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Deneysel Renal Ablasyon M odelinde Doksisiklinin Glomeruloskleroza Etkis

Dr.Devrim Tayfur. Dokuz Eyluil Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji AD

devrimtayfur @yahoo.com

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ve dogal doku inhibitorleri (TIMP) ekstraselltler
matriksin yapisinin korunmasinda 6nemli rol oynarlar. Pek cok hastalik sonucu skarlanma

ekstraseluler matriksin  sentezi ile yikimi arasindaki dengesizlikle iliskilidir. MMP
inhibitorlerinin renal hastaliklarda iyilestirici ya da hasarlanmay: azaltic: etkisi bildirilmistir.
Oysa segmental skleroz durumundaki etkileri bilinmemektedir. Doksisiklin bir antibiyotiktir
ve MMP inhibitoridir. Bu calismada, renal ablasyon nefropatiss modelinde doksisiklin
uygulamasinin glomeruloskleroz Uzerindeki etkisinin arastirilmasi ve MMP2, MMP 9, TIMP
| ve Il ve Kollajen TiplV dizeyleri degerlendirilmesi ile mekanizmaya 1sik tutulmast
amaclanmustir.

Calismamizda 28 adet disi Wistar albino sicanin 14’ Gine 5/6 nefrektomi uygulanmisg
bunlarin ve nefrektomi uygulanmayanlarin yarisina oral doksisiklin verilmistir (40mg/kg/gun-
toplam 28gun). Sakrifikasyon sonrasi Hematoksilen& Eozin ve ‘periodic acid methenamin
siver’ (PAMYS) histokimyasal boyalari ile glomertllerdeki sklerotik degisiklikler yani sira,
immunfloresans ile MMP-9 dizeyleri ve immunhistokimyasal olarak TIMP-2 ekspresyonu
degerlendirilmistir. Ayrica ELISA ile, TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri; jelatin zimografiyle pro
ve aktifMMP-2 ve MMP-9 olculmistar.

Arastirma sonucunda 5/6 nefrektomi modelinde doksisiklinin glomerulosklerozu
azaltic1 etkisi saptanmistir. Glomeruloskleroz artan gruplarda kollajen tip IV azalmstir.
Kontrol grubuna gore doksisklin alanlarda MMP-9 doksisiklin ile arthuis, oysa proMMP9 ve
2 azalmistir. 5/6 nefrektomi olup Doksisiklin alan ve amayanlar karsilastirildiginda
Doksisiklinle glomeruloskleroz, TIMP-2 ekspresyonu azalmis, aktif ve pro MMP-2 belirgin
sekilde artmig, proMMP-9 ve MMP-9'da degisiklik olmamustir. TiplV kollajen daha fazla
diizeyde saptanmustir.

Bu bulgular Doksisiklinin glomeruloskleroz Uzerine azaltici etkisini vurgulamakta,
ancak bunun MMP-2 ve 9 inhibisyonuyla iliskisi agiklanamamaktadir. Mekanizma
aciklanamadig: icin diger MMP, TIMP ve kollajenlerin de doksisiklin iliskili azalan
glomerulosklerozlailiskisi arastirilabilir.

Anahtar Kelimeler: Matriks metaolloproteinazlar, Matriks metaolloproteinazlarin
doku inhibitorleri, Doksisiklin, Renal Ablasyon Nefropatisi, Glomeruloskleroz
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SUMMARY
The effect of doxycicline on glomeruloscleresisin Renal Ablation M odel
Dr.Devrim Tayfur.
Dokuz Eylul  University Medical School Department of Pathology

devrimtayfur @yahoo.com

Matrix metalloproteinases (MMP) and their tissue inhibitors (TIMP) are important in
the maintenance of extra cellular matrix. Beneficial effects of MMP inhibitors in renal
diseases were reported, but their effect on segmental sclerosis is unknown. The aim of this
study is to investigate the effect of doxycycline; a tetracycline group antibiotic and an
inhibitor of MMP; in renal ablation nephropathy and to evaluate the levels of MMP-2, 9,
TIMP | and 11, and collagen type IV which might enlighten the mechanism.

Fourteen of the 28 female Wistar albino were 5/6 nephrectomised. Doxycyline were
given to seven of the 14 nephroctomised and non nephroctomised animals (40 mg/kg/day
total 28 days). After sacrification morphological changes in the glomeruli were evaluated by
light microscopy; MMP-9 expression with immunoflourescence; TIMP-2 expression with
immunohistochemistry. TIMP-1 and TIMP-2 levels were measured with ELISA; pro and
activeMMP-2 and MMP-9 were evaluated with zymography.

Glomerulosclerosis scores were decreased in 5/6 nephrectomised rats receiving
Doxycycline. Collagen type IV was decreased with increased glomerulosclerosis. Compared
with the control group MMP-9 was increased in doxycycline administered group, but
proMMP-2 and 9 were decreased. When 5/6 nephrectomised groups were compared,
Doxycycline administered group had lower glomerulosclerosis scores and TIMP-2
expression; significantly higher pro and activeMMP-2 levels; and similar levels of proMMP-9
and MMP-9; higher amount of type IV collagen.

Doxycycline was found to decrease glomeruloscleross in ablation nephropathy. It is
hard to explain the mechanism by MMP-2 and 9, TIMP-1 and TIMP-2 expression.
Investigation of collagen I11 and other MMP' s may clarify the mechanism.

Key Words: Matrix metalloproteinases, tissue inhibitors of matrix metalloproteinases,

doxycycline, renal ablation nephropathy, glomerulosclerosis
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GIRIS

Bobregin filtrasyon islevini gergeklestiren primer anatomik yapi glomerildur. Glomerdil
kapiller bir yumak ve bu yumagin merkezinde yer alan mezangiumdan olusmaktadir.
Mezangium bazal membran benzeri bir materyal ve bunun icerisinde yer alan mezangial
hicreleri iceren mezangial matriksten olusur. Glomerdl icerisindeki kan akimimin kontroll ve

filtrasyonu yamsira fagositoz islevi de gorir (1) .

Glomerillerin incitici  etkenlerle karsilasmalari sonucu son asama bulgusu
glomeruloskleroz ortaya cikar ve bu 6zel olarak global skleroz olarak tammlanabilir.
Glomerulosklerozun 6n planda izlendigi bir grup hastalik ise glomerulosklerotik hastaliklar
olarak tamimlanmaktadir. Diabetik nefropati, fokal segmental glomertloskleroz (FSGS) ve
bazen hafif zincir depozisyon hastaligi bu gruptadir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP) hiicre dis1 matrikste yer alir ve kollagjen yikiminda
rol oynarlar. Birgok fizyolojik ve patolojik durumda rol alan bu enzimlerin dogal inhibitorleri
vardir [tissue inhibitor of matriks metalloproteaz (TIMP)]. Pek ¢ok hastalik ekstraseltiler
matriksin sentezindeki ya da yikimindaki bozukluktan kaynaklanmir. Bu ekstraseltler matriksin
birikimi ile sonuclanir. Bébrekte bu durumun 6nde gelen lezyonlar: intertisyel fibrozis ve
glomertlosklerozdur. MMP nin  downregulasyonunun hipertansif glomertloskleroz ve
diyabetik nefropati gibi bobregin inflamatuar olmayan hastaliklariyla iligkili oldugu
saptanmistir (2-8). Daha dnce pek ¢ok calismada kollajen miktarinin arttigi durumlarda ve
glomertler hasarla seyreden patolojik durumlarda MMP duizeylerinin yukseldigi tespit
edilmistir (5,7,9).

Doksisiklin, tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir ayrica MMP aktivitesini baskilayici
Ozelligi vardir. Doksisiklin MMP inhibisyonunu bu enzimlerin ¢inko igeren katalitik
boltimine baglanarak gergeklestirir, genis bir etki spektrumuna sahiptir. Roach ve arkadaglari
(10) sicanlarda yapmis olduklar1 deneysel calismada; agizdan doksisiklin uygulamasinin
iskelet kasindaki MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini baskilayarak iskemi-reperfiizyon

hasarinda azalmaya yol agtigint gostermislerdir. Ayrica MMP inhibitorlerinin kresentik



nefritte proteiniriyi azattigina dair yayin vardr (11). Oysa doksisiklinin sklerozan
glomerulonefritteki etkisi bilinmemektedir. Bu calismada amacimiz segmental skleroz
olusturulmus ratlarda Doksisiklinin etkisini, MMP-9, TIMP-2 aktiviteleri ile tip 4 kollajen
diizeyleri Uzerine etkisini inceleyerek saptamaktir.



GENEL BIiLGILER

i.  Glomeriloskleroz patogenez

Normal islev goren bir glomertlde filtrasyonda gorevli 3 temel komponent (endotelyal
hicreler, podositler ve glomeriler bazal membran) korunmustur (12). Podositlerin
birbirleriyle iligkili ayaks: ¢ikintilari proteinlerin tubtllere gecisini engelleyici bir bariyer
olusturur (13). Cesitli faktorlerle bu dogal yap1 degisiklige ugrayabilir ve son donem bobrek
yetmezligine gidebilecek boyutta hasar gorulebilir.

Fokal Segmental Glomeruloskleroz son donem bobrek yetmezligi sebepleri arasinda sik
gorilen bir antitedir. Birgok etyolojik faktor bu duruma sebep olabilir (Tablo 1).

Primer fokal segmental glomerulosklerozda glomerilosklerozun patogenezi tam olarak
bilinmese de lenfotoksin benzeri bir maddenin neden oldugu visseral epitelyal hiicre (Podosit)
hasarinin temel rol oynadig1 dustnilmektedir (14). Bu hasar sonrasi glomertllerde hiicresel
proliferasyon ile fibrozis ve skar dokusu olusmaktadir.

Ailesel formlarda podosit membran proteinlerinde mutasyonlar vardir. Bu mutasyonlar
cogunlukla podosin, a-actinin 4, CD ile iliskili protein ve nefrin proteinlerini kodlayan
genlerde goralur (15).



Tablo 1. FSGS'in etyolojik faktorlere gore smflandiriimas: (16)

Primer (idyopatik) FSGS

Sekonder FSGS

1. Ailesel/genetik

A. a-aktinin 4 Mutasyonlari

B. Podocin M utasyonlari

C. WT-1 Mutasyonlari

D. g-integrin Mutasyonlari

2. Virus-iliskili

A. HIV-1 (HIV-iliskili nefropati)
B. Parvovirus B19

3. Tlagla indiiklenmis durumlar
A. Eroin (Eroin nefropatis)

B. Interferon a

C. Lithium

D. Pamidronate

4. Adaptasyon icin meydana gelen fonksiyonel ve yapisal
degisiklikler

A. Bdbrek kitlesinde azalma
Oligomeganefronni

Unilateral renal agenezi

Renal displazi

Reflu nefropatisi

Kortikal nekroza bagh sekel

Cerrahi renal ablasyon

Kronik allogr aft nefropatisi

Nefronlarin fonksyonlarinda azalmaya neden olan bdbrek hastaliklar:
B- Dogal renal kitle varhg zemininde gelisenler
Hipertansyon

Arter embolis yada diger akut vazo-okluzif durumlar

Obezite

Siyanotik konjenital kalp hastaliklari

Orak hiicreli anemi




Sekonder FSGS gelisiminde glomertler kapiller duvarda meydana gelen hasar
glomertllerde adaptif degisiklikler yaratir ve bu degisiklikler skleroz gelisimine neden olur.
Ozellikle Transforming growth faktér B (TGF-B) glomeriler proliferasyon yansira
ekstraseltler matriksin progresif birikiminden de sorumludur. Y apilan bir deneysel ¢calismada
TGF p'nin ekstraseltler matriks (ESM) sentezini arttirdigi ve yikimim da azalttig: tespit
edilmistir (17).

