli selenoperoksidazlarin 6énemli rol oynadigi
in vivo ¢alismalarla gosterilmistir. Ayrica in vitro ¢calismalarda da kiiltiire edilmis

endotel hiicrelerin medyasinda selenyum eksikligi durumunda okside LDL’ nin
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toksik etkisinin yeterli miktarda selenyum ihtiva eden medyada yetisen hiicrelere
oranla daha fazla oldugu gosterilmistir (Thomas ve ark., 2003). Son yillarda
yapilan bir ¢alismada selenyumla beslenmis ratlarda kolesterol oksitlerin damar
duvarinda gergeklestirdikleri yikici etkilerinin deprese oldugu ve bu sayede
ateroskleroz gelisminin baskilandigr gosterilmistir (Wu ve ark., 2007).
Kardiyovaskiiler etkilerinin o6tesinde selenyumun pek ¢ok hiicre i¢i sinyal
yolaginda diizenleyici olarak rol aldigina ve ozellikle belirli hastaliklarin
patogenezinde koruyucu rol oynadigina dair ¢esitli calismalar vardir, bu
calismalardan birinde arastiricilar insan trabekiilar hiicrelerini 1-10 uM
konsantrasyonlar1 arasinda 24 saat boyunca inkiibe etmeleri sonucunda
konsantrasyona bagli olarak MMP-2 ve TIMP-1 sekresyonunda ve ERK1/2
fosforilasyonunda azalma oldugunu go6zlemislerdir. Bu inhibitor etkisiyle
selenyumun kanser metastaz ve invazyonunu belirli Olciilerde kontrol ettigi

dustintiilmektedir (Conley ve ark., 2004).

1.9 Diyabet-Selenyum Iliskisi

Deneysel diyabet modellerinde selenyumun diyabetik hayvanlarin kan sekerini
dustirdiigii, ayrica sivi tiiketimlerini, agirlik artislarini ve bazi biyokimyasal
parametrelerini normallestirebildigi bildirilmistir (McNeill ve ark., 1991; Ghosh
ve ark., 1994). Son yillarda yapilan in vivo ve in vitro arastirmalarda selenyumun
pek cok insiilin benzeri aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Ezaki ve ark.,
1990). Bu aktiviteler; glikoz aliminin stimiilasyonu, glikolizis ve glikoneogenezis,
yag asidi sentezi ve pentoz fosfat yolu gibi metabolik olaylarin diizenlenmesi
olarak sayilabilir. Bu etkileri agiklayabilmek i¢in ¢esitli olas1 mekanizmalar ileri
stirtilmiistiir. Bunun yaninda selenyum, bir biiylime faktorii gibi etki gostermekte
ve insiilinin yapitasina benzer metabolik degisiklikler yapabilmektedir (Ezaki ve
ark., 1990). Bir baska deyisle, insiilin yoklugunda da instiline benzer degisiklikler
yapabilmekte, ya da insiilinin reseptoriiniin duyarliligini arttirmaktadir (Ezaki ve
ark., 1990; Ayaz ve ark., 2002). Diyabette serbest yag asitleri ve serbest radikal

tiirevli ¢esitli oksidanlarin arttigi, bu artisin pek ¢ok sistemik bozukluklara neden
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oldugu bilinmektedir (Reusch ve ark., 2003; Das ve ark., 2002). Selenyumun
antioksidan sistemdeki bilinen belirgin rolii sayesinde diyabette gozlenen
patolojileri diizeltebilmesi olasidir. Tip 1 diyabetik hastalarda kontrol grubuna
gore eritrositlerdeki selenyum konsantrasyonunun belirgin olarak diistiigiiniin

bildirilmesi de bu savi destekler nitelikdedir (Kruse-Jarres ve Rukgauer, 2000).

1.10 Calismanin Amaci

Matriks metalloproteinazlar ve inhibitorleri arasindaki iliski fizyolojik dengelerin
saglanmasi ag¢isindan olduk¢a Onemlidir. Bir¢cok hastaligin patogenezinde bu
dengenin MMP’ler lehine bozulmasinin rol oynadigi gosterilmistir. Orbe ve
arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen hayvan ve insan deneyleri sonucunda
aterosklerotik plak gelisiminde MMP-9 ve MMP-3" {in rolii oldugu gosterilmistir
(Orbe ve ark., 2003). Yine miyokardial enfarktiisden bir saat kadar sonra MMP’
lerin oranlarmmin dramatik olarak arttigi, bunu takiben lokal sitokinlerin
aktivasyonunun ve inflamasyon hiicrelerinin infiltrasyonunun arttig1 gézlenmistir
(Tyagi ve ark., 1996). Cesitli deneysel kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda
MMP inhibitérlerinin  kullanimiyla bozulan parametrelerde normale donis
gozlenmistir (Creemers ve ark., 2001). Rodhe ve arkadaslar1 yapmis olduklari
deneysel miyokardiyal enfarktiis modeli tizerine farelerde yapmis olduklari
deneylerde, MMP inhibitéri kullanimiyla sol ventrikiill hacminde ve
fonksiyonunda iyilesme oldugunu gostermislerdir (Rodhe ve ark., 1999). Yine
Courtman ve arkadaslar1 tavsan abdominal aortasi {iizerinde yaptiklar
calismalarda  doksisiklinin, damar duvarinda kollajen fiberlerinin re-
organizasyonunu engelleyerek yeniden yapilanmay1 engelledigini gostermislerdir
(Courtman ve ark., 2004). Doksisiklinin etkisini direk metalloproteinazlar tizerine
gostermesinin yani1 sira (Golub ve ark., 1998) antienflamatuar o6zelligiyle de
gozlenen patolojilerde iyilesmeye neden oldugu bilinmektedir. Hoyt ve
arkadaslar kiiltiire akciger epitelyum hiicreleri tizerine yaptiklar1 arastirmalarda

doksisiklin kullanimiyla artmig iNOS ekspresyonunun, p38MAPK ekspresyonu
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seviyesinin azalmasi yoluyla kontrol altina alindigini ve bu sayede NO {iiretiminin

yavagladigini gostermislerdir (Hoyt ve ark., 2006).

MMP aktivasyonunu saglayan etkenler arasinda oksidan stres de yer almaktadir.
Hao ve arkadaslar1 agonist etkili MMP aktivasyonu ile oksidatif stres gelisimi,
vaskiiler tonusun artmasi ve hipertrofi gelisimi arasinda baglanti olabilecegini
onermislerdir (Hao ve ark., 2006). Uemura ve arkadaslar1 ise diyabetik siganlarla
yaptiklar1 deneyler sonucunda MMP-9 aktivitesinin diyabetik damarlarda arttigini
gostermis ve bu artisin hiperglisemi tarafindan tetiklenen oksidatif stresin,
enzimin ekspresyon asamasina etkisi sonucunda gozlendigini gostermislerdir
(Uemura ve ark., 2001). Rajagopalan ve arkadaslart MMP-2’nin ve MMP-9’un
ROS tarafindan aktive edildigini gostermis ve ekspresyonlarinin oksidan stres

tarafindan diizenlendigini 6nermislerdir (Rajagopalan ve ark., 1996).

Hiicrede oksidatif strese neden olan hiperglisemi ile iligkili ¢aligmalar
incelendiginde, stiperoksit anyonlarinin artmast ve NADPH’1n kullanimindaki
artisin hiperglisemideki polyol yolagini aktive ettigi goriilmektedir (Douillet
ve ark., 1998). Serbest radikallerin olusmasi, proteinlerin enzimatik olmayan
glikozilasyonu, prostanoid metabolizmasi ve sekerin otooksidasyonu yiiksek
glikoz seviyesine baglidir. Doymamis yag asitlerinden daha aktif olarak serbest
radikaller, lipit peroksidasyonlarinin baslaticilaridirlar. Bu sayede membran ve
hiicresel fonksiyonlarda anormallikler gézlenebilir. Bu agidan bakildiginda
diyabetik komplikasyonlarin patolojik olusumlarinin merkezinde oksidatif
stresin varlig1 goriilmektedir. Bir antioksidan olarak kabul goren selenyum
bilesiklerinin diyabetle indiiklenmis oksidatif stres mekanizmasinda pozitif bir
role sahip oldugu daha onceki yapilan arastirmalarla da gosterilmistir (Ayaz ve
ark., 2004). Fakat damar dokusunda MMP’ lar ve oksidan stres iliskisini

aciklamada mevcut ¢aligmalar yetersizdir.

Metalloproteinazlarin vaskiiler tonus tiizerine tartismali deney sonuglari
bulunmaktadir. Sicanlar tzerinde yapilan bir arastirmada MMP-2’ nin

endotelden saliman Endotelin-1° in pargalamasi sonucunda yeni bir
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vazokonstriktor ajanin olusumuna neden oldugu gozlenmistir (Fernandez-
Patron ve ark., 1999 ). Buna karsilik Rafetto ve arkadaslar1 sican inferior vena
kavasi lizerinde yaptiklari arastirmalar sonucunda endotel yoklugunda veya
endotel kaynakli gevsetici ajanlarin inhibisyonu durumunda MMP-2" nin

vazodilator etkisini gozlemislerdir (Rafetto ve ark., 2007).