Glomerillerde hasar meydana getirecek pek cok mekanizma vardir. Bu hasar
immunkompleksler ile iliskili olabilir, anormal proteinlerin glomerillerde birikimiyle
gerceklesebilir, trombis kaynakl1 olabilir, hemodinamik sebeplerden meydana gelebilir, ya da
Ozellikle podositlere kars1 gelismis direkt toksik hiicresel hasarlanma ile olabilir. FSGS'in
kliniginde meydana gelen karakteristik bulgu olan proteintri podositlerin hasariyla meydana
gelen protein bariyerinin  bozulmasindan kaynaklanir (18,19). Hasar yaratici stresin
sirmesiyle epitelde ve hatta altinda bulunan bazal membranda da zaman icinde hasar
meydana gelerek tubdllerin igerisinde bulunan spesifik olmayan proteinler de idrara gegmeye
baglar (13). Bu hasar sonucu ortaya cikacak durum glomerilde hasarlanmayla tetiklenen
profibrotik slirece ve glomeriltin rejenerasyon kapasitesine bagli olarak degisir (20).

Glomerillerde tamir kapasitesi vardir. Hatta hasar sonucu skleroza giden bir glomertilde
bile stirekli bir htcre turn-over't mevcuttur. Glomerilde en yiksek tamir kapasitesine sahip
hiicre podosittir. Bununla beraber ESM birikimiyle skleroz gelisirse yeniden yapilanma
profibrotik ve antifibrotik streg tabii ki kollajen sentezi ve yikimi arasindaki dengeye bagl
olacaktir. Bu denge hticre rejenerasyonu ile uyumlu bir sekilde calisirsa glomertl dogal
yapisint koruyabilir ya da minimal bir hasarlanma ile fonksiyonunu stirdirebilir. Veya hasarin
devami ya da rejenerasyon kapasitesindeki yetersizlikler bobrek kronik bobrek yetmezligine
neden olur (20).

Histolojik olarak, FSGS da glomeruler kapiller [umeni oblitere olmus ve birlikte
ESM’de artis bulunan glomertler yumak izlenir. Bu sklerotik lezyonlar fokaldir ve sadece
glomertlin bazi segmentlerinde gorultr. Ayrica bu lezyonlar tipik olarak immin-kompleks
birikimiyle iliskili degildir (16). FSGS deki bu sklerotik lezyonlarin lokalizasyonlart FSGS'in



farklt morfolojik tiplerini olusturur (Tablo 2). Bu varyantlar dnemlidir, ¢linkii aralarinda
prognostik ve hatta etyolojik farklar vardir. Bu degisik lokalizasyondaki lezyonlar farkl
mekanizmalarla meydana gelmis olabilir ve her bir mekanizma o varyantin patogenezini
olusturuyor olabilir (18,21).

Tablo 2. FSGS'in Morfolojik Tipleri (16)
FSGS perihiler varyant

FSGS seliler varyant

FSGStip varyant

FSGS kollabe varyant

Perihiral varyantta skleroz vaskiler polde gordlur. Seltiler varyantta kapiller yumakta
selllarite artrmigtir. Tip (ug) tirde glomerdlin proksimal tiibile yakin ucu tutulmustur.

Kollabe (¢okmus) tirde bir veya daha fazla glomerilde global ya da segmental kollaps
gorulur.

Klinik olarak da bu lezyonlar birbirlerinden farkl: seyir izlerler. Ornegin; kollabe tiir son
dénem bobrek yetmezligine daha hizl bir gidis gosterir ve HIV'li olgularda daha sik goraltr
(16) .



ii.  Renal ablasyon nefropatisinde hasarlanma mekanizmalar:

Renal ablasyon nefropatisinde; glomeruloskleroz hastaliktan etkilenmemis bobrekte
adaptasyon sonucu gelisir. Renal kitle kayb1 olan bobrekte gelisen hasar sonucu Kkarsi
bobrekte kompansatuar hipertrofi gelisir. Daha sonra proteiniri ve glomeruloskleroz olusur.
Son asama olarak total glomeruloskleroz ve Uremi meydana gelir. Meydana gelen glomerular
hipertrofi hemodinamik degisikliklerle iliskilidir. Bu degisiklikler artmus glomerular kan
akimi, artmis glomerular filtrasyon, kapiller hipertansiyon ve sistemik hipertansiyon olabilir(
Sekil 1). Yapilan baz1 calismalara gore renal kitle azaltilmas: hemen her zaman igin sistemik

ve/ yadaglomeriler hipertansiyon gelisimine yol acar (22,23).

Sistemik Epitelyal/ Proteindri
Hipertansyon Endotelyal
Hasar
<
=
—
<
N
j — | Intraglomerular Bl
aglomerular Koagulasyon
a Hipertansyon oogiesy &
=
1
= 3
~ S
» )
<ZE Mezangial z .
lél:J Glomerular Hicre § %
Hipertrofi Hiperplazisi/ES 2o
birikimi

Sekil 1. Renal kitlede kayiba baglh glomer tiloskler oz gelisimi

Temel olarak endotelyal/epitelyal hasar sonrast artan glomerular gegirgenlik sebebiyle
serum proteinleri mezangial matriks icine gegcmektedir, ardindan gelisen mezangial hicre
proliferasyonu ve makrofaj infiltrasyonu sonucu meydana gelen ekstraseltiler matriks artisi
segmental ve globuler skleroz gelisimine neden olmaktadir. Daha dnce de belirtildigi gibi
skleroz stirecinde en 6nemli role sahip olan medyatdr TGF B’ dir. Ancak; renal kitle azaltimim
takiben gelisen progresif glomerulosklerozdan sorumlu kompleks patogenetik mekanizmalar
henliz ¢ok 1yi anlagilamamustir (23,24).



Deneysel calismalara bakildiginda bir bobrek cikarildiktan ve diger bobrege parsiyel
nefrektomi uygulandiktan sonra glomertler kapiller basingta bir artis meydana gelmektedir
(25). Bu durum kronik hiperfiltrasyona kars1 gelismis bir adaptasyondur. Bidani ve Mitchell
KD (23) yaptiklar1 deneysel arastirmada sicanlara 5/6 nefrektomi  uygulamiglardir.
Operasyondan 12-16 hafta sonra geri kalan glomertllerin % 25-50'sinde glomertloskleroz
izlenmistir. Daha 6nce Glray ve arkadaslarimin yapmis oldugu bir ¢alismada siklosporin-A
toksisitesinin renal kitle ile iliskisi arastirilmis ve bu amagla ratlarin bir kismina 5/6
nefrektomi uygulanmistir. Opere edilen ratlarin hepsinde segmental skleroz olustugu tespit
edilmistir (26). Glomertler zedelenme, kompansatuar hiperfiltrasyona yol acan glomeriler
kapillerde basing artisina baglanabilirken, bazi arastirmacilar progresif glomertlosklerozun,
glomertler hipertrofinin istenmeyen bir sonucu oldugunu 6ne sirmektedirler (23). Bidani ve
Mitchell KD (23)'nin galismasinda 5/6 nefrektomi sonrasinda normotansif sicanlarda, renal
yap1 dikkat ¢ekecek derecede korunmustur. Bu arastirmaya gore su sonuca varilabilir; 5/6
nefrektomi sonrast hem hipertansiyon gelisen hem de normotansif olarak kalan sicanlarda da
belirgin glomertler hipertrofi ve hiperfiltrasyon gelismekte ancak bu adaptif degisiklikler
sistemik hipertansiyon yoklugunda zedeleyici olmamaktadir. Ancak Griffin KA ve
arkadaglarinin (27) yapmus olduklar: bir deneysel calismada normotansif sicanlarda uzun
dénemde yavas da olsa glomerulosklerozun gelisecegi gosterilmistir. Fujihara ve ark. (28) 'nin
yapmis olduklar1 bir calismada ise 5/6 nefrektomi yapilan sicanlara mikofenolat
mofetil(MMF) verilmistir. Amag allograft rejeksiyonunu onlemek amaciyla kullamlan ve
lenfosit proliferasyon inhibitort olan bu ilacin renal ablasyon sonrasi bébrek tzerine olan
etkilerini gormektir. Arastirma sirasinda sicanlarda 5/6 nefrektomi sonrasi 30 giin icersinde
sistemik hipertansiyon, glomertler kapiller hipertansiyon, tek nefron hiperfiltrasyon ve
hiperperflizyonu yamsira glomertler blydme oldugu goérdlmis, 60 gin sonra ise
glomeriloskleroz gelismistir. Santos ve arkadaslarinin yapmis olduklar: deneysel calismada
(25) rezeke edilen bobrek miktar: arttikga glomeruloskleroz gelisiminin o kadar yogun oldugu
saptanmustir. Ozet olarak renal ablasyon nefropatisi glomeriillerde fokal-segmental skleroz
(29) meydana getirmektedir. Progresif nefron yikimi esas olarak, postglomeriler
hipertansiyon, perittibller kapillerlerde azalmis plazma akimi ve proksimal tubuler hicrelerin
masif protein yiukine maruz kalmas: gibi postglomeriler fiziksel degisikliklerle iliskili

olabilir (30). Ayrica, inflamatuar htcre infiltrasyonu, bolgesel hicrelerin aktivasyonu yan
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sira serbest radikal Uretimi de renal ablasyon nefropatisi patogenezinde rol aliyor olabilir
(22,30). Cikarilan renal kitlenin buyukligl de skleroz oraninmi etkilemektedir.

iii. Matriks metalloproteinazlar

MMP lar matriks yikimini yapan enzimlerdir. Fibroblastlar, makrofajlar, notrofiller,
synovial hiicreler ve bazi epitel hiicreleri gibi pek ¢ok hiicre tarafindan sentez edilirler. MMP
ailes cok sayida enzimi igerir ( Tablo 3 ). Bu ailenin Uyeleri endometrial siklus (31),
morfogenez (32), anjiogenez (33) , apopitoz (34), kemik uzamasi (35), Ureme (36), Ulser (37),
dokunun yeniden yapilandiriimasi (38), multiple skleroz (39), malign gliomlar (40), sistemik
lupus eritematozis, artritler (41) ,periodontid (42,43), aeroskleroz ve kardiyovaskiler
hastaliklar (44-46), doku Ulserasyonu, kanser hiicresi invazyonu (47-51), gibi pek c¢ok
fizyolojik ve patolojik suregte gorev alir (52). MMP nin renal hastaliklar Gzerinde de 6nemli
bir rolt vardir (4,53,54,55).

MMP lar preproenzimler olarak sentez edilirler. Lokosit ve plazmin gibi proteinazlar

tarafindan Uretilen serbest radikaller tarafindan aktive edilirler. Bu enzimlerin ginko igeren

kisimlar1 onlarin katalitik aktivitesinden sorumludur (38,56).
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Tablo 3. Matriks M etallo proteinaz ailes ve substratlari

MMP AILESI

ANA SUBSTRATLAR

Intertisyel kollajenaz (MMP 1)

Fibriller kollajenler :

Nétrofil kollajenaz ( MMP 8) KOLLAJENAZLAR Tip |
Kollajenaz-3 (MMP 13) Tip |l
Xenopus Kollajenaz (MMP 18) Tip 111
Gelatinaz A (MMP 2) Fibriler olmayan kollajenler:
Gdatinaz B (MMP9) GELATINAZLAR TiplV
TipV
Stromelizin-1 (MMP 3) Proteoglikanlar
Stromelizin-2 (MMP 10) Laminin
Matrilizin (MMP 7) STROMELIZINLER Fibronektin
Fibriler olmayan kollajenler
Stromelizin-3 (MMP 11) Serin proteaz inhibitorleri
Metalloelastaz (MMP 12) Elastin
ALASIAZILAR Fibriler olmayan kollajenler
MT1-MMP ( MMP 14)
MT2-MMP ( MMP 15) Progelatinaz A
MT3-MMP ( MMP 16) MEMBRAN TIP
MT4-MMP ( MMP 17)
MT5-MMP ( MMP 21)
Enamelizin (MMP 20)
MMP 19
MMP 23 SINIFLANDIRILAMAMIS BILINMIYOR
MMP 24
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MMP ekspresyonunun regilasyonu biyume faktorleri, hormonlar, sitokinler, fagositoz,
fiziksel stress, seltler tansformasyon ile kontrol edilirken; MMP proteolitik aktivitesinin
inhibisyonu TGF f, steroidler ve TIMPs ile yapilir. Doku inhibitérleri olan TIMP ler pek gok
mezankimal htcre tarafindan sentez edilir ve MMP larin kontrolsiiz yikim yapmalarin
engeller (38,56,57) ( Sekil 2).

UYARANLAR:
PDGF : :
i Aktlve_eden.
ILUTNF Plazmin
=—> MMP =—> Aktif MMP m=>

Proenzim formu

I

INHIBE EDENLER:
TGF B inhibe eden:
EGF TIMP
Steroidler

Sekil 2. MM P Regulasyonu

iv.Matriks metall oproteinaz inhibitorleri

MMP larin proteolitik aktiviteleri, prekursorleri tUzerinden ve endojen inhibitorler ile
saglanir. Bu endojen inhibitorler metalloproteinazlarin doku inhibitorleridir; TIMP (56,57).

MMP regulasyonunun, MMP prekirsorleri Gzerinden kontrolti, MMP genlerinin gen
ekspresyonunun azaltilmast ya da arttiriimast ile yapilir. Bu kontrol mekanizmasina etki eden
faktorlerin bazilari; blyume faktorleri, sitokinler, forbol esterleri gibi kimyasal ajanlar,
fiziksel stres, onkojenik selller transformasyon, transforming growth faktor, retinoik asit ve
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glukokortikoidlerdir. Sadece eriyebilen maddeler degil hlicre-matriks iliskisi ve hicreler
arasindaki iligki de bu genlerin ekspresyonlarin etkileyen fakorlerdir (57).

MMP larin doku diizeyindeki inaktivasyonu ise TIMP ler tarafindan saglanir. TIMP lar
MMP larin dokulardaki endojen inhibitorleridir. Tammlandiklar: zamanlara bagli olmak Uzere
TIMP1' den TIMP4'e kadar 4 tip doku inhibitord bulunmaktadir. TIMP ler timorigenezde,
metastazda ve anjiogenezde hiicre invazyonunu engellerler. Yalmzca doku dizeyinde degil
hiicre diizeyinde de etkinlikleri tespit edilmistir. Apoptoz, mitoz ve hiicre bilyumesi tzerine
de TIMP lerin etkinligi mevcuttur. TIMP igerisinde bulunan sistin terminali MMP 1n katalitik
¢inko ucuna baglanir ve onu etkisiz hale getirir (38,52).

v. Non-/nflamatuar glomeruler hastal:klarda matriks metalloproteinazlar:n yeri

Glomeruler hastaliklarin gogu seluleritede meydana gelen degisikliklerle karakterizedir.
Bu durum ESM kompozisyonunu da yakindan etkilemektedir. Glomerullerde ekstraseltiler
matriks yikiminin temel diizenleyicileri MMP lardir (38). Normal sartlar altinda ekstraseltler
matriks sentezi ve yikimi arasinda bir denge mevcuttur. Cesitli nedenlerle meydana gelen
MMP ekspresyonundaki degisiklikler ekstraseliler matriksin degisimine ve glomeruler
hasarlanma yamsira glomertler skar olusumunave renal yetmezlige sebep olur (55).

Non-inflamatuar glomerular hastaliklarda MMP' nin roli ¢esitli deneysel calismalarla
degerlendirilmistir. Genel olarak hipertansif glomeruloskleroz, hidronefroz, eroin nefropatisi,
siklosporin nefropatisi gibi non-inflamatuar glomertlar hastaliklarda MMP'larin down
regulasyonu gordlmustar (55). Streptozosin verilmis diabetik sicanlar ile yapilan bir
calismada diyabetik nefropati gelisen sican bobreklerinde MMP azalma (6) yamsira TIMP-1
diizeylerinde artis (8) tespit edilmistir .

Progresif glomeruloskleroz pek c¢ok hastaikta ortaya cikabilir. Progresif
glomeruloskleroz, Ekstraseliler matriks yapim vel/veya yikimindaki bozukluk nedeniyle
gelisen matriks birikimi ve bunun sonucunda glomerilin mezangial matriksinde meydana

gelen artis ile karakterlidir.
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Steinmann-Niggli K ve ark.’larinin (58) 63 sican tizerinde yaptiklar: bir ¢calismada anti-
Thy1.1 akut mezangial proliferatif nefrit modelinde nefrotik hayvanlara verilen sentetik MMP
inhibitord ile mezangial hticre proliferasyonunda, ESM birikiminde, glomerular hipertrofide
ve proteiniride azalma tespit edilmistir. Kollajen IV ve fibronektin gibi ESM komponentleri,
MMP ve TIMP ekspresyon farkliliklar1 diyabetik ve diger nefropatilerde incelenmistir (3,54,
59,60). Tubullerin gevresinde ve glomertllerde ESM’in artmast diyabet icin tipiktir (61,62).
Ahuja ve ark.’larmin (63) yayinladiklari bir olguda kresentrik glomertlonefriti olan bir
hastanin akne tedavisi nedeniyle doksisiklin almasi sonucu proteindrisinde %70 azalma tespit
edilmistir. Doksisiklinin kesilmesi ile proteiniri hizla artmustir.

vi. Doksisiklin ve etki mekanizmas

Tetrasiklinler genis-spektrumlu ilk antibiyotiklerdir. Degisik mikroorganizmalara karsi
etkin olduklarindan gogunlukla herhangi bir ayrim gozetilmeden kullanilirlar. Tetrasiklinler
Mycoplasma pneumoniae, klamidya, riketsiyalarla bazi spiroketler tarafindan olusturulan
enfeksiyonlar icin secilmesi gereken ilaglardir (64). Bakteri ribozomlarinda protein sentezini
baskiliyarak bakteriostatik etki olustururlar, bakteri hiicresi icerisine girerek ribozomlarin 30S
alt-birimine baglamirlar ve bunun sonucunda 50S alt birimin akseptdr noktasina aminoasil
transfer RNA’nin baglanmasini bloke ederler ve bdylece peptid zincirine aminoasid
eklenmesini olanaksiz duruma getirirler (65).

Dort halkali hidronaftasen gekirdegine eklenen yan gruplarin olusturdugu degisik
farmakolojik 0zelliklere gore ti¢ gruba ayrilirlar;

1) Kisaetkili tetrasiklinler: klortetrasiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin
2) Ortaetkili tetrasiklinler: demoksiklin, metasiklin

3) Uzun etkili tetrasiklinler: doksisiklin, minosiklin

Tedavi dozlarinda bakteriyostatik olan bu antibiyotiklerin, antimikrobiyal spektrumlar:
benzerdir.
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Minosiklin ve doksisiklin en lipofilik olan gruplar olup, tiim vicut dokular: ve sivilarina
dagilimlart iyidir. Doksisiklin tetrasiklin ailesinin bir Gyesidir. Antimikrobiyal ve
antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Aym zamanda MMP inhibitortdir. Doksisiklin MMP'lerin
inhibisyonunu bu enzimlerin ginko iceren katalitik bolimune baglanarak gergeklestirir, genis
bir etki spektrumuna sahiptir (66). Roach ve arkadaslari, siganlarda yaprms olduklar: deneysel
bir calismada, agizdan doksisiklin uygulamasinin iskelet kasindaki MMP-2 ve MMP-9
aktivitesini inhibe ederek iskemi reperflizyon hasarinda azalmaya yol agtigim gostermislerdir
(10). Ayrica Afsoon ve arkadaslarinin yapmus olduklari bir pilot calismada diyabetik
proteintrili hastalara non-selektif MMP inhibitori olan doksisiklin verilmistir ve yaklasik 4

ay sonra proteinuride anlamli miktarda azalma tespit edilmistir(53).
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GEREC VE YONTEM

1. Deneysdl Yontem

Bu calismada, agirliklart 200400 gr arasinda degisen 28 adet disi Wistar albino sigan
kullaildi. Kullarlan deney hayvanalari, Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Labaratuar’ indan saglanmis olup %87 homojenitesi vardi. Deneysel ¢alisma igin
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan etik kurul onayr alnimstir.

Sicanlar apex kafeslerde, 7'ser rattan olusan 4 grup halinde izlendi. Hayvanlarin
standart pellet yemlerinde ve igme sularinda kisitlama yapilmadi. Deney stresince, Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma birimi labaratuarinda optimal kosullarda ( 1st:
2212 C, nem: %5515 ) tutulan sicanlardan, | ve Il. gruplara unilateral nefrektomi uygulanimi
ardindan geriye kalan bobrege subtotal ( 2/3) nefrektomi uygulandi. Sicanlara bu islem
sirasinda eter ile anestezi uygulanild.