Calismamizda diyabetik si¢anlarin damar kasilma-gevseme fonksiyonlariin
incelenmesi ayrica bir MMP inhibitorii olan doksisiklin ile bir antioksidan olarak
bilinen sodyum selenatin bu fonksiyonlar tizerindeki etkileri degerlendirilmesi ve
diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin olusumunda MMP’ larin olasi

rollerinin arastirilmast amaglanmaistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1 Sicanlarda Diyabet Olusturulmasi

Deneylerde agirliklart 200-250 g arasinda olan yaklagik 3 aylik 102 adet Wistar
albino tiirti erkek sican kullanilmistir. Hayvanlar, deney stiresince her kafeste 3-4
sigan olacak sekilde, su ve yem kisitlamasi olmaksizin muhafaza edilmislerdir.
Tim hayvanlarin aclik kan sekeri diizeyleri ve wviicut agirliklar1 deneyin
baslangicinda Olgiilmiistiir. Diyabetli hayvan olusturmak i¢in tek doz
streptozotosin (STZ; 50 mg/kg viicut agirligi) intraperitonel (i.p.) olarak enjekte
edilmistir. STZ enjeksiyonundan 1 hafta sonra hayvanlarin aglik kan sekeri
duizeyleri olgiilerek 300 mg/dl ve {izerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kabul
edilmistir. Bu diyabetli grup {i¢ alt gruba ayrilmus, ilk grup, 4 hafta daha muhafaza
edilerek 5. hafta sonunda tekrar aclik kan sekeri diizeyleri ve viicut agirliklar
Olctildiikten sonra diyabet grubu (DM) olarak deneye alinmistir. Diger diyabetli
olan grup, birinci haftanin sonunda hayvanlara 15 mg/kg doksisiklinin oral yolla
4 hafta boyunca verilmesi ile doksisiklin tedavisi uygulanmis ikinci diyabet grubu
olusturulmugtur (DM+DOXY). Son grup ise birinci haftanin sonunda hayvanlara
300 pg/kg/glin sodyum selenatin (Na,SeOy) oral yolla 4 hafta boyunca verilmesi

ile selenyum tedavisi uygulanmis ikinci diyabet grubu olusturulmustur (DM+SEL

).

2.2 Vaskiiler Aktivitenin incelenmesi

Sicanlar pentalsodyum (50 mg/kg) ile anestezi etkisi olusturulduktan sonra torasik
aortanin diyaframinin {izerinden kalp ¢ikisina kadar olan boliimii izole edildikten
sonra Krebs-Hanseleit ¢ozeltisi (mM olarak: NaCl 112, KCl 5, NaHCO; 25,
NaH,PO4 1, MgCl, 0,5, CaCl, 2.5, glukoz 11,5) igerisinde bag dokusundan

temizlenerek deneye hazir hale getirildi. Damar her bir par¢a 3 mm kalinliginda
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olacak sekilde halkalar halinde kesildikten sonra serit formunda banyo hacmi 5 ml
olan organ banyosuna dikey olarak yerlestirildi. Damar seritleri 6zel kiskaglar
yardimiyla dikey dogrultuda diizenege yerlestirilerek izometrik-gerim Olger
cevirece (Grass FT 03) baglandi. Gerim, yiikseltici araciligiyla (May Com,
Ankara) bir analog/dijital cevirici ile online bilgisayara kaydedildi. Kasilma
yanitlarina gegmeden 6nce damarlarin pasif kuvvetlerinin etkisiyle kararli bir
gerime ulagmalar1 amaciyla yaklasik 1 saat kadar spontan aktivite gostermeleri
sagland1. Olgtimlerin bilgisayardaki kayitlar1 20 Hz’ lik frekans uygulamasina
gére yapild. Deney protokolii su sekilde uygulandi; damar seritleri 37 °C
sicaklikta % 95 O, ve % 5 CO, karisimiyla gazlanan Krebs-Hanseleit ¢ozeltisi
bulunan organ banyosu sistemine yerlestirilip ortalama 1250 mg gerim degerine
ulastiktan sonra yaklasik 1 saat boyunca kendi haline birakildi ve stabil bir gerime
ulagmast beklendi. Daha sonra, ilk olarak 80 mM KCI uygulayarak tek doz
kasilma yanit1 elde edilerek damarlarin canli olup olmadiklar test edildikten sonra
deneye alinmasma karar verilen seritler her 15 dakikada bir banyo hacmi
degistirilerek yaklasik 1 saat siire yikanarak KCI nin banyodan uzaklastirilmasi
saglandi. ikinci olarak 10 M konsantrasyonunda tek doz o, -adrenerjik reseptor
agonisti fenilefrin uygulanarak kasilma yanitlar1 elde edilmis ve bunu takiben bu
kasilma yanitlar1 tizerinden kiimiilatif gevseme yanitlar1 6l¢iildii. Vazodilator ajan
olarak 10°-10* M konsantrasyonlari arasinda bir f, -adrenerjik reseptdr agonisti
olan izoproterenol (ISO), 10°-10" M konsantrasyonlari arasinda muskarinik
reseptdr agonisti olan asetilkolin (ACh), 10°-10° M konsantrasyonlar1 arasinda
nitrik oksit dondrii olarak sodyum nitrite (NaNO;) ve 10"°-10° M
konsantrasyonlar1 arasinda adenilat siklaz aktivat6rii olarak bilinen forskolin

(FORS) uygulanmistir (Furchgott ve Zawadzki, 1980).

2.3 Adenilat siklaz aktivitesi olciimii

Deneyde kullanilan gruplarin torasik aorta ornekleri adenilil siklaz aktivitesi
6l¢timii i¢in serit formunda 200 pl Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

icine alindi ve iizerlerine fosfodiesteraz inhibitorii olan IBMX (107 M)
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eklendikten sonra 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra oOrnekler doért gruba
ayrilarak, birinci gruba adenilil siklaz aktivatorii olan forskolin (10° M), ikinci
gruba izoproterenol (10° M), iigiincii gruba asetilkolin (10” M) ve son gruba da
sodyum nitrite (10 M), uygulanarak 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak 200 pl
soguk 0,2 N HCI eklenmesiyle reaksiyon durduruldu (Gurdal ve ark., 1998).

2.4 cAMP derisimi 6l¢iimii

Deneyde kullanilan gruplarin torasik aorta Orneklerinde cAMP derisimi RIA
yontemiyle 6l¢iildii. Bu ol¢tim yapilirken 96°lik well plateler 100 pul’ de 200 ng
olacak sekilde cAMP antikor ¢ozeltisiyle kaplandi. Sodyum asetat tamponu; 500
mM, 1 mM CaCl,, pH 6,2 (AB1) ve 500 mM, 2 mM CaCl,, pH 5.8 (AB2) olacak
sekilde iki farkli sekilde asetik asitte hazirlandi. 24 saat’ lik inkiibasyonun
sonunda orneklerden ve olusturulan standartlardan 25 pl alinarak 96°lik well plate
koyuldu. Uzerlerine 200 pl asetat tamponu (AB1) eklendikten sonra kuyular
yikandi. Yikama isleminden sonra 10 pl asetilasyon soliisyunu (1:2 oraninda
asetikanhidrit:trietilamin) kuyulara eklendi. Daha sonra bu kuyulardan 50 pl
alimp antikorla kaplanmis platlere konuldu. Uzerlerine 50 pl AB2 tamponu ilave
edildi. Bununda tizerine 20 pl radyoaktif isaretli cAMP antikoru eklenerek bir
gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kuyular yikandi. Uzerine 25 ul
sintilasyon sivisi eklendikten sonra sintilasyon sayacinda kuyulardaki radyoaktif
aktivite dedekte edildi. Standart asetil-cAMP baglanma egrisi 4 parametreli
regrasyon modeli uygulanarak olusturuldu. Olusan bu degerler her bir damarin

agirliklarina oranlanarak degerlendirildi (Giirdal ve ark., 1998).

2.5 MMP-2, MMP-9 ve TIMP-4 protein seviyelerinin 6l¢iimii

Dondurulmus 6rnekler pulverize edildikten sonra lysis tamponu (0,05 mol/L
Hepes, pH 7.4, 0,15 NaCl mol/L, 1 % Nonidet P-40, 1 mmol MgCIl/L, 1 mmol/L

CaCl, ve 1 tablet proteaz inhibitér kompleksi) eklenerek orneklerin
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homojenizasyonu gerceklestirildi. Homojenizasyon islemi igin; Ornekler
ultraturaks yardimiyla mekanik olarak pargalandiktan sonra 8000 RPM’ de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatantlarin protein miktarlari BradFord yontemi
kullanilarak belirlendi. %10’ luk SDS-PAGE de elektroforez edilen 6rnekler, 25
V’ da 2 saat siiresince PVDF membrana transfer edildi. Membranlar 1 gece
boyunca %5’ lik siit tozu igeren blok soliisyonunda inkiibe edildikten sonra TTBS
soliisyonuyla yikanan membranlar MMP-2, MMP-9 ve TIMP-4 antikorlar1 ile
(Chemicon) ayr1 ayri 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra tekrar
yikandi daha sonra 1 saat spesifik sekonder antikorlari ile tekrar inkiibe edildikten
sonra ECL kiti kullanilarak membranlarda olusan sinyal filme aktarildi. Filmlerde
beliren bantlarin densitometrik analiz yapan program yardimiyla analizi
sonucunda hedef proteinlerin dokudaki miktarlar1 elde edildi (Koksoy ve ark.,

2007).