Bu gruplardan, birinci ve ikinci gruba sag nefrektomi yapildiktan sonra, sol bobregin
yaklagik 2/3' Uk bolimiinde, sol renal arterin extrarenal dallarinin 3 ya da 4’ lniin 2 ya da
3 Unde selektif ligasyon ile infarkt olusturuldu (67,68). Subtotal (5/6) nefrektomi uygulamilan
ikinci gruba ayrica doksisiklin verildi. Uglincii grubu olusturan sicanlara yalmzca doksisiklin
verildi, subtotal (5/6) nefrektomi uygulanmadi. Doérdunct grubu olusturan sicanlar kontrol
grubu olarak kabul edildi; subtotal (5/6) nefrektomi uygulanmad: ve doksisiklin verilmedi.
Doksisiklin siganlarin ginlik sularina katildi. Gunlik doz 40mg/kg/guin olarak belirlendi. (69)
28. gunde sicanlar toksik doz eter ile sakrifiye edildi. Siganlarin bobreklerinin 1/3'U disseke
edilerek zymografi, ELISA ve Western blot analiz islemi igin ayrildi. Geriye kalan bobrek
dokusu ( bobregin 2/3'i) patolojik inceleme icin alindh.
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2. Patolojik Inceleme Y éntemi

Histopatolojik inceleme: Patolojik inceleme igin alinan bobrek dokusunun 1/3'0
formaldehit igerisinde fikse edildi. Formaldehit ile fikse edilmis dokular doku takibi
islemlerinden sonra parafin igerisinde gdmulerek bloklandi. Daha sonra 2 mikron kalinliginda

doku kesitleri alinarak hematoksilen eosin ve PAMS boyalar1 ile boyandh.

i.Glomerulosklerozun degerlendirme yontemi

Segmental skleroz oram Hematoksilen Eozin ( H&E) ve periodic acid methenamin
silver (PAMS) ile boyanmis kesitlerde 151k mikroskobi diizeyinde degerlendirildi. Artnus
mezangial matriks ve kapiller kollaps iceren alanlar glomeruloskleroz olarak degerlendirildi
(70,71). Her sicana ait kesitlerde Glrayve arkadaslari (26) nin yaprmis olduklari ¢alismadaki
gibi 100 glomeril degerlendirildi. Normal (0), hafif skleroz (1+, lezyon glomertler
yapilanmanin %50'sinden daha azinda ise ), yaygin skleroz (2+, lezyon, glomeriler
yapilanmanin %50’ sinden daha fazlasinda ise) ya da global sklerotik (3+, lezyon glomertler

yapilanmanin %2100’ tnu tutuyor ise) olarak skorlandh.

ii. Jmmiinhistokimyasal degerlendirme yontemi

Formaldehit ile fikse dokulardan poly-I- lizinli lamlara alinan kesitler ksilol’de 20

dakika inktbe edildi. Ardindan, toplam 30 dakika stiren ve birbirini takip eden %96, %90,
%80 and %70 alkol serisinden gegirildi. Kesitler musluk suyunda yikandiktan sonra sitrat
tampon igerisinde 15 dakika sire kaynatildi. Imminhistokimyasal boyama Lab Vision
Autogtainer 360 ile gerceklestirildi. Daha sonra 5 dakika slre tris soltisyonu igerisinde
bekletilen kesitler %3 ‘ Ik H202 damlatilarak 15 dk. bekletilmistir; ardindan tekrar 10 dakika
sire ile tris soltisyonu icerisinde bekletildi. Large Volume Ultra V Block damlatilarak 5 dk.
protein bloklamas: yapilmis ve TIMP-2 (1/50, Neomarker) ve tip IV kollgjen (prediluted,
Neomarker) primer antikorlar: uyguland:. 1 saat Siiren primer antikor uygulamasinin ardindan
kesitler tris solisyonu ile yikandi. Ardindan Biotinylated Goat Anti-polyvalent ile 20 dk
sireyle yikanmistir ve onu izleyen tris yikamasindan sonra kesitler Large Volume
Streptavidin Peroxidase ile 20 dk sureyle yikanmistir. DAB Kromojen damlatilarak 7 dk
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sireyle bekletilmistir.(DAB Kromojen soliisyonu 10 ml Tris icinde DAB kromojen tabletin
eritilip 3 damla H202 eklenmesiyle elde edilmistir.)Daha sonra distile su ile yikanmis ve
Mayer’s hematoksilen ile boyanarak birbirini takip eden %70, %80, %90 ve % 96 alkol
serilerinden gecirildi. Son olarak 20 dakika ksilol’de bekletilen dokular kapatilarak isik
mikroskobunda incelendi

Glomerular ekspresyon semikantitatif olarak (O:negatif, 1:hafif 2:orta derece, 3:yaygin)
her antikor icin degerlendirildi. (72)

iii. /mmiinfloresan ile degerlendirme yontemi

Borbrek dokusunun 1/3't -50 C'de CO2 jet ile donduruldu. Kesitler aseton ile fikse
edildikten sonra 5 dakika phosphate buffered saline solisyonu (PBS) ile yikandi ve MMP9
(1/50, Santa Cruz Biotechnology) primer antikoru 20 dakika uygulandi. PBS ile yikanan
kesitlere floresan izotiyosiyanat isaretli sekonder antikor (1/50, Eugene, Oregon, USA)
uygulandi. Tekrar PBS ile yikanan kesitler glysergel ile kapatilarak immunofloresan
mikroskobunda incelendi. Glomeruler boyanma semikantitatif olarak (O:negatif, 1:hafif, 2:orta
derece, 3:yaygin) degerlendirildi (73).

3. Biyokimyasal YOntem

i. Jelatinazar (MMP-2, MMP-9) ve TIMP-1, TIMP-2 i¢in dokular:n hazrlanmas
Sicanlardan alinan 6rneklerinden 100 mg doku tartildi. Doku 6rneklerine agirliklarimn 10 kati
hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortami (0.15 M NaCl, 10 mM CaCl, ve % 0.05 Brij 35 igeren
50 mM TrissHCI pH 7,0 ) ilave edildi. Sonics marka (Sonics& Materials Inc, Danbury
Conneticut USA) sonikator ile buz tizerinde homojenize edildi. 10 000xg de 10 dak. santrif(j
edildikten sonra supernatantlar alind: ve analiz siiresine kadar —80 °C de sakland:.

ii. Protein Analiz

Protein dizeyleri Bicinkoninik Asit (BCA) yontemi ile belirlendi. Y ontemin temeli
akali ortamda Cu"®—protein kompleksi olusumuna ve Cu™ nin Cu™ indirgenmesine
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dayanmaktadir. Orneklerde var olan protein miktar: indirgenmis Cu™ miktar: ile dogru
orantilichr. Olusan renk olusumu 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Standart
protein olarak sigir serum albumin (BSA) proteini kullamldi. 7 farkli konsantrasyonda (25,
125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 ng/ml) hazirlanan standart ile olusturulan standart

Olclimleme egrisinden yararlanilarak 6rneklerdeki protein miktar: hesaplandi. (74)

iii.Jelatin Zimografi

Jelatin Zimografi yontemi jelatinazlar olarak adlandirilan MMP-2 ve MMP-9'un hem
zimojen (pro), hem de aktif formlarimin aym jel Uzerinde saptanmasina izin veren
elektroforetik bir yontemdir. Y ontem, substrat (jelatin) iceren sodyum dodesil siilfat (SDS)
jelin (SDS-PAGE) inkubasyonu srasinda agiga c¢ikan proteazlar tarafindan yikima
ugratilmasina dayanir. Proteolizisin gergeklestigi bolgeler, jelin coomassie mavisi ile
boyanmasi sonucunda koyu mavi zemin Uzerinde beyaz bantlar olarak ortaya cikan alanlar
olarak belirlendi.(75)

iv.Jelatin Zimografi Yonteminin Uygulama Asamalar:

Doku drneklerinden elde edilen homojenatlarda mevcut jelatinazlarin aktivitelerini
Olcmek icin %1 Tip | jelatin ve %10 SDSiceren % 7,5 luk poliakrilamid jeller kullamld:

U Laemmli’nin tammladig: gibi SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforez) jel hazirland: (75). Once ayirici jel % 7,5 oraminda hazirlanch (Tablo 6)
ve dnceden kurulmus olan elektroforez diizeneginde yer alan iki cam arasina dokuldi
ve 1 saat jelin polimerize olmast igin beklendi. Jel-hava temasini engellemek icin

ylzey Uzerine n-propanol eklendi.

U Jellesme gergeklestikten sonra % 4 oramndaki paketleyici jel hazirland: (Tablo 6) ve
ayirict jel Gzerine dokildi. Orneklerin uygulanacag: kuyucuklarin olusturulmas:
amaciyla jel Uzerine 12 digli tarak yerlestirilerek jellesme beklendi. Jellesme
olustuktan sonra tarak dikkatli bir sekilde cikarildh.
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Tablo 4. Jelatin Zimografi yonteminde poliakrilamid jellerin haairlanmas

REAKTIF % 7.5AYIRICI JEL % 4.0 PAKETLEYICI JEL
Biaistilesu 7.7ml 6.10 ml
10 mg/ml Jdlatin substrati 2.0ml
% 30 Akrilamid 50ml 1.3 ml
1.5M Tris-HCI, pH:8.8 50 ml
0.5M Tris-HCI, pH; 6.8 25 ml
o ‘i
% 10'luk SDS 200 i 100 pl
o ‘i
% 10'luk APS 200 i 100 pl
TEMED 20 pl 10 pl

Hazirlanan jeller, elektroforez tankina yerlestirildi.

Esit hacimde doku homojenatlari, indirgeyici-olmayan 6rnek tamponu (Tablo 7) ile
karstirilarak jel Uzerindeki kuyucuklara 50 ng protein olacak sekilde uygun hacimde
yuklendi.

Sisteme “Elektroforez Y uritme Tamponu” (Tablo 7) eklendi.

Elektroforez +4°C soguk oda kosullarinda gerceklestirildi. Karsilikl iki jel icin 125
sabit volta), 40-60 mA/jel 4.5 saat uygulanarak elektroforez yapildi.

Elektroforezden sonra jellerden SDS'i uzaklastirmak icin jeller iki kez 15 ser dakika
% 2.5'lik Triton X-100 “Renatirasyon Tamponu” ile yikand.

Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel icindeki substratlarim (jelatin)
tiketmelerini saglamak icin 18 saat 37 °C’ de “ Aktivasyon Tamponu” ile inkiibe edildi.

Jeller, % 0.5'lik Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyand: ve % 40 metanol-% 10
asetik asit iceren tampon ile jel zeminindeki fazla boya uzaklastirildi.

21



U Jellerin, jel dokimantasyon sistemi ile (UVP Marka Jel Dokimantasyon Sistemi)

densitometrik analizi yapildi. Her bir bantin (pro ve aktif) alan/mm? ve optik densitesi

(OD) saptandi. Substrat jelin lizis miktart “Alan x OD /ug protein” formilunden

yararlanilarak hesapland.

U Pozitif kontrol olarak MMP-2 ve MMP-9 un hem pro hem de aktif formlarini igeren

ticari olarak Uretilmis MMP marker kullamld.

U Kullanilan ¢gozeltilerin igerikleri Tablo 7' de agiklanmaktadir.

Tablo 5. Jelatin Zimografi yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin haairlanmas

COZELTILER ICERIK
50 mM Tris-HCI, pH:7.6
Aktivasyon Tamponu 10 mM CaCl,.2H,0,

5x Y driitme Tamponu

Renattirasyon Tamponu
Triton X-100

2x Indirgeyici Olmayan Tampon

% 30'luk Akrilamid Cozeltis

Boya Cozedltisi

Jel Zeminindeki Boyayr Uzaklastiran Cozelti

50 mM NaCl,

% 0.05 Brij 35

125 mM Tris-HCl, pH:8.3
1.23M Glisin

% 0.5 SDS

% 2.5'lik Triton X-100

1.0 ml 0.5M TrisHCL, pH:6.8
0.8ml Gliseral

3.2ml %10’ luk SDS

0.2ml % 0.2'lik Bromfenol

2.8 ml d H,O

29.2 g Akrilamid

0.8 g N'N’-bisakrilamid

% 0.5'lik Coomassie Brilliant Blue R-
250

% 40 metanol
% 10 asetik asid
% 40 metanol
% 10 asetik asid
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V.TIMP-2 ELISA Analiz

Hazirlanan doku homojenatlarinda TIMP-2 analizi, ELISA temelli Amersham marka
(Kat No: RPN 2618) kit ile yapildi. Bu 6lgiim yontemi, TIMP-2 dizeylerinin kantitatif olarak
olcimii icin hazirlanmis “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayanr. Olglim
gerecleri (standartlar, Ornekler) daha oOnceden TIMP-2 icin 6zel olan anti TIMP-2 ile
kaplanmis olan kuyucuklara uygulamr ve inkibasyona birakilir. Ornekler icinde bulunan
TIMP-2 kuyucuklara baglanir, kuyucuklara bagli ilk antikor tarafindan taninan TIMP-2 at
radish peroksidaz enzimi ile isaretli monoklonal anti TIMP-2 tarafindan tammir. Kuyucuklara
baglanmayan maddeler ve/veya antikor-enzim reaktifi yikama islemleri ile uzaklastirilir. Her
kuyucuktaki peroksidaz miktari, TMB substrati (3,3',5,5 -Tetrametilbenzidin(TMB)/Hidrojen
Peroksit) eklenerek belirlenir. Olusan renkli ¢ozeltinin absorbanst 650 nm de okunur. Bes
adet farkli TIMP-2 standarti (8, 16, 32, 64, 128 ng/ml) kullanilarak standart kalibrasyon egrisi
hazirlanir ve bu standart kalibrasyon egrisi kullamlarak orneklerdeki bilinmeyen TIMP-2
konsantrasyonlar1 belirlenir. Sonuclar mg protein basinang TIMP-2 olarak ifade edildi.

Vi. TIMP-1 ELISA analiz
Dokulardan hazirlanan homojenatlarda TIMP-1 analizi igin Amersham marka enzim

immunoassay (EIA) kiti kullamildi. TIMP-1 antikoru ile kaplanmis kuyucuklara standartlar ve
ornekler uygulandi. Orneklerdeki TIMP-1 in antikora baglanmas icin inkiibasyona birakild.
Kuyucuklara baglanmayan proteinler yikama islemi ile uzaklastirildi. Daha sonra tim
kuyucuklara “biotinlenmis anti-TIMP-1 antikoru” ilave edildi. Baglanmayan fazla
“biotinlenmis antikoru” ortamdan uzaklastirmak icin yikama islemi yapildiktan sonra tim
kuyucuklara “Streptavidin ile konjuge edilmis at radish peroksidaz (HRP) enzimi” eklendi.
Y ikama isleminden sonra TMB soliisyonu eklenerek TIMP-1 miktari ile dogru orantili olarak
gelisen renk olusumu 450 nm de degerlendirildi. 1.56, 3.12, 6.25 ve 25 pikogram (pg)/ml
TIMP-1 standartlar1 ile olusturulan standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
Orneklerdeki TIMP-1 miktarr mg protein  basina pg olarak ifade edildi.
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vii.Doku homojenatlar:nda protein diizeyleri
Doku homojenatlarinda protein dizeyleri Sekil’de gosterilen standart kalibrasyon

egrisinden yararlanilarak hesaplandi.

1,6 1

1,2 1

y = 0,0018x
0,4 - R® = 09822

Absor bans 562 nm

O L) ) ) ) )
0 200 400 600 800 1000

BSA (ug/ml)

Sekil 3: BSA standart kalibrasyon egris

Her doku ornegi icin saptanan protein dizeyleri; jelatinaz aktivite dizeylerinin pg
protein basina (AU/pg protein), TIMP-2 dizeylerinin mg protein basina ng TIMP-2 (ng/mg
protein) ve TIMP-1 dlzeylerinin ise mg protein basina pikogram (pg) TIMP-1 (pg/mg
protein) olarak ifade edilmesinde kullanldh.

Viii. TIMP-2 Diizeyleri
Dokularda TIMP-2 protein duzeyleri olusturulan standart kalibrasyon egrisinden (Sekil)

yararlanilarak hesapland.
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Sekil 4: TIMP-2 standart kalibrasyon egrisi

iX. TIMP-1 Sandart Kalibrasyon Egris

Dokularda TIMP-1 protein duzeyleri olusturulan standart kalibrasyon egrisinden (Sekil)

yararlanilarak hesapland.

30 -

25 -

20 -

15 A

10 -

TIMP-1 (pikogram/ml)

y =7,9716X + 11,444x
R = 0,9955

0 L) L] L] L]
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Absorbans

1 1,2

Sekil 5: TIMP-1 standart kalibrasyon egris
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4. istatistiksel Yontem:

Tum gruplarin degerlerinin ortalama ve standart sapmalar: belirlendi. Once tiim
gruplart karsilastirmak igin nonparametrik testler kullanildi (Kruskal Wallis Testi) ve
daha sonra fark saptanan gruplarda ikili karsilastirma icin Mann Whitney U Testi
uygulandi. Bu islemler sirasinda Statistical Package for the Social Sciences 11.00 (SPSS
Inc, Chicago, USA) bilgisayar programindan yararlanildh.
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BULGULAR

Glomeruloskleroz sadece kontrol grubunda izlenmemis olup diger gruplarda
saptanmistir. TiplV kollajen, MMP-9, TIMP2, farkl1 gruplarda degisen oranlarda izlendi.
Biyokimya analiz sonuglar1 ve histopatolojik verilerin ortalama ve standart sapmalar:

Tablo 6'da sunulmustur.
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Tablo 6. Glomeruloskleroz, Tip IV kollajen, MMP-9 ve TIMP II'nin skorlar1 ile proMMP-9, proMMP-2, aktif MMP-2,
TIMP 1 ve TIMP2 nin biyokimyasal 6lgiim degerlerinin ortalama ve standart sapmalar1 (BTIMP1: Biyokimya TIMP 1, BTIMP2:
Biyokimya TIMP 2 , BProMMP-9: Biyokimya ProMMp-9, BPro MM P-2: Biyokimya ProMMP-2, BAktif MM P-2: Biyokimya
Aktif MM P-2)

SKLEROZ TiplVvKall MMP9 TIMP2 BTIMP1(pg)/ml BTIMP2(pg)/ml BProMM P-9(pg)/ml BProMMP-2(pg)/ml  BAktif MM P-2(pg)/ml

Grupl 2,14+0,38 1,71+0,76  1,29+049  2,86+0,38 75,66+14,99 1083,21+129,82 1273419+335651,4 44837,37+19523,81 27983,02+25607,06
Grup2 0,63+0,52 1,75+0,71  2,13+0,99  1,75+0,88 167,30+243,471 1201,7+137 1567954+285709,2 94796,95+46939,77 54216,61+22105,32
Grup3 0,29+0,49 2,29+049  2,29+0,49  0,29+0,49 78,81+7,7 1164,74+182,04 898070,6+130706 52152,76+15107,95 23687,35+10954,45
Grup 4 0 2,83+0,41 0 0,5+0,55 45,70+2,82 662,40+73,23 1441713+568313,8 94249,79+21957,19 18191,06+10326,74
Toplam  0,79+0,92 2,11+0,74 1,5+1,07 1,39+1,2 96,21+132,99 1047,27+246,70 1299798+421437,2 71528, 76+36784,82 32306,14+23009,52
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1.Glomeruloskleroz Bulgular:

Gruplar arasinda glomeruloskleroz gelisimi agisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlaml fark saptandi (p<0,001, Kruskal Wallis Test). Glomeruloskleroz skorunun kontrol
grubunda 0 oldugu, 5/6 nefrektomi grubunda en ytiksek oldugu buna karsin 5/6 nefrektomi
olup doksisiklin alanlarda belirgin olarak azaldig1 saptandi. ilging olarak sadece doksisiklin
alan grupta da skleroz saptandi. Bu sicanlardaizlenen skleroz, 5/6 nefrektomi olup doksisiklin
alan gruptan daha az bulunmakla birlikte her iki grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 fark saptanmads. (Tablo 7, Sekil 6, Resim 1,2,3).

Tablo 7. Glomeruloskleroz igin yapilan degerlendirmede gruplar aras fark
saptandi, Mann Whitney U Test p degerleri

(Grup 1: Yalnmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan
sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yamzca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol

grubu)
Glomeruloskleroz 1.grup 2.grup 3.grup
1.grup
2.grup 0,001
3.grup 0,001 0,204
4.grup 0,001 0,020 0,171
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gruplar

Sekil 6: Gruplar arasnda glomeruloskleroz gelisimi agsindan farkin
degerlendirilmes
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Resm 1:Grup 1: Yalmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup

A: HE bovas X 400 B: PAM S boyas X 200
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Resm 2: Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup
A: HE boyas X 400 B: PAM Sboyas X 200
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Resim 3: Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup
A: HE bovas X 400 B: PAM S bovaa X 200



2Kollajen Tip 1V Ekspresyon Bulgular::

Gruplar arasinda kollajen Tip IV ekspresyonu agisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlaml1 fark saptandh (p<0,001, Kruskal Wallis Test). immunohistokimyasal yontemlerle
degerlendirilen kollgjen tip 1V skorlarimin kontrol grubunda en yiksek diizeyde oldugu buna
karsin diger gruplarda azaldigi saptandi. 5/6 nefrektomi olup doksisiklin alan gruba ait
kollgjen skoru 5/6 nefrektomi grubundan daha yuiksek oldugu saptandi. Sadece doksisiklin
alan grupta kollgjen tip IV ekspresyonunun kontrol grubundan daha az oranda oldugu
saptandi.(Tablo 8, Sekil 7, Resim 4,5,6,7)

Tablo 8: Tip 1V kollajen icin yapilan degerlendirmede Gruplar aras fark, (Mann
Whitney U Test )

(Grup 1: Yanzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan
sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol

grubu)

Tip IV 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup
kollajen

1.grup

2.grup 0,116

3.grup 0,116 0,01

4.grup 0,014 0,01 0,058
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Sekil 7:TiplV kollajen birikimi igin gruplar arasinda anlamh fark
saptandi (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)

Grup 1: Yamzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup

Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup

Grup 3: Yamzca Doksisiklin verilen grup

Grup 4: Kontrol grubu
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Resim 4: Grup 1. Sadece 5/6 nefrektomi Yapilan Grup
Kollajen Tip IV X400

Resm 5: Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan sonra Doksisiklin
verilen grup
Kollajen Tip IV . X200
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Resm 6: Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup
Kollajen Tip IV X400

Resm 7: Grup 4: Kontrol grubu
Kollajen Tip IV . X400
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3.MMP 9 Ekspresyonu Bulgular:

Gruplar arasinda MMP 9 ekspresyonu agisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlamli fark saptand: (p<0,001, Kruskal Wallis Test). Immunfloresan yontemlerle
degerlendirilen MMP-9 ekspresyonu, kontrol grubunda negatif olarak saptandi. Sadece
doksisiklin alan grupta en yiksek MMP 9 ekspresyonu izlendi. 5/6 nefrektomi olan grupta bu
ekspresyonun sadece doksisiklin alan gruba gére azaldigi, doksisiklin alan ve 5/6 nefrektomi
olanlarda ise bunlarin arasinda bir dizeyde ekspresyon oldugu ancak bunlarin istatistiksel
olarak sadece kontrol grubundan farkli bulundugu saptandi. (Tablo 9, Sekil 8, Resim
8,9,10,11).