2.6 MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin 6l¢timii

Dondurulmus o6rnekler bir onceki bolimde (2.5) anlatildigi sekilde hazirlanip
siipernatantlarin protein miktarlar1 BradFord yontemi kullanilarak belirlendi.
Latent ve aktif durumdaki jelatinaz aktivitesi SDS-PAGE jelatin zymografi
teknigiyle belirlendi. Bu teknik, enzimlerin jelin yapisina katilan kollajeni
par¢alamalarinin ardindan Coommasie Brillant Blue boyasi ile jelin boyanmasi ve
enzimatik sindirime maruz kalmis bolgelerin ise boyanmayarak tarayici
yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildiginda seffaf bantlar olusturmasi ve bu
bantlarin densite analizi uygulayan programlar kullanilarak analiz edilmesi

temeline dayanmaktadir (Koksoy ve ark., 2007).

2.7 Tiyol Oksidasyon Ol¢iimii

Deneyde kullanilan gruplarin torasik aorta drneklerinin homojenizasyonu 50 mM

Tris-HCI (pH 7.4, 40C), 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 0,5 mM dithiothreitol, 1
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uM pepstatin A, 2 uM leupeptin, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride igeren
tamponda ultraturaks ve teflon homojenizatorii araciligiyla gergeklestirildi. Total
SH grubu 6l¢timii i¢in, 6rneklerden 12,5 ul alinarak, 200 ul saf su ve 25 pl 2 mM
5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ile muamele edildikten sonra 20
dakika inkiibe edildi ve 412 nm dalga boyunda absorbanslar1 spektrofotometrik
olarak degerlendirildi. Asit soluble SH gruplar1 belirlemek amaciyla 43,75 pl
damar homojenatiyla 21,87 ul %20’ lik trichloroasetik asit (TCA) karistirilarak
10 dakika inkiibe edildi. Bu karisimdan alinan 25 pl 6rnegimize 62,5 ul DTNB
ekleyerek 412 nm’de absorbanslar1 spektrofotometrik olarak okutuldu. Ornek ve
ayirag korleri yardimiyla elde edilen diizeltmeden sonra SH grup
konsantrasyonlar: eksitasyon katsayisi olarak 1,31 mM" mm™ degeri kullanilarak

hesaplandi.

2.8 Nitrik Oksit Tiirevlerinin Ol¢iimii

Ol¢iim metodu toplam nitrit l¢timii prensibine dayanmaktadir. Damar dokularini
homojenize etmek amaciyla 100 pul PBS (phosphate buffer saline, pH 7.4)
eklenerek ultraturaks ve teflon homojenizatorleri araciligiyla homojenizasyon
gergeklestirildikten sonra homojenatlar 60 dakika boyunca 4°C’de 14000xg’de
santrifuj edildi ve nitrit 6l¢limii deneyi i¢in 100 pl 6rnek tizerine 50 pl stilfonamid
ve 50 ul NED eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra
spektrofotometrede 542 nm dalgaboyunda o6lgtim yapilarak kullanilan sodyum

nitrit standartina gore kuyulardaki nitrit dansitesi belirlendi.

2.9 Istatistiksel Analizler

Organ banyosu icin deney sonuglari ortalama + SEM olarak belirlendi. Farkli
konsantrasyonlarda agonist uygulamasina karsi elde edilen yanitlar GraphPad
Prism4 kullanilarak tlim parametreler one-way ANOVA testi kullanilarak

hesaplandi. Her grubun birbiriyle karsilastirilmasinda TUKEY testi kullanilarak
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sonuca gidildi. Tiyol oksidasyonu ve nitrik oksit tlirevleri ol¢timiinde ise
spektrofotometrede okunan degerler protein miktarlarina gore oranlanarak

dokudaki miktarlar: belirlendi.

2.10 Kullanilan Kimyasallar

KCl, NaCl, NaHCOj;, NaH,PO4, MgCl,, CaCl,, glukoz, isoproterenol (I- 6504),
IBMX, sodyum selenat, doksisiklin, forskolin, fenilefrin, Griess Reagent, Sodyum
Nitrit, K;HPO4, KH,PO4 (SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen,
Germany), MMP-2, MMP-9, TIMP-4 antikorlar1 (Chemicon), ECL plus kit

(Amersham).
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3.BULGULAR

3.1 Deney Hayvanlarinin Genel Bulgular:

Deneylerde kullanilan siganlara iliskin ortalama degerler Tablo 3.1° de
Ozetlenmistir. Gortildiigu gibi baslangigta tiim deney gruplarinin agirliklar: ve kan
sekeri diizeyleri birbirlerine yakin iken, STZ enjeksiyonunu takiben bu grubun
kan sekerinin yiikseldigi ve enjeksiyondan bir hafta sonra diyabetik kabul edilen
siganlarin  kilo artisinin durdugu ve ilerleyen haftalarda kilo kaybetmeye
basladiklar1 gozlenmistir. Bu grubun kan sekerinin kontrol grubuna gore yaklasik
4-kat yiiksek oldugu goézlenmistir. Deney siirecinin sonunda diyabetik grubun
agirliklarimin ve kan sekerlerindeki yiikselmenin kontrollere gore istatistiksel

olarak anlamli derecede (p<0,05) diisiik ve yiiksek oldugu gézlenmistir.

Cizelge 3.1 Deney grubunda bulunan hayvanlarin agirhik ve kan sekeri degerleri

Gruplarm Viicut Agirhg (g) Kan Sekeri (mg/dl)
Parametreleri Baslangic Bitis Baslangic Bitis
K (n=30) 265+7 267+12 11247 113£12
DM (n=35) 25946 189+13*" 447+15 441+11%*
DM+DOXY(n=37) 25346 26110 412411 42010
DM+SEL (n=30) | 55048 26849 400+12 418414%
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Kisaltmalar, Kontrol grubu (K), diyabet grubu (DM), doksisiklin (DM+DOXY) ve
sodyum selenat verilmis diyabetli grup (DM+SEL) olarak kullanilmistir. Gruplarin
deneyin baslangicinda (baslangi¢) ve 4. haftanin sonunda &lgiilen degerleri (bitig) ari
stitunlarda verilmistir. Degerler ortalama+SEM olarak verilmistir. n = hayvan sayisini;
*p<0,05 kontrol grubuna ve #p<0,05 ise bitis degerlerinin baslangig¢ ile karsilagtirilmasini
gostermektedir.

Veriler degerlendirildiginde; doksisiklin veya selenyum tedavisinin diyabete
bagl olarak goriilen kilo kaybini engelledigi ve kontrol grubunun degerlerine
yaklastirdigi gézlenmistir. Bununla beraber kan sekeri 6l¢limlerine baktigimizda
doksisiklin veya selenyum ile tedavi edilmis grupta diyabete bagli olarak yiikselen

kan sekeri degerlerinde kontrol grubuna goére bir degisme gozlenmemistir.

3.2 Doksisiklin veya Selenyum Uygulamasimin Diyabetik Sicanlarda Alfa-1
Adrenerjik Reseptor Agonisti Yamitlarina Etkisi

Alfa-1 adrenerjik yanitlar tizerine doksisiklinin etkisini arastirmak {izere, KCl ile
kastirilarak kasilma yetenekleri test edilen damar seritleri, elde edilen bu yanitin
yikanarak uzaklastirilmasinin ardindan kendi i¢ kuvvetlerinin etkisiyle stabil bir
gerime ulasmasi beklenmistir. Istenen stabillige ulasan endotelli damar seritlerine
tek konsantrasyonda (10°M) fenilefrin (alfa-1 adrenerjik reseptor agonisiti)
uygulanarak kasilma yanitlar1 gézlenmistir. Gruplar arasinda 10° M fenilefrin
uygulandig1 andaki bazal aktivitelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
(p<0,05) bir fark olmamasina karsin, kasilma yanitlarinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda diyabetli grupta azaldigi ve doksisiklin veya selenyum
uygulanmig diyabetli sicanlarin bu parametreyi kontrol grubunun degerlerine
yaklastirdigi gozlenmistir (Sekil 3.1). Veriler incelendiginde tek konsantrasyon
fenilefrine kars1 kaydedilen kasilma yanitinda diyabetin kontrole gore 42%
oraninda azalma gosterdigi, doksisiklinin bu yaniti 27% selenyumun ise 36%

oraninda arttirdig1 gézlenmektedir.
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3.3 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Endotel Varhginda
Gergeklesen Gevseme Yanitlarima Etkisi

Tek konsantrasyon fenilefrin kasilma yanitlarinin elde edilmesinden sonra bu
yanitlar {izerinden endotelli damar seritlerinde farkli yolaklar {izerinden
gerceklesen gevseme yanitlari incelenmistir. Bunun igin seritlere ayri1 ayri
kiimiilatif konsantrasyonlarda muskarinik reseptér agonisti olan asetilkolin (107-
10™ M), beta adrenerjik reseptor agonisti olan isoproterenol (10°-10* M), adenilat
siklaz aktivatorii olan forskolin (107'°-10™ M) ve nitrik oksit dénorii olarak bilinen
sodyum nitrit (10°-10° M) kiimiilatif olarak uygulanmistir. Sonug olarak
asetilkolin ve izoproterenol uyarimina karsi elde edilen gevseme yanitlarinda
diyabetik grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenirken, doksisiklin veya selenyum uygulanmasinin bu azalmayi1 kontrol

degerlerine yaklastiracak sekilde arttirdig1 gézlenmistir.