Tablo 9: MMP 9icin yapilan degerlendirmede Gruplar araa fark, (Mann Whitney
U Test)

(Grup 1: Yadmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup,
Grup 4: Kontrol grubu)

MMP 9 1.grup 2.grup 3.grup 4.grup
1.grup

2.grup 0,085

3.grup 0,011 0,867

4.grup 0,001 0,001 0,001
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ortalama MMP9 ekspresyon skoru
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gruplar

Sekil 8:MMP-9 ekspresyonu igin gruplar arasnda anlamh fark
saptandi (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)

(Grup 1. Yanzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6
nefrektomi uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnizca
Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu)
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Resm 8:: Grup 1: Yalmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup
MMP-9 . X400

Resm 9: Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan sonra Doksisiklin
verilen grup
MM P-9. X400
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Resim 10: Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup
MMP-9 . X400

Resm 11: Grup 4: Kontrol grubu
MM P-9 . X400
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4. TIMP-2 Miktarinin Degerlendirilmes

Gruplar arasinda TIMP 2 ekspresyonu agisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlaml1 fark saptandh (p<0,001, Kruskal Wallis Test). immunohistokimyasal yontemlerle
degerlendirilen TIMP 2 miktarlarinin 5/6 nefrektomi grubunda en yiksek diizeyde oldugu;
5/6 nefrektomi yapilip doksisiklin alan grupta buna gére azaldigi izlendi. Ayrica 5/6
nefrektomi olup doksisiklin alan grupta da kontrol grubuna gore artmus miktarda oldugu
saptandi. Yalmzca Doksisiklin alan grupta TIMP 2 miktarlar: ile kontrol grubu arasinda
anlamli fark saptanmad: ( Tablo 10, Sekil 9, Resim 12,13,14).

Tablo 10: TIMP |1 ekspresyonu icin yapilan degerlendirmede Gruplar aras fark,
(Mann Whitney U Test)

(Grup 1: Yanmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan
sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol

grubu)
TIMP I 1.grup 2.grup 3.grup
1.grup
2.grup 0,007
3.grup 0,001 0,006
4.grup 0,001 0,015 0,447
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Sekil ' TIMP |1 patolojik inceleme bulgulari: TIMP Il ekspresyonu icin
gruplar arasinda anlamh fark saptandi (p=0,003 K ruskal-Wallis Test)

(Grup 1: Yalnizca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yamzca Doksisiklin
verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu)
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Resm 12: Grup 1: Yalmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup
TIMP-2. X400

Resm 13:Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan sonra Doksisiklin
verilen grup
TIMP-2. X400



Resm 14: Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup
TIMP-2. X400



5. Biyokimyasal TIMP-1 ve TIM P-2 Bulgularinin Degerlendirilmes

i. TIMP 1.
Gruplar arasinda TIMP 1 ekspresyonu agisindan anlamli fark saptanmad: (p<0,001,
Kruskal Wallis Test)

ii. TIMP I1:
Gruplar arasinda TIMP 2 ekspresyonu agisindan anlamli fark saptanmad: (p<0,001,
Kruskal Wallis Test)

iii. ProMMP-9:

Gruplar arasinda proMMP-9 ekspresyonu acisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlaml1 fark saptand: (p<0,001, Kruskal Wallis Test). Yamzca doksisiklin verilen grupta
pro-MMP-9'un belirgin olarak baskilandig: izlendi. En yiksek deger 5/6 nefrektomi yapilip
ayrica doksisiklin alan grupta bulundu.( Tablo 11, Sekil 10)

Tablo 11: MM P-9 ekspresyonu icin yapilan degerlendirmede Gruplar aras fark, (Mann
Whitney U Test)

(Grup 1. Yadmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup,

Grup 4: Kontrol grubu)

MMP-9 1.grup 2.grup 3.grup
1.grup

2.grup 0,064

3.grup 0,006 0,001

4.grup 0,317 0,606 0,046
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Sekil 10: proMMP-9. Biyokismyasal inceleme bulgulari. Gruplar
arasinda anlamh fark saptandi (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)

(Grup 1: Yamzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yamzca Doksisiklin
verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu)
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iv. Aktif MMP-9:
Jelatin zymografi yontemi ile aktif MMP-9 tim gruplarda izlenmedi

v. ProMMP-2:

Gruplar arasinda proMMP-2 ekspresyonu acisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlamli fark saptandi (p<0,001, Kruskal Wallis Test). ProMMP-2 ekspresyonu, kontrol
grubuna gore doksisiklin alan deneklerde anlamli olarak azalmis olarak bulundu. Buna karsin
5/6 nefrektomi grubunda proMM P2’ nin azaldig1 ancak doksisiklin verilen 5/6 nefrektomide
belirgin sekilde arttig1 saptandi. (Tablo 12, Sekil 11)

Tablo 12: Pro MM P2 ekspresyonu igin yapilan degerlendirmede Gruplar arasi
fark, (Mann Whitney U Test)

(Grup 1. Yamzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup,

Grup 4: Kontrol grubu)

Pro-MMP2 1.grup 2.grup 3.grup
1.grup

2.grup 0,005

3.grup 0,406 0,008

4.grup 0,007 0,366 0,010
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gruplar

Sekil 11. proMMP-2. Biyokismyasal inceleme bulgulari. Gruplar
arasinda anlamh fark saptandi (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)

(Grup 1: Yalnizca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yamzca Doksisiklin

verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu)
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vi. Aktif MMP-2:

Gruplar arasinda aktif-MMP-2 ekspresyonu agisindan farkin degerlendirilmesi sonucu
anlaml1 fark saptand: (p<0,001, Kruskal Wallis Test). Aktif MMP-2 ekspresyonu, kontrol
grubuna gore doksisiklin alan deneklerde farkli bulunmadi. 5/6 nefrektomi grubunda ise
proMMP2 nin degismedigi, ancak doksisiklin verilen 5/6 nefrektomide belirgin sekilde arttigi
saptandi. (Tablo 13, Sekil 12)

Tablo 13: Aktif MMP-2 ekspresyonu icin yapilan degerlendirmede Gruplar aras
fark, (Mann Whitney U Test)

(Grup 1: Y anmzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandiktan
sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalmzca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol

grubu)
Aktf MMP-2 1.grup 2.grup 3.grup
1.grup
2.grup 0,028
3.grup 0,749 0,011
4.grup 0,568 0,010 0,475
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1,00 2,00 3,00 4,00

gruplar

Sekil 12. aktifMMP-2. Biyokimyasal inceleme bulgulari. Gruplar
arasinda anlamh fark saptandi (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)

(Grup 1: Yamzca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi
uygulandiktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yamzca Doksisiklin verilen
grup, Grup 4: Kontrol grubu)
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TARTISMA

Bu arastirmada daha 6nce yayinlanms literattr bilgisi bulunmayan bir deneysel model
olusturularak 5/6 nefrektomi olan deneklerde MMP inhibitori olarak tarmimlanan bir

tetrasiklin grubu antibiyotik olan doksisiklinin etkisi arastirildi.

Bu arastirma sonunda doksisiklinin bu modelde glomerulosklerozu azalttig: literattirde
uygulanmis yontemler kullamlarak histopatolojik olarak saptandi (67). Ancak kontrol
grubunda hi¢ glomeruloskleroz bulunmamasina karsin sadece doksisiklin alanlarda da

glomerulosklerozun olustugu izlendi.

Deneysel modelde kullamlan doksisiklinin antibiyotik 0Ozelligi yamm sira MMP
inhibitord oldugu bilinmektedir (10). MMP ler pro formlarinda sentezlenirler ve gereksinim
durumunda membran tip MMPler ile de aktif hale gelirler ve etkin olan sadece bu
formdur(4).

Literatiirde matriks metallo proteinazlar pek cok calismada yer almistir. MMP-1 ile
ilgili karsinogenez (76) calismalarinin yamsira daha ¢ok bag dokusu ile ilgili patolojik
durumlar ile iligkisini gosteren ¢alismalar yapilmistir (77,78,79).

MMP-2 daha siklikla c¢alisilmis MMP  Uyesi olup karsinogenez ile iliskisi
(49,50,51,80,81) yamsira, inflamatuar durumlar (82,83) ve lipogenez (84), vaskiler
degisiklikler (85,44) ileiliskisi arastirilmustir.

MMP-3'ln ozellikle inflamatuar sirecle yakin iliskisi saptanmistir (86) ve Ozellikle
artropatiler ile iliskileri arastirilmustir (41,87,88). Zhu ve Yu'nin spondiloartropatilerde
matriks metalloproteinaz ekspresyonlar: ile ilgili yayminlamis olduklari calismada (89)
spondiloartropati ataklar: sirasinda synoviumda matriks metalloproteinaz diizeylerinin arttigi
ve Ozellikle yogun miktarda artis gosteren MMP-3 duzeylerinin ankilozan spondilitte
gorildigi saptanmustir.
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Literatirde 6zellikle timor invazyon patogenezini aydinlatmaya calisan MMP—4 ve

inhibitorleri ile MMP-7 ileilgili timér invazyonu konusunda pek ¢ok ¢alisma vardir (90-97).

MMP-5 ve6ileilgili arastirmalar yok denecek kadar azdir (98).

MMP-8'in kanda 6lcumu yapilan tek MMP dir. Ayricakarsinogenez ileilgili calismalar
(99, 100) yan: sira erken membran riptrd iliskili calismalar da vardir (101).

MMP-9 en cok calismaya konu olmus MMP Uyesidir. Bir gelatinaz olan MMP-9
inflamasyonda rol aldig: gibi (102,103), malignitelerle iliskisi de incelenmistir (40,104-108).
Ayrica vaskuler patolojiler ileiligskisi de arastirma konularindan olmustur (109-111,112,113).

Pek ¢ok diger MMP gibi MMP-10 igin de tumdr patolojisiyle iliskisine 151k tutacak
arastrmalar yapilmistir (114,115,116).Ayrica vaskiler hasarlanmaileilgili bazi arastirmalara
da konu olmustur (117,118).

MMP-11 ve 12 de literaturde ozellikle timor ve tUmor invazyonu ile iliskisi
arastirilmistr  (119,-,123). Ayrica MMP-12'nin  inflamatuar  reaksyonlardaki  rolt
arastirilmstir (124).

MMP-13'Un kemik rejenerasyonuna etkisi (125), inflamasyondaki yeri (43) ve
karsinogenez siirecine etkisi(126) arastirilmistir.

MP-14,15,16,17,21 membran tip MMP’ lerdir. MT-IMMP (MMP-14) hticre ytzeyinde
aktif haldedir ve gOrevi proMMP-2'yi aktiflemektir (127). BoOylece MMP-2'nin
patogenezinde etkinligi oldugu distnulen tim durumlarda etkindir. Bu MMP' leri eksprese
eden genlerin lokalizasyonlar: hakkinda (128), diyabetik Ulserlerle (37) ve anjiogenez (33) ile
iliskilerine yonelik arastirmalar vardir.

Buyuk Matriks metalloproteinaz ailesinin iki Uyesi olan MMP-2 ve 9'un bazal

membran yapilanmast ile iliskisi vardir (129). Ozellikle vaskiiler yapilar ile ilgili
hasarlanmalarda ve enflamasyonun erken asamalarinda kollajen Tipl V' Gin pargalanmast
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basamaklardan birini olusturmaktadir. Jelatinazlardan MMP-9 un bu asamadaki roli
blyuktir. Ayrica inflamatuar ve non-inflamatuar bobrek hastaliklariyla en yakin iligkili
MMP’ ler bunlardir (55,130-133). Ozellikle glomeruloskleroz ile giden kronik bobrek
hastaliklarinda patofizyolojisinde etkin olan matriks metalloproteinazlar MMP-2 ve MM P-
9'dur (4). Oncelikli olarak MMP-9 un glomeruloskleroz ile iliskili oldugu saptanmustir (134).
TUm bu sebeplerle calismamizda bir MMP inhibitéri olan Doksisiklinin glomeruloskleroz
Uzerine olan etkisi; glomeruloskleroz ile iliskili MMP-2 ve MMP-9 dizeyleri ile
degerlendirilmistir.

TIMP 1ve TIMP 2 MMP larin doku inhibitdrleri olup glomerullerde ekspresyonu
gosterilmistir(135) . Calismamizda glomeruloskleroz ile iliskisi saptannus olan TIMP-1ve 2
biyokimyasal veriler ile degerlendirilmistir. Glomerullerde eksprese edilen ve MMP-9
inhibisyonu agisindan spesifiklik gosteren TIMP-2 ise immunohistokimyasal yontemler ile
degerlendirilmistir (135).

MMP larin pek ¢ok hastaligin patogenezindeki etkinlikleri tespit edilince sentetik MMP
inhibitorleri de bir umut 15181 olmustur. Daha 6nce CGS 27023A, AG3340, Ro 32-3555 ve
marimastat (136), MMI1270 (137) , BB-94 (45) gibi pek ¢cok MMP inhibitort fonksiyonlari
arastirilmistir. Daha sonra Tetrasiklinler de bu gruba dahil edilmislerdir (138). Tetrasiklinler
bakteride protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik bir etki olustururlar (64). Bir
Tetrasiklin grubu tyesi olan doksisiklinin bu islevden farkli olarak MMP'lar1 inhibe etme
yetenegi vardr (10). Doksisiklin MMP'lerin inhibisyonunu bu enzimlerin ¢inko igeren
katalitik bolimine baglanarak gerceklestirir (66). Doksisiklinin etki mekanizmalari
TIMP lere benzerdir (38,52). MMP inhibisyonu ve bakteriostatik inhibisyonu yanisira son
zamanlarda doksisiklinin daha ne gibi ek fonksiyonlar: olabilecegi arastirilmustir; Lalu ve
arkadaglar1 (46) yapmis olduklar: deneysel calismada; sepsis olusturulmus sicanlarda kardiyak
islev bozuklugunun karin igine doksisiklin uygulamas: sonrast kalp kasindaki MMP-9
aktivitesini azalttigint ve bunun sonucunda kalp islevlerinin dizeldigini saptamuslardir.
Toshinao ve arkadaslarinin (139) insan kolorektal kanser hiicreleri tizerinde yapmis olduklari
bir calisma da tetrasiklinlerin blyimeyi durdurucu etkileri ve mitokondrial kaynakl
apopitozu induklediklerini gosterilmektedir. Literatirde Doksisiklin artik pek cok calisma
icerisinde MMP inhibitori olarak yer almaktadir. Cintia S. De Paiva ve arkadaslarinin yapmis



olduklar1 bir deneysel calismada (140) farelere ‘scopolamine hydrobromide’ subkutan
enjeksyonu ile kuru g6z modeli uygulanmistir ve arastirilan gruba giinde dort kez topikal
doksisiklin uygulanmigtir. Calisma sonunda MMP-9'un korneal epitel hicreleri arasindaki
interselUler baglar1 koparttigim ve doksisiklinin inhibitor etkisi ile bu bariyerin korunmasinda
ve kuru goz tedavisinde 6nemli yeri oldugunu ispat etmislerdir. Ayrica Bjorn Pasternak ve
arkadaglarinin sicanlar tzerine yaptiklar: bir ¢calismada (141) asil tendonlarina stitdr atilip oral
olarak doksisiklin verilen grup ile doksisiklinli filmle kaplanmus siturle asil tendonlar:
stitdrlenen grup kontrol grubuyla kiyaslandiginda doksisiklinin her iki uygulamasiyla da sitir
kuvvetini ve direncini arttirdigi goéralmustir. Dorothe Burggraf ve arkadaslarimin yapmis
olduklar1 bir calismada (142) sicanlara icme sularimin icerisinde on gun doksisiklin
verilmesinin ardindan beyin iskemisi gergeklestirilmistir. Beyin dokularindaki MMP
diizeyleri jelatin zymografi ve western blot yontemleriyle degerlendirilmistir. Caligmamn
sonucunda iskemi Oncesinde verilen Doksisiklinin MMP inhibisyonu yaptig1 ayrica hasarl
beyin volumini ve fokal serebral iskemiye bagli kilcal damar hasarini azalttigi saptanmustir.
Bjorn Pasternak ve arkadaslarimin (143) doksisiklin kapli sttirlerle yaptiklari deneysel
calismada sicanlara kolonik anastomoz yapilmis ve Doksisiklinli filmle kapli sitir ile yapilan
anastomozlarda doku bitunltgunin ve kuvvetinin arttigi saptanmstir. Bu galismalarda genel
olarak doksisiklinin MMP inhibitor etkisi dikkati ¢ekmektedir. Renal arastrmalar ise
sinirhidir. Doksisklinin proliferatif glomertlonefritte iyilestirici klinik etkisi 6ne strdlmis
olup (11), bizim 24 sican Uzerinde yapmis oldugumuz immun-kompleks nefriti modelinde
immin-kompleks nefritli olup doksisiklin alan grupta MMP-9 diizeyinde belirgin azalma
saptanmis olmakla birlikte yalmzca Doksisiklin alan grupta MMP-9 ekspresyonu kontrol
grubuna gore yuksek bulunmustur (144) Genel olarak doksisiklinin iyilesmeyi arttirici ve
MMP inhibitort etkisini kuskulu duruma getiren bu veriler Hiramatsu N ve arkadagslarinin
(145,146) yapmus olduklar: bir calismalar da g6z 6niinde bulundurularak tartisilmalidir. Insan
immun yetmezlik virast (HIV) iliskili genlerin aktarim: ile olusturulan transgenik ratlarda
doksisiklin bu genlerden birinin ekspresyonunu uyarmakta ve bdylelikle segmental skleroz
gelisimi olusmaktadir. Bu durum doksisiklinin beklenmedik gen ekspresyonlarini indiiklemek
gibi bir rolt bulunabilecegini de dustindirmektedir. Bir diger énemli nokta Doksisiklinin
MMP ler Gzerine etkisinin in vivo galisma gruplarindain vitro ¢alismadan farkli bulunmasidir
(147,40). Wong ET ve arkadaslarimin (40) calismalarinda, malign gliomlu hastalarin
tedavilerine oral Doksisiklin eklenip beyin omurilik sivilarinda MMP 2 ve MMP 9
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diizeylerini incelenmis ve arttigi bulunmustur. Buna karsin in vitro glioma htcrelerine
Doksisiklin uygulandiginda MMP dizeylerini azaldigir saptanmustir. Bu tabloda MMP lerin
pro formlarindan aktif formlarina gegislerinde doksisiklin etkisinin bulunmasi, buna bagl
olarak in vivo ve in vitro fark olmas: sdz konusu olabilir, ancak bu makalede bu konuda
degerlendirme bulunmamaktadir.

Bu ilging etki mekanizma ve sonuclarinin ortaya konuldugu MMP inhibitort olarak
tanimlanan, sadece antibiyotik etkisi i¢in gunluk kullanima giren bir etken olan doksisiklinin
ablasyon nefropatisindeki etkisi arastirilmamis oldugundan bu ¢alisma planlanmustir.

Fokal Segmental Glomeruloskleroz sk gordlen son donem bobrek yetmezligi
nedenlerinden biridir. Bununla ilgili deneysel model siklikla 5/6 nefrektomi modelidir (27).
Daha 6nce degisik maddelerle glomerulosklerozu azaltmaya yonelik calismalar yapilmustr.
1996 yilinda Amann ve arkadaslarimin  148) yaptiklari bir galisgmada 5/6 nefrektomi
uygulanan siganlara operasyondan sekiz saat sonra ayri gruplar halinde ramipril, nifedipine ve
moxonidin uygulanmustir. Isik mikroskobu ile yapilan glomerul degerlendirilmesinin ardindan
ramipril ve moxonidin uygulanan grupta glomerulosklerozda belirgin azalma saptanmustir.
Baska bir arastirma da Zhang G ve arkadaslar1 (149) bitkisel tedavi amagli kullamlan rhubarb
(R. palmalum) bitkisinin glomeruloskleroza olan etkisi arasirmisg ve 120 guin sonra rhubarb (
R. pamalum) bitkisinin koklerinin bulundugu suyu igen grupta glomerulosklerozda belirgin
azalma izlenmistir. Hamaguchi A ve arkadaslar1 150) 5/6 nefrektomi uyguladiklar: sicanlara
operasyondan iki hafta sonra ayr1 gruplar halinde anjiotensin Il tip 1 reseptor antagonisti ve
Ca kanal blokorini oral olarak vermiglerdir. Calismanin sonunda glomerulosklerozun
belirgin 6lclde azaldigi bulunmustur. Hahn S ve arkadaslar1 (151) 5/6 nefrektomi modelini
uyguladiklar1 sicanlarda 2 hafta sonra baslayan a-tocopherol ile glomerulosklerozda belirgin
azalma bildirmislerdir. Soylu ve arkadaslarinin  (152) yapmus olduklar: ablasyon nefropati
deneysel modelinde Vitamin A’nmin skleroz gelisimini onleyici etkisi bulunmamustir. Lin SL
ve arkadaslar1 ise (153) fosfodiestera inhibitorii olan pentoksifilin ile 5/6 nefrektomi
modelinde glomerulosklerozda belirgin azalma tespit etmiglerdir. Ma LJ ve arkadaslar1 (154)
5/6 nefrektomi uyguladiklar1 sicanlara operasyondan 8 hafta sonra diyet icerisinde ACE
inhibitord ve anjiotensin 1 reseptor antagonisti uygulamiglardir. Anjiotensin 1 reseptor
antagonisti alan grupta belirgin olmak tzere her iki grupta da glomerulosklerozda gerileme
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saptanmustir. Literatlrde antihipertansif ve antioksidanlarla glomeruloskleroz azaltici etki
arastirilmig olmakla birlikte farkli mekanizmalara yonelinmemistir. Aslinda nemli bir bobrek
yetmezligi nedeni olan glomerulosklerozla iliskili daha cok arastirma gereksinimi dikkati
cekmekte olup, bu arastirmada 5/6 nefrektomi modelinde Doksisiklinin glomeruloskleroza

olan etkisi degerlendirilmistir.