800+
700+
600+
500+
400+
300+
200+
100+

0-

* #

*#

DM DM+DOXY DM+SEL

Toplam Kasiima (mg)

Sekil 3.1 Endotelli damar seritlerinde Fenilefrin ile elde edilen kasilma yanitlari.
Kisaltmalar; K kontrol grubunu, DM diyabetik grubu, DM+DOXY doksisiklinle tedavi
edilmis diyabetik grup, DM+SEL ise selenyum verilmis diyabetik grubu simgeleyecek
sekilde kullanilmistir. *p<0,05 kontrol grubuna gére, #p<0,05 ise diyabetik gruba gore
istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini gostermektedir.

Forskolin ve sodyum nitrit uyarimi sonrasinda elde edilen gevseme yanitlar

degerlendirildiginde ise gruplarin her iki uyaranada cevaplarinin ayni oldugu,
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aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedikleri gozlenmistir.
Ayrica her ajan i¢in ECsy degerleri hesaplandiginda bu parametrenin kontrol,
diyabet, doksisiklin veya selenyum uygulanmis gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gostermedigi ortaya ¢ikmustir (Sekil 3-2, 3-3, ve 3-4).
Isoproterenol gevseme yanitlari incelendiginde diyabetik grubun yaniti kontrole
gore 27% azalirken; doksisiklin tedavisi ile 46%, selenyum uygulamasi ile ise
30% oraninda arttg1 gozlenmektedir. Asetilkolin yanitlarinda ise kontrole gore
diyabetik grubun asetilkolin uyarimina karsi gosterdigi gevseme cevabi 35%
azalirken, doksisiklin tedavisi gevseme yanitindaki bu azalmayi 32% oraninda
arttirdigi yine selenyum uygulamasiyla ise bu azalmanin 40% oraninda arttig1

gozlenmistir.
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Sekil 3.2 Endotelli damar seritlerinden elde edilen yiizde gevseme yanitlar.
Kisaltmalar; K kontrol grubunu, DM diyabetik grubu, DM+DOXY doksisiklinle tedavi
edilmis diyabetik grup, DM+SEL ise selenyum verilmis diyabetik grubu simgeleyecek
sekilde kullanilmigtir. A) Isoproterenol uyarimi sonucunda elde edilen yanit B) Forskolin
uyarimi sonrasinda elde edilen yanitlar. *p<0,05 kontrole gore, #p<0,05 diyabetik gruba
gore istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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Sekil 3.3 Endotelli damar seritlerinden elde edilen yiizde gevseme yamitlari. A)
Asetilkolin uyarimi sonucunda elde edilen yanit B) Sodyum nitrit uyarimi sonrasinda elde
edilen yanitlar. *p<0,05 kontrole gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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Sekil 3.4 Endotelli damar seritlerine kiimiilatif olarak uygulanan gevsetici ajanlarin
ECs5 degerlerini gostermektedir. Kisaltmalar; K kontrol grubunu, DM diyabetik grubu,
DM+DOXY doksisiklinle tedavi edilmis diyabetik grup, DM+SEL ise selenyum verilmis
diyabetik grubu simgeleyecek sekilde kullanilmistir. Bu degerler gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemektedir.
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3.4 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Uyarilmis cAMP
Seviyeleri Uzerine Etkisi

Mekanik aktiviteyi Olctiiglimiiz organ banyosu deneylerinde alfa adrenerjik
reseptor yanitlarinda kontrol ve diyabetli grup arasinda anlamli bir farklilik
gozledik ve diyabette azalan cevabin doksisiklin veya selenyum uygulamasiyla
kontrol degerlerine yaklastigini gozlemledik yine beta adrenerjik ve muskarinik
reseptor aracili gevseme yanitlarini inceledigimizde ayni tabloyla karsilastik ve
diyabette azalan gevseme yanitlarinin doksisiklin veya selenyum uygulamasiyla
kontrol degerlerine ¢ekildigini g6zlemledik. Yanitlarda go6zlenen bu
degisikliklerin olast mekanizmalar1 hakkinda fikir edienebilmek amaciyla 6nemli
bir ikinci haberci olan cAMP nin dokuda bazal durumdaki (herhangibir uyarana
maruz kalmadigi durum), beta adrenerjik reseptor agonisti isoproterenol,
muskarinik reseptdr agonisti asetilkolin, adenilat siklaz aktivatérii forskolin ve
nitrik oksit dondrii sodyum nitrit uyarimi durumundaki cAMP miktarlar
Ol¢tilmiistlir. Bu 6l¢timler incelendiginde gruplar arasinda bazal durumda &lgiilen
cAMP miktarlar1 istatistiksel olarak anlamli bir farklilik g6stermezken
isoproterenol, forskolin, asetilkolin ve sodyum nitrite uyarimlarina karsin verilen
cevapta diyabetli grup damar orneklerinde diger gruplara nazaran istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gozlenmektedir (Sekil 3-5). Sekil 3-6 da bu degerler
kendi bazallarina gore normalize edilerek yiizde cinsinden yanitlar hesaplanmaistir.
Kontrol grubunda isoproterenol uyariminda yaklasik 2,5-katlik bir artis
gozlenirken diyabette bu deger yaklasik 1,5-kat seviyesine diismiis ve doksisiklin
ya da selenyum uygulamasiyla bu degerler yaklasik 2-kat ve 2-katlik artis oranina
ulasmistir. Forskolin uyariminda kontrol grubu 8.5-katlik bir yanit gosterirken
diyabet gruplarinda bu yanit 0,4-kat seviyelerine diismiis yine doksisiklin veya
selenyum uygulamasiyla damarlar 5,5-kat  ve 6,5-kat yanit verir diizeye
gelmislerdir. Asetilkolin uyariminda kontrol grubu 7,2-kat oraninda yanit verirken
diyabetli grupta bu deger yaklasik 2-kat seviyelerine diigmiistiir, doksisklin ve
selenyum uygulamasi ile bu degerin 2,3-kat ve 3-kat seviyelerine ¢iktig1
gozlenmistir. Son olarak sodyum nitrit uyariminin yanitlarini inceledigimizde

kontrol grubunda yaklagik 6-kat diizeyinde bir yanitla karsilagirken diyabetde ayn1
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yanitin  2-kat seviyelerine dustiigiinii yine doksisiklin veya selenyum
uygulamasinin bu degeri yaklasik 2,5-kat ve 2,2-kat seviyelerine tasidigi

gozlenmektedir.

K . DV = DM+SH. =DM+ DOXY

(pmol/dk)
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Sekil 3-5 Damar seritlerinde 6l¢iilen cAMP degerleri. Kisaltmalar; K kontrol grubunu,
DM diyabetik grubu, DM+DOXY doksisiklinle tedavi edilmis diyabetik grup, DM+SEL
ise selenyum verilmis diyabetik grubu simgeleyecek sekilde kullanilmistir. *p<0,05
kontrol grubuna gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel olarak anlamlilik
diizeyini gostermektedir.
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Sekil 3-6 Damar seritlerinde olciillen yiizde cAMP degerleri. Kisaltmalar; Basal
uyarimin olmadigt durumu, +ISO 1soproterenol uyarimini, + FORS forskolin uyarimini,
+ACh asetilkolin uyarimini, +NaNO, sodyum nitrit uyarimini simgeleyecek sekilde
kullanilmistir. ¥*p<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel
olarak anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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3.5 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Damar MMP-2
Protein Seviyeleri ve Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Homojenize edilen 6rneklerde Western blot yontemi kullanilarak 6l¢tilen MMP-2
protein seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmezken, zymografi yontemiyle Ol¢lilen MMP-2 aktivitelerinde diyabetin
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0,05) azaldig1r doksisiklin
veya selenyum uygulamasinin diyabetin neden oldugu bu azalmayi geri ¢evirdigi

ve kontrol degerlerine yaklastirdigi gozlenmistir (Sekil 3-7).
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Sekil 3.7 Damar homojenatlarinda olciilen MMP-2 protein seviyesi ve aktivitesi. A)
Endotelli damar MMP-2 protein seviyelerinin Sl¢timii. B) Damar MMP-2 aktiviteleri.
Zymografi teknigiyle, endotelyumu saglam damarlardan olgiilmis MMP-2 aktivite
degerleri. *p<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel olarak
anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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3.6 Doksisiklinin ve Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Damar MMP-9
Protein Seviyeleri ve Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Homojenize edilen 6rneklerde western blot yontemi kullanilarak 6l¢iilen MMP-9
protein seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmezken, zymografi yontemiyle Ol¢lilen MMP-9 aktivitelerinde diyabetin
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi doksisiklin veya
selenyum uygulamasinin diyabetin neden oldugu bu azalmayi geri ¢evirdigi ve

kontrol degerlerine yaklastirdigi gozlenmistir (Sekil 3-8).
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Sekil 3.8 Damar homojenatlarinda olciillen MMP-9 protein seviyesi ve aktivitesi. A)
Endotelli damarlarda olgiilen MMP-9 protein seviyeleri. B) Zymografi teknigiyle,
endotelyumu saglam damarlarda Slgiilen MMP-9 aktivitesi. *p<0,05 kontrol grubuna
gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini
gostermektedir.
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3.7 Doksisiklinin ve Selenyum Diyabetik Sicanlarda Damar TIMP-4 Protein
Seviyeleri Uzerine Etkisi

Homojenize edilen 6rneklerde western blot yontemi kullanilarak 6l¢tilen TIMP-4
protein seviyeleri incelendiginde diyabetik grupta kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bir artig gozlenmektedir. Doksisiklin ve selenyum uygulamasi ise bu artigi

kontrol seviyelerine geri ¢cekmektedir (Sekil 3-9).
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Sekil 3.9 Damar homojenatlarinda élciilen TIMP-4 protein seviyeleri. Western blot
teknigiyle, endotelyumu saglam damarlarda TIMP-4 protein seviyeleri *p<0,05 kontrol
grubuna gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini
gostermektedir.

Damar homojenatlarinda 6lglilen MMP-2 aktiviteleri degerlendirildiginde
kontrole gore diyabetli grupta 38% degerinde bir aktivite kaybi1 gozlenirken,
doksisiklin tedavisi ile 19% oraninda artis gézlenmistir. Yine diyabetli gruptaki
bu aktivite kaybinda selenyum uygulamasiyla 38% oraninda diizelme
gozlenmistir. MMP-9 aktivitelerine baktigimizda ise diyabette gézlenen 40%
azalmanin, doksisiklin uygulamasiyla 33% oraninda ve selenyum uygulamasiyla
36% oraninda arttig1 gézlenmektedir. Gruplar arasinda TIMP-4 protein seviyeleri
incelendiginde ise diyabetde bu proteinin miktarinda kontrole gore 36% oraninda
artis gozlenirken; doksisiklin bu artis1 33% oraninda, selenyum ise 30% oraninda

azaltarak kontrol degerine yaklastirdigi gozlenmistir.
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3.8 Doksisiklinin veya Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Doku Tiyol
Oksidasyon Seviyeleri Uzerine Etkisi

Homojenize edilen damar 6rneklerinden 6lgiilen serbest ve toplam tiyol grup (SH)
seviyeleri degerlendirildiginde; toplam SH seviyeleri kontrol grubunda 12,81
umol/mg Ol¢iiliirken, diyabette 5,14 umol/mg, doksisiklin uygulanmis grupta 7,8
pumol/mg ve selenyum uygulanmis grupta 8,98 pumol/mg olarak Ol¢lilmiistiir.
Gorildiigi gibi diyabetle birlikte toplam SH seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis gozlenirken, doksisiklin veya selenyum uygulamasi bu diistisii
istatistiksel olarak anlamli diizeyde kontrol degerine yaklastirmistir. Serbest SH
seviyelerinin gruplara gore dagilimi soyledir; kontrol grubu 6,32 pmol/mg,
diyabetli grup 3,13 umol/mg, doksisiklin uygulanmis diyabetli grup 4,1 umol/mg
ve sodyum selenat uygulanmis grup 5,41 umol/mg dir. Veriler istatistiksel olarak
analiz edildiginde kontrol grubuna kiyasla diyabetli grubun serbest SH
seviyelerinde anlamli bir azalmanin goézlendigi ve doksisiklin ya da selenyum
uygulamasiyla bu degerin kontrol degerlerine anlamli &l¢tide yaklastigi

gbzlenmistir
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Sekil 3-10 Toplam ve serbest SH seviyeleri. A) Endotelli damar homojenatlarinda
Olgiilen toplam SH seviyeleri B) Endotelli damar homojenatlarinda 6lgiilen serbest SH
seviyeleri. *p<0,05 kontrol grubuna gore, #p<0,05 diyabetik gruba gore istatistiksel
olarak anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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3.9 Doksisklinin ve Selenyumun Diyabetik Sicanlarda Doku Nitrik Oksit
Seviyeleri Uzerine Etkisi

Homojenize edilen 6rneklerde nitrit seviyeleri 6l¢lilmiis ve kontrol grubunda 613
nmol/mg Olgiilen degerlerin diyabetik grupta 158 nmol/mg seviyesine diistiigii
gozlenmigtir. Doksisiklin veya selenyum verilmis gruplarin homojenatlarinda ise
sirastyla 355 nmol/mg ve 455 nmol/mg degerleri 6l¢lilmiistiir. Veriler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde diyabetik grupta Ol¢iilen doku nitrit seviyesinin
kontrole kiyasla anlamli diizeyde azaldigi, doksisiklin veya selenyum
uygulamasinin ise bu degerde anlamli bir artisa neden oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Ozellikle selenyum uygulamis grup ve kontrol grubu verilerinin istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gostermemesi bu ajanin etkisine dikkat ¢ekmektedir.
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Sekil 3.11 Doku nitrit seviyelerinin gruplara goére dagilhimi. Endotelli damar
homojenatlarinda olgiilen nitrite miktari. *p<0,05 kontrol grubuna goére, #p<0,05
diyabetik gruba gore istatistiksel olarak anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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4. TARTISMA

Matriks metalloproteinazlar ve inhibitorleri arasindaki iliski gesitli hiicrelerde
fizyolojik dengelerin saglanmasi agisindan olduk¢a onemlidir. Birgok hastaligin
patogenezine  bakildiginda bu dengenin MMP’ler lehine bozuldugu
gozlenmektedir. Orbe ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen hayvan ve insan
deneyleri sonucunda, aterosklerotik plak gelisiminde MMP-9 ve MMP-3" iin rolii
oldugu gosterilmistir (Orbe ve ark., 2003). Yine miyokard enfarktiisden bir saat
kadar sonra MMP’ lerin oranlarinin dramatik olarak arttigi, bunu takiben lokal
sitokinlerin aktivasyonunun ve inflamasyon hiicrelerinin infiltrasyonunun arttigi
gozlenmistir (Tyagi ve ark., 1996). Pek ¢ok kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda
MMP inhibitorlerinin  kullanimiyla bozulan parametrelerde normale doniis
gozlenmistir (Creemers ve ark., 2001). Rodhe ve arkadaslar1 yapmis olduklari
deneylerde MMP inhibitéri  kullanimiyla sol ventrikil hacminde ve
fonksiyonunda iyilesme oldugunu gostermislerdir (Rodhe ve ark., 1999). Yine
Courtman ve arkadaslari tavsan abdominal aortasi {iizerinde yaptiklar
calismalarda  doksisiklinin, damar duvarinda kollajen liflerinin  re-
organizasyonunu engelleyerek yeniden yapilanmay1 engelledigini gostermislerdir

(Courtman ve ark., 2004).

MMP aktivasyonunu saglayan etkenler arasinda oksidan stres de yer almaktadir.
Hao ve arkadaslar1 agonist etkili MMP aktivasyonu ile oksidatif stres gelisimi,
vaskiiler tonusun artmasit ve hipertrofi gelisimi arasinda iliski olabilecegini
Onermislerdir (Hao ve ark., 2006). Uemura ve arkadaslar1 ise diyabetik siganlarla
yaptiklar1 deneyler sonucunda MMP-9 aktivitesinin diyabetik damarlarda arttigini
gostermis ve bu artisin hiperglisemi tarafindan tetiklenen oksidatif stresin,
enzimin ekspresyon asamasina etkisi sonucunda goézlendigini gostermislerdir
(Uemura ve ark., 2001). Rajagopalan ve arkadaslart MMP-2"nin ve MMP-9’un
ROS tarafindan aktive edildigini gostermis ve ekspresyonlarinin oksidan stres

tarafindan diizenlendigini 6nermislerdir (Rajagopalan ve ark., 1996).
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Bu calisma, diyabetle birlikte bozulan damar kasilma- gevseme fonksiyonlarinda

matriks metalloproteinazlarin katkisini ortaya koymaktadir.