Bu arastirmada deneysel olarak 5/6 nefrektomi basariyla gergeklestirildi ve bu gruplarda
glomerulosklerotik  degisiklikler saptandi. 5/6 nefrektomi modelinde doksisiklinin
glomerulosklerozu azaltic etkisi; yalmzca 5/6 nefrektomi yapilan ve 5/6 nefrektomi yapilip
birlikte doksisiklin verilen gruplardaki glomeruloskleroz diizeyleri karsilastirilarak aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptand: ve glomerulosklerozun azaldigr bulundu. ilging
olarak sadece doksisiklin alan grupta da kontrol grubunda bulunmayan glomerulosklerotik
degisikliklere rastlanildh ancak arada istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadh. Literatiirde
Doksisiklinin glomeruloskleroz gelistirici etkisi sadece HIV iliskili fokal segmental skleroz
modelinde, HIV iligkili genler tasiyan transgenik farelerde bu genlerin ekspresyonunu
indukleyerek tammlanmistir (155,156). Ancak normal sicanlarda boyle bir mekanizma
tammlanmamustir. Doksisiklinin MMP inhibisyonu, dogal homeostasis siirecini bozarak
saptadigimiz bu etkiye neden olmus olabilir. Kollajen TiplV skorlarindaki azalma da bu
denge bozuklugu ile iligkili olabilir. Mekanizma tanimlanamamakla birlikte bulgular
doksisiklinin tek basina glomerulosklerozla iliskisi olabilecegini distndirmektedir. Hatta
sadece doksisiklin alan grup ile 5/6 nefrektomi olup doksisiklin alan grup arasinda fark
bulunmamistir. Sadece doksisiklin alan ve 5/6 nefrektomi olup doksisiklin alan denekler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi, 5/6 nefrektominin olumsuz etkisini
azaltan bir tablo varligim ortaya koymakta, izlenen glomerulosklerotik degisikliklerin ise
doksisikline mi yoksa 5/6 nefrektomiye mi bagli oldugu konusunda soru isaretine yol
acmaktadr.

Bu arastirmada doksisiklinin inhibitor etkisinin tammlandigit MMP-2, 9 ve TIMP-1, 2
ekspresyonlar1 degerlendirilmis, yine glomertl bazal membraninin dogal komponenti olan
kollajen Tip 1V ileiliskileri incelenmistir. Dogal glomeril yapisinin yapisal ve islevsel olarak
korunmasinda ve glomeruloskleroz patogenezinde sadece sOzii gegen bu faktorler etkili
olmamakta aym zamanda diger MMPler ve inhibitorleri ile ekstraselliler matriks
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komponentleri de blydk o©nem tasimaktadir (5,18,14). Bu arastirmada belirtilen
parametrelerin arastirilmasinin gerekgesi; bobrek dokusunda en yogun bag dokusu elamaninin
Tip IV kollajen olmasi ve bu jelatinazlarin Tip 1V kollajene daha spesifik olmasidir. Ayrica
MMP 2 ve 9'un bazal membran yapilanmasi (129) ile iliskisi oldugu bilinmektedir. MMP-
9'un glomeruloskleroz ile iliskili oldugu saptanmistir (134). Arastirmamin sonucunda bu
parametreleri degerlendirdigimizde glomeruloskleroz oran ile ters iliskili olarak kollajen tip
IV birikiminde azalma saptadik. Bu azalis glomeriler hasar ile ters iliskili oldugunu
distndirecek sekilde en yogun olarak 5/6 nefrektomi grubunda ardindan daha az olarak da
5/6 nefrektomi yapilarak doksisiklin verilen grubta ve sadece Doksisiklin alan gruplarda da
izlendi. Her U¢ grup ta da kontrol grubuna gore kollajen tip 1V miktarinda azalma oldu. Tip
IV kollajen artis gostermiyor hatta azaliyorsa artmis glomeruloskleroz durumunda onun
yerine baska bir bag dokusu elamamnin artmis olmast gerekliligi agiktir. Olgeméller ve
Schleicher (5) diabetik nefropati Uzerine yapmus olduklart calisma dikkat cekicidir.
Arastirmacilar glomerillerde meydana gelen sklerotik degisikliklerde irreversible hasarin da
bir belirteci olarak glomertllerde tip 1V kollajen yerine Tip Il kollajen biriktigini
gogermislerdir. Bu durum o6zellikle 5/6 nefrektomide saptamis oldugumuz yogun skleroza
eslik eden belirgin azalmig Tip IV kollajen ekspresyonunu agiklayabilir.

Tdm MMP ve TIMP verilerini ele aldigimizda biyokimyasal incelemenin tim kortikal
alam yansittigim buna karsin doku kesitlerindeki patolojik incelemenin izole olarak
glomerdlleri degerlendirme olanag: sagladigi g6z 6ntinde bulundurulmalidir. Farkli sonuclar
bu durumdan da kaynaklantyor olabilir.

Bu arastirmada biyokimyasal inceleme sonuglari ve patolojik inceleme ile doku
kesitlerindeki MM P-9 diizeyleri farkli bulundu.

Kontrol grubu ve sadece Doksisiklin alan grup karsilastirildiginda imminfloresan
incelemede Doksisiklin alan grupta MMP-9 ekspresyonu kontrol grubundan yiksek olarak
bulundu. Ancak biyokimyasal olarak proMMP-2 ve proMMP-9 un sadece doksisiklin alan
grupta normale gore azaldig1 saptanci. Aktif MMP-9 hicbir grupta saptanmazken aktif MMP—
2 sadece doksisiklin alan grupta artmis olarak saptandi. iki yontemin kontrol grubu ele
alindiginda farkli sonug vermesi yani MMP-9"un immuinfloresan incelemede detekte edilemez
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duzeyde bulunurken biyokimyasal olarak belirgin olarak saptanmast yontemlerin
duyarliliklar1 arasindaki farki gostermektedir. Ayrica aktif MMP2 nin artis1 ve imminfloresan
olarak hem aktif hem de pro MMP9' un gosterildigi durumda MMP9' un artisi, doksisiklinin
MMP-2 ve 9'un aktif formu Uzerindeki inhibitor etkisini kuskulu hale getirmektedir. TIMP—
1 ve 2 diizeylerinde biyokimyasal olarak farklilik saptanmamis immiinhistokimyasal olarak da
TIMP 2 anlaml1 degisim gostermemistir. Kollajen Tip IV’ Gin azalmasi da doksisiklin alanlarda
kontrol grubuna gore belirgin azalmistir (p=0,058). Bu veriler ele alindiginda doksisiklinin
sadece pro-MMP 2 ve 9u inhibe ettigini soyleyebiliriz. Oysa genel MMP-2 ve 9
inhibisyonundan ¢ok arttirict etki izlenmekte bu hem glomeruloskleroz hem de kollgjen Tip
IV azalmasi ile de ortaya konulmaktadir. Doksisiklinin MMP Uzerine olan inhibitor etkisinin
MMP nin sentezini inhibe etmekten ¢ok bu enzimlerin ¢inko iceren katalitik bolumine
baglanarak gerceklesmesi nedeniyle (66) islevsiz kalanin yerine yeninin sentezlenmesi stz
konusu olabilecegi de hatirda tutulmalidr.

Sadece 5/6 nefrektomi yapilan grupta glomeruloskleroz olusmus, kontrol grubuna gére
TiplV kollajen azalmis; histopatolojik incelemede MMP-9 ve TIMP-2 artmis, TIMP-1 ve 2
diizeylerinde biyokimyasal olarak farklilik saptanmamus, ancak aktifMMP-2 ve proMMP-9
degismemis, oysa proMMP-2 belirgin sekilde azalmistir. Bu bulgular proMMP-2"nin belirgin
sekilde aktif forma gectigi, genel olarak MMPve TIMP-2'nin ekspresyonunun belirgin sekilde
arttign bu durumda da Tip IV kollgen'in belirgin sekilde azaldigi ve bununla birlikte
glomerulosklerozun arttigi gorilmektedir. Bu bulgular beklenen mekanizmayla uyumludur.
Daha 6nce Catania ve arkadaslarinin (4) yaptiklar bir calismada tek tarafli Ureter obstriksyon
modeliyle ratlarda glomeruloskleroz gelistirmis arastirmanin sonucunda renal skar gelistikge
TIMP-1 duzeyleri artmugtir.

5/6 nefrektomi olup Doksisiklin alan ve almayanlar karsilastirildiginda Doksisiklinle
glomeruloskleroz, TIMP-2 ekspresyonu azalmis, biyokimyasal olarak TIMP-1 ve 2
diizeylerinde farklilik saptanmamistir. Ancak aktif ve proMMP-2 belirgin sekilde artmus,
proMMP-9 ve histopatolojik olarak degerlendirilen MMP-9 da degisiklik olmamustir. TiplV
kollgjen ise daha fazla dizeyde saptanmistir. Bu bulgular Doksisiklinin glomeruloskleroz
Uzerine azaltici etkisini ortaya koymakta, ancak bunun MMP-2 ve 9 inhibisyonuyla iliskisi
aciklik kazanmamaktadir.
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Sicanlarda immtn-kompleks nefriti gelistirmis oldugumuz bir diger calismada immin-
kompleks nefritli olup doksisiklin alan grupta MM P-9 diizeyinde belirgin azalma saptanmistir
(157). Bu veri ve su anki ¢alisma sonuclari ele alindiginda Doksisiklinin MMP (zerine olan
inhibitor etkisini kuskulu hale getirmekte ve inhibisyon olasiliginin farkli durumlarda
sirdugunu gostermektedir. Y ukarida belirtildigi gibi MMP' nin sentezini inhibe etmekten gok
bu enzimlerin ¢inko iceren katalitik bolimine baglanarak gerceklesmesi nedeniyle (66)
islevsiz kalanin yerine yeninin sentezlenmesi sdz konusu olabilir. Miktar: artsa da aktif kismi
baglandig icin artan MMP ler islevsiz olmaktadir. Bu durum Wong ET ve arkadaslarinin (40)
yapmus olduklar: bir calismalarinda da izlenmistir. in