Deney hayvanlarinin genel 6zellikleri ve fiziksel durumlarina bakildiginda; deney
protokoliiniin  baslangicinda gruptaki siganlarin  agirhk ve kan sekeri
parametrelerinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Fakat STZ ile diyabet
yapilan hayvanlarin deney stiresince kilo kaybettikleri tespit edilmistir. Bu da, kan
sekerinin artisina paralel olarak diyabetle gozlenmesi beklenen bir sonugtur ve
literatiirdeki bulgularla uyumludur (McNeill ve ark., 1991; Ayaz ve ark., 2004;
Tuncay ve ark., 2007). U¢ aylik hayvanlara oral yoldan 4 hafta boyunca
doksisiklin veya sodyum selenat verilmesi sonucunda diyabetik hayvan grubunda
diyabet siiresince meydana gelen kilo kayiplarinin 6nledigi ve hatta kilo artisina
neden oldugu goriilmiistiir. Bu ajanlarin verilmesi hem yaslanmaya hem de
diyabete bagli olarak artis gosteren kan sekerleri degerleri tizerine istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige neden olmamistir (Tablo 1). Bu durum doksisiklin
veya selenyumun gostermis olduklart restore edici etkilerini, kan glikoz diizeyini
etkilemeden diger yolaklar tizerinden gergeklestirmis olduklarini gostermektedir.
Daha 6nce gerceklestirilen calismalarda da diyabetik sican viicut agirligi ve kan
sekeri lizerine doksisiklin ve sodyum selenatin bu yonde etkileri gdzlenmistir ve

elde ettigimiz bulgular literatiirle de uyumludur (Koksoy ve ark., 2007).

Diabetes Mellitus’ daki morbitide ve mortalitenin temel nedeni hipertansiyon ve
koroner kalp hastaliklar1 gibi kardiyovaskiiler bozukluklardir (Garcia ve ark.,
1974). Gozlenen bu fonksiyonel bozukluklarda en Onemli etmenlerden biri
diyabetle gelisen endotel hasaridir. Yapilan bir arastirmada endotelyuma bagh
gevsemelerin aort dokusunun alti saat boyunca yiiksek glukoz iceren ortamda
bekletilmesiyle bozuldugu, bu bozulmanin ise stiperoksitdismutaz (SOD) ve
katalaz gibi antioksidan bilesiklerin ortama katilmasiyla 6nlendigi gosterilmistir
(Tesmafariam ve Cohen, 1992). Bu ve benzeri calismalar diyabetle ortaya ¢ikan
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda oksidatif stresin ne derece 6nemli
oldugunu gostermektedir. Calismamizda diyabetik grupda azalmig alfa, beta

adrenerjik reseptor agonistlerine ve muskarinik reseptor agonistlerine karsi
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azalmig kasilma ve gevseme yanitlarimizin literatiirdeki pek c¢ok ¢alisma
tarafindan desteklendigi goriilmektedir (Farhangkhoee ve ark., 2006; Calles-
Escandon ve Cipolla, 2001; Son ve ark., 2007). Bu ¢alismalarda azalan gevseme
yanitindan endotel nitrik oksit sentaz enziminin aktivitesindeki diyabete bagl
azalmanin biiyiik 6l¢iide sorumlu oldugunu gostermislerdir (Hattori ve ark., 1991;
Cipolla ve ark., 1999). Paralel olarak biz de bu ¢alismada, damar
homojenatlarinda 6l¢iilen nitrit diizeyinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olgiide azaldigin1 ve bu azalmanin doksisiklin veya selenyum
uygulamasiyla kontrol degerlerine yaklastigini gézlemledik ve boylece bu iki
ajanin diyabet indiiklii damar fonksiyonundaki bozulmaya karst koruyucu etki

gosterdiklerini ortaya koymus olduk (Sekil 3.11).

Bizim diyabet modelimizde, oksidatif stresin artis1 ve kardiyovaskiiler hasara
neden olusu bu ve onceki calismalarimizda gosterilmistir (Ayaz ve ark., 2006;
Ayaz ve ark., 2004). Homojenize damar preparatlarindan yapmis oldugumuz
Ol¢imlerde doku serbest ve toplam tiyol grubu miktarinin diyabetli grupta
kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeylerde (p<0,05) azalma gosterdigi
tespit edilmistir. Doksisiklin veya selenyum uygulamasi ile ise bu azalmanin

diizeldigi gozlenmistir.

Calismamizda kronik doksisiklin veya selenyum uygulamasinin diyabetle
bozulmus vaskiiler fonksiyon tizerine etkileri ¢alisilmis, ve bu siirece MMP-2,
MMP-9 ve TIMP-4" {in katkilar1 arastirilmistir. Alfa adrenerjik reseptdr agonisti
olan fenilefrin uyarimiyla elde edilen yanitlar degerlendirilidiginde diyabetik
grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma
goriilmektedir (p<0,05) ve bu azalma doksisiklin veya selenyum uygulanmasiyla
geri g¢evirilmistir. Bu sonu¢ bize, MMP inhibitorii olan doksisiklinin diyabet
etkisiyle azalmis kasilma yanitin1 kontrol degerlerine yaklagtirmasi, MMP’ lerin
bir sekilde diyabet indiiklii bozulmus damar kasilma mekanizmasinda rol
aldiklarimi  gostermektedir (Sekil 3.1). Literatiire baktigimizda son yapilan
calismalar genellikle hiicre dis1 matriks ¢evriminde rol aldig1 diistiniilen MMP’

lerin hiicre icinde de bazi diizenleyici gorevler tstlendiklerini gostermektedir
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(Wang ve ark., 2002). Kardiyomiyositlerde MMP’ lerin aktin ve miyozinlerle
birlikte-lokalize oldugu ve 6zellikle iskemi gibi patolojik durumlarda bu kasilma
elemanlarinin  degredasyonu yoluyla organ fonksiyonuna etki ettikleri
gosterilmistir (Chow ve ark., 2007). Bu baglamda literatiirde hentiz MMP’ lerin
damar diiz kas yada endotel hiicresinde lokalizasyonun gosteren bir ¢alisma
mevcut olmasa da bulgularimizi degerlendirdigimizde MMP” lerin diyabetle artan
aktivasyonlar1 sonucunda fenilefrin uyarimima verdikleri kasilma yanitinda
azalmanin gozlendigi ve bu azalmanin bir MMP inhibitérii olan doksisiklin
uygulamasiyla geri ¢evrildigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu sonug bize diyabetik damar
seritinde azalan kasilma yanitinda yani damar kasilma komponentleri tizerine

MMP’ lerin 6nemli bir rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Calismamizda fenilefrinle kastirilmis damar o6rneklerinden elde edilen beta
adrenerjik veya muskarinik reseptor agonistlerine karsi elde edilen gevseme
yanitlar1 incelendiginde, diyabetik grupta gozlenen azalmis gevseme yanitinin
doksisiklin veya selenyum uygulamasiyla kontrol grubunun seviyelerine
yaklastig1 gdzlenmistir. Bu veriler literatiirle de uyumludur. Ornegin, Miike ve
arkadaslar1 asetilkolin uyarimiyla gerg¢eklesen gevseme yanitinin diyabetik
sicanlarda azaldigini gostermisgler ve bu etkinin ACh reseptorii ve/veya G
proteinin kenetlenme durumundaki bozulmadan kaynaklanmig olabilecegini 6ne
stirmislerdir (Miike ve ark.,, 2008). Calismalarinda tromboksan A2 ve
siklooksijenaz inhibit6rii kullanmalari durumunda elde edilen yanitta herhangibir
degisiklik gozlememelerinden otiirti bu yolaklarin ilgilenilen duruma katki
saglamadigr kanisina varmislardir. Bir beta adrenerjik reseptér agonisti olan
izoproterenol uyarimina karsi diyabetik grupta gézlenen azalmis gevseme yaniti
da literatiirden destek bulmaktadir. Cardilla ve arkadaslari, insan 6n kol kan
akimini incelemisler ve NO inhibisyonun saglandigi durumun beta adrenerjik
agonistlerin vazodilator etkisini maskeleyebildigini gostermislerdir (Cardilla ve
ark., 1997). Porcine aortik endotel hiicreleri tizerinde yapilan in vitro ¢alismalarda
hiperglisemik kosullarin NO salinmasinda bozukluga neden oldugunu bu sayede
gelisen endotel fonksiyon bozuklugunun ise beta 2 adrenoreseptor stimiilasyonu
ile onlenebildigini gostermislerdir (Kabat ve ark., 2004). Ferro ve arkadaslar

kiiltiire insan umblikal ven endotel hiicreleri tizerine yaptiklar ¢alismalarda beta 2
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adrenoreseptor uyarimi ile NO saliniminin arttigini ve bunun cAMP/PKA
yolaginin aktivasyonuyla gerceklestigini gostermislerdir (Ferro ve ark., 1999).
Tiim bu bulgular degerlendirildiginde; diyabetle birlikte adrenerjik ve muskarinik
reseptdr agonisti uyarimina karsin elde edilen bozulmus gevseme yanitinda,
azalan NO salinmasinin ¢ok 6nemli oldugunu gostermektedir. Diyabetin direkt
olarak NO sentaz enziminin ilizerine gosterdigi inhibitor etkinin yani sira beta
adrenerjik yolak {izerine gostermis oldugu negatif etkilerde bu siirece katki
saglamaktadir. Ozellikle izoproterenol uyarimiyla kontrol grubuna gére diyabetik
grupta gozlenen azalmis cAMP artis seviyesinininde gevseme yanitinda goriilen
azalmanin 6nemli bir nedeni oldugu sonucuna varilabilir. Calismamizda bazal ve
uyarilmis durum cAMP miktar 6l¢limleri de bu hipotezi destekler niteliktedir
(Sekil 3.5). Kontrol grubuna goére diyabetik grupta izoproterenol uyarimina
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0,05) bir azalmayla yanit elde edilirken,
doksisklin veya selenyum uygulamasiyla bu azalma diizelebilmektedir. Bu
calismanin sonuglari, mekanik aktivite sonuglari ile de uyumludur. Genel literatiir
verilerinden, azalmis cAMP miktar1 ve dolayisiyla azalmis PKA aktivitesiyle
kasilma  gevseme  elemanlar1  iizerindeki  fosforilasyon-defosforilasyon
dengesindeki bozulmaya bagli olarak gevseme yanitinda gozlenen azalmalar
aciklanabilmektedir. Buna karsin, yukarida birka¢ makaleden 6rneklerini
verdigimiz son yillarda 6nem kazanan ve “cross talk” olarak adlandirilan bir
mekanizmayla cAMP/PKA ile ¢cGMP/PKG yolaklar1 arasinda gergeklesen
etkilesim ortaya konmaktadir. RIA 6lgiimlerinde baskin olarak ¢cGMP yolagini
kullanarak etkilerini gosteren ajanlardan bir NO donorii olan sodyum nitrit ve
asetilkolin uyarimina karsin gozlemledigimiz cAMP miktarindaki artis bu

etkilesimi gostermektedir.

Gevseme yanitlarinda, asetilkolin ve izoproterenol uyarimina karsi diyabetik
grupta kontrol grubuna gore gozlenen istatistiksel olarak anlamli diizeyde
(p<0,05) azalmanin doksisiklin veya selenyum uygulamasiyla kontrol degerlerine
cekilmesine ragmen, sodyum nitrit veya forskolin uyarimina karsi elde edilen
yanitlarda gruplar arasinda farklilik gozlenmemektedir. Bu veri bize diyabete
bagli gozlenen fonksiyon bozuklugunun reseptor diizeyinde meydana gelen bir

hasardan kaynaklanmis olabilecegini diistindiirmektedir. Ayrica damarin gevseme
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yanit1 olusturma mekanizmalarinin diyabetin yikici etkilerinden etkilenmedigini
gostermektedir. Doksisiklinin azalmis yanit iizerine restore edici etkisi MMP’
lerin vaskiiler ton tizerindeki onemli etkilerini gostermektedir. MMP’lerin hiicre
i¢i proteinler ve sinyal yolaklariyla olan iliskisi yeni yeni ¢alisilmaya baslanmis
bir konu olmasina ragmen literatiirde bu etkilerini gosteren 6nemli makaleleri
bulmak ve bulgularimizi yorumlayabilmek i¢in referans gostermek miimkiindiir.
Soyle ki; proteolitik olarak aktiflesmis MMP’ler cesitli substratlar1 pargalayarak
baz1 vazoaktif maddelerin olusumuna neden olurlar. Ornegin MMP-2 biiyiik (big)
Endotelin-1 mediatoriinii parcalayarak vazokonstriktor bir peptid olan orta
(medium) Endotelin-1" m olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Fernandez-
Patron ve ark., 1999). Yine ayni arastirma grubu MMP-2’ nin kalsitonin-gen-
iligkili-peptidi parcalayarak onun vazodilator etkisini ortadan kaldirdigin
gostermislerdir (Fernandez-Parton ve ark., 2000). Ayrica Martinez ve ark. MMP-
2’ nin vazodilator bir peptid olan adrenomedullini pargalayarak vazodilatér ya da
vazokonstriktor etkiye sahip farkli iriinler olusturdugunu gostermislerdir
(Martinez ve ark., 2004). Tim bu veriler 1s183inda, MMP-2’ nin proteolitik
aktivitesi sonucunda dolayli yoldan vaskiiler tonunun diizenlenmesinde rol aldig1
anlagilmaktadir. Son yillarda yapilan bir calismada da MMP-2 ve -9° un Ca*’
hiicre i¢ine girisini engelleyerek vazodilatasyona neden oldugu rapor edilmistir
(Chew ve ark., 2004). Bu deneyde fenilefrin ya da KCI ile kastirilmis damar
seritleri lizerine rekombinant MMP-2 ve -9 eklenerek gevseme yaniti
gozlenmistir. Buna ek olarak, gevseme etkisinin matriks yapisina yonelik bir
enzimatik islem ile iliskili olup olmadigini1 test etmek amaciyla elektron
mikroskobu yardimiyla ekstraseliiler matriks incelenmis fakat herhangi bir
degisiklik gézlenmemistir. G6zlenen bu cevabin endotelde bulunan ve proteazlar
tarafindan aktive edilen bir reseptoriin uyarimi sonucunda NO {izerinden
gerceklesen gevseme yolagini kullanarak ortaya ¢ikmis olabilecegi ileri
stirtilmiistiir. Paralel olarak, baska bir ¢alismada MMP-2" nin pulmoner diiz kas
hiicresi plazma membraninda bulunan Ca™-ATPaz aktivitesini upregiile ettigi
gosterilmistir ve bu sayede [Ca®™]; ayarlanmasini regiile ettigi one siiriilmektedir
(Mandal ve ark., 2003). Tum bu c¢alismalardan yararlanarak doksisiklin
uygulamasiyla gézlenen restorasyonda; diyabetik etkilerin neden oldugu hasar

sonucu artmis MMP-2 ve MMP-9 diizeyinin veya azalmis TIMP-4 seviyesinin
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geri cevrilmesiyle, bu degisimlerin tetikledigi hiicre i¢i kalsiyum hemostazindan
sorumlu mekanizmalarda meydana gelmis olabilecek olasi defektlerin Oniine
ge¢ilmesinin yada vazoaktif maddelerin fizyolojik etkilerini gosterebilecek

formda kalmalarinin saglanmasinin rolii oldugu diistintilebilir.

Ilging bir bulgu olarak MMP-2’ nin yukaridaki etkilerinin okside edici ajanlarla
sinerjistik etki gosterdigi tespit edilmistir (Das ve ark., 2002). Sigan mezenterik
arterlerinde yapilan calismalarda da farkli G-protein kenetli agonistlerin MMP
aktivasyonu araciligiyla kasilma yanitina neden olduklar1 bu etkinin ise epidermal
biliylime faktorii reseptoriiniin aktivasyonu ve/veya mitokondriyel ROS artisi
sonucunda olustugu diistiniilmektedir (Hao ve ark., 2004; 2006). Uemura ve
arkadaslar1  diyabetik siganlarla yaptiklari deneyler sonucunda MMP-9
aktivitesinin diyabetik damarlarda arttigini gostermis ve bu artisin hiperglisemi
tarafindan tetiklenen oksidatif stresin, enzimin ekspresyon asamasina etkisi
sonucunda gézlendigini gostermislerdir (Uemura ve ark., 2001). Okamoto ve ark.
MMP-1, 8 ve 9’ un propeptid domainin ayrilmasi ger¢eklesmeksizin peroksinitrit
tarafindan aktive edilebildiklerini gostermislerdir (Okamoto ve ark., 1997; 2001).
Buna karsin Owens ve ark. yliksek doz peroksinitrit varliginda (>100 pM) MMP
aktivitesinin azaldigini gostermislerdir (Owens ve ark., 1997). Son yillarda
gergeklestirilen paralel ¢alismalarda 72 kDa’ luk full length insan rekombinant
MMP-2’sinin 0,3 - 10 uM konsantrasyonlarinda peroksinitrit uygulamasiyla
aktive oldugunu ancak 100 pM konsantrasyonunda bu aktivasyonun yerini
inhibisyona biraktig1 gosterilmistir (Viappianni ve ark., 2006). Ayrica MMP” lerin
doku inhibitorlerinden olan TIMP-4" tin 6zellikle oksidatif hasara kars1 koruyucu
cevap olarak, ekspresyon diizeyinde artis gosterdigi diistintilmektedir (Schulze ve
ark., 2003; Cox ve ark., 2004). Literatiir verilerine paralel olarak bizde
calismamizda diyabetik damarlarda azalmis MMP-2 ve -9 aktivitesi buna karsin
degismeyen protein seviyesi Olgtimleri elde ettik (Sekil 3.7, Sekil 3.8). Yine
MMP’ lerin doku inhibitorii olan TIMP-4 miktarinda da diyabetik grupta kontrole
gore anlamli bir artis gozlerken, doksisiklin veya selenyum uygulamasinin bu
etkiyi geri ¢evirdigini gézlemledik (Sekil 3.9). MMP aktivasyonunda ol¢tiigiimiiz

azalmanin nedeni; diyabet kalma siiresinin uzunluguna bagli olarak kronik etki
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altinda enzimlerin artmig aktivitelerinin devami sonucunda aktivitelerinde
gozlenen azalma ya da Owens ve arkadaslarinin 6nerdigi gibi asir1 derecede

artmis oksidanlarin etkisi sonucu gergeklesmis olabilir.

Sonug¢ olarak tim bu kaskad reaksiyonlar i¢inde matriks metallopoteinazlarin
fizyolojik durumlarda sinyal yolaklariyla etkilesimi ve diyabet gibi patofizyolojik
durumlardaki davranislar1 hakkinda bilgi edinebilmek i¢in daha kapsamli deneyler
yapilmasi ve bu sayede terapdtik stratejiler gelistirilmesi konusunda daha saglam

adimlar atilmas1 gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma matriks metalloproteinazlarin diyabetle birlikte gelisen vaskiiler
disfonksiyonlardaki roliinii degerlendirmektedir. Ayrica bir MMP inhibitorii olan
doksisiklinin ve bilinen bir antioksidan olan selenyumun gelisen bu patogenezi

geri ¢cevirme kapasitelerini ortaya koymaktadir.

Diyabetle birlikte damarin mekanik aktivitesinde azalmalar meydana gelmektedir.
Bir ay diyabet kalan ratlarda tek doz fenilefrine uyarimina karsi gsterilen cevap,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide azalmistir. Bununla
birlikte doksisiklin veya selenyum uygulamasi bu disfonksiyonu kontrol

seviyelerine geri ¢evirmistir.

Elde edilen fenilefrin kasilma cevaplari tizerinden kaydedilen gevseme cevaplari
degerlendirildiginde diyabetik grupta asetilkolin ve izoproterenol uyarimina karsi
verilen gevseme cevabi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
dizeyde azalirken, doksisiklin veya selenyum uygulamasinin bu etkiyi restore
ettigi gozlenmistir. Ekzojen nitrik oksit dondrii olan sodyum nitrit veya adenilat
siklaz aktivatorii olan forskolin uyarimina karsi elde edilen gevseme yanit1 gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemektedir.

Damar homojenatlarinda 6l¢tilen toplam ve serbest tiyol seviyeleri
degerlendirildiginde diyabetik grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde bir azalma g6zlenirken doksisiklin veya selenyum uygulamasinin
bu azalmay1 restore ettigi goézlenmistir. Yine homojenatlardan Olgililen nitrit
seviyelerine bakiliginda diyabetik grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir azalma go6zlenirken doksisiklin veya selenyum

uygulamasinin bu azalmay1 restore ettigi gozlenmistir. Diyabetle azalan tiyol grup
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seviyeleri artmis oksidan stresin bir sonucu olarak goriiliirken, azalan nitrit

seviyeleri endotelyal NO sentaz inaktivasyonuna baglanabilir.

Damar seritlerinde olgiilen, bazal ve uyarilmis durumdaki cAMP miktarlari
degerlendirildiginde diyabetik grupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde izoproterenol, forskolin, asetilkolin ve sodyum nitrit uyaranlarina
kars1 elde edilen artis miktarinda anlamli diizeyde azalma oldugu ve bu azalmanin
doksisiklin veya selenyum uygulamasiyla istatistiksel olarak anlamli bir

restorasyonun gergeklestigi gézlenmektedir.

Bes hafta boyunca diyabet kalmig siganlarin damar homojenatlart incelendiginde
MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinde azalma gozlenirken, TIMP-4 protein seviyesinde
artis gézlenmistir ve tiim bu etkiler doksisiklin veya selenyum uygulamasiyla

kontrol degerlerine istatistiksel olarak anlamli diizeyde geri ¢ekilmistir.

Gortldiigii  gibi  uzun yillar ekstraselliiler etkileriyle glindemde olan
metalloproteinaz enzim ailesi, aslinda organ fonksiyonunu etkileyen pek ¢ok
mekanizmayla iligkili ve sinyal yolaklariyla etkilesim i¢indedir. Bu enzimlerin
fizyolojik kosullarda hangi yolaklar tizerinde diizenleyici etki gosterdigi ve
patofizyolojik durumlarda patolojik stireglere nasil katki sagladigini tam olarak
aydinlatabilmek tedavi acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Bu bakimdan ileri ki
calismalarda bu enzimler iizerine daha yogunasmis olarak daha ¢ok molekiiler
dizeyde gerceklestirilen calismalarla etkilesimleri hakkinda bilgi sahibi
olunabilir. Literatiirde 6zellikle in vitro calismalarla MMP’ lerin akut etkileri
calisilmis fakat kronik etkileri ya da zamana ve uyarict durumun devamliligina
bagli olarak aktivite degisimleri arastirilmamustir. Ileri ki calismalarda MMP’
lerin kronik etki altindaki davranislar1 ve bu siiregte degisen hiicre i¢i dinamikler

incelenmesi bu konunun aydinlatilmasi bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.
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OZET

Matriks Metalloproteazlarin Diyabetik Sicanlarin Endotel Bagimh Damar
Fonksiyonlarindaki Rolii

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarda hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
artmasinin ve antioksidan savunma sisteminin zayiflamasinin 6nemli rolii
olduguna iliskin 6nemli kanitlar mevcuttur. Hiicrelerde oksidan strese bagli olarak
ekstraselliiler matriks metalloproteinazlarin ¢esitli patolojik durumlarda arttigi ve
ozellikle kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlarinda ©nemli rol oynadigi
dustinilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda, streptozotosin ile diyabet yapilmis
sicanlarin endotelli torasik aortalarinda azalan alfa adrenerjik, beta adrenerjik ve
muskarinik yanitlarina MMP inhibitorii doksisiklinin ve antioksidan selenyumun
diyabetin olusturdugu etkilere karsi olast koruyucu etkileri arastirilmistir.
Diyabetli siganlara normal beslenmelerine ek olarak doksisiklin (15 mg/kg/day)
veya selenyum tuzu (300 pg/kg/day) 4 hafta boyunca verilmistir. Diyabet, damar
orneklerinde fenilefrin kasilma yanitlarinin inhibe olmasina neden olurken,
doksisiklin veya selenyum verilmis diyabetli sican orneklerinde bu yanitlarin
kontrol degerlerine yaklastig1 gozlenmistir. Damar homojenatlarinda zymografi ve
western blot teknikleri kullanilarak MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi ve protein
seviyesi Ol¢lilmiis, aktivitenin diyabetik sicanlarda azaldigi, protein seviyelerinin
ise degismedigi gortlmiistiir. Doksisiklin veya selenyum verilen diyabetik
siganlarda aktivtenin kontrol grubu diizeylerinde oldugu goriilmiistiir. Hem
selenyum hem de doksisiklinin benzer sekilde etkinlik gostermesi bu maddelerin
inhibitér ve/veya antioksidan oOzelliklerinin diyabette artan oksidan stresi
azaltabilecegi ve gozlenen patolojileri diizeltebilecegi hipotezini 6ne ¢ikarmstir.
Bu hipotezi dogrulamak i¢in damar 6rneklerinde serbest ve total SH seviyeleri
Olctilmiis, diyabetli grupta 6zellikle serbest SH seviyesinin azaldigi gozlenmistir.
Doksisiklin veya selenyum uygulamasi bu azalmay1 benzer sekilde engellemistir.
Bu calismanin sonuglari, diyabet kaynakli azalan damar alfa, beta-adrenerjik ve
muskarinik reseptor yanitlarinda oksidan strese baglit MMP aktivasyonunun rolii
olabilecegini, doksisiklinin bir MMP inhibitorii olarak ve selenyumun antioksidan
etkisi ile diyabet bagimli kardiyovaskiiler bozukluklarda 6nemli bir koruyucu ajan
olabileceklerini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Matriks Metalloproteinaz, Doksisiklin, Diyabet, Selenyum,
Endotel, Vazodilatasyon
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SUMMARY

Investigation of Matrix Metalloproteinases’ Roles on Vessel Function in
Diabetic Rats

The long term morbidity of diabetes mellitus is characterized by increased
oxidative stress and involves the increased activity of matrix metalloproteinases
(MMPs) in different tissues. The activities of matrix metalloproteinases can
increase, and their endogenous inhibitors (TIMPs) decrease, in response to
enhanced oxidative stress. This imbalance may contribute to the functional
changes in the vasculature in diabetes. We therefore investigated the effect of the
MMP inhibitor doxycycline (15 mg/kg/day) and sodium selenate (300
pmol/kg/day) treatment on the contractile function of aorta from streptozotocin-
induced (50 mg/kg) diabetic rats. Selenium compounds can restore some
metabolic parameters and structural alterations of diabetic rat tissues which
appeared with oxidative stress, we tempted to investigate whether these beneficial
effects extend to the diabetic rat isolated thoracic aorta dysfunctions. Doxycycline
treatment of diabetic rats improved the aortic depressed contraction or relaxation
response to alpha adrenergic, beta adrenergic and muscarinic receptors caused by
diabetes. MMP-2 and MMP-9 protein levels were unchanged in diabetic aorta
with respect to controls. But activity of these enyzmes reduced with diabetes.
Doxycycline or selenium treatment of diabetic rats significantly attenuated these
changes. The protective effect of an MMP inhibitor or an antioxidant on the
contractile and vasodilator activities and MMP-2, -9 level in the aorta from the
diabetic rat implies a role for MMPs in diabetes-induced vascular dysfunction.
Our data suggest that inhibitors of MMP activity may be potentially of therapeutic
benefit in reducing the severity of vascular injury associated with diabetes and
their activity may related strongly with oxidative stress.

Key Words: Matriks Metalloproteinases, Doxycycline, Diabetes, Selenium,
Endothelium, Vasodilatation
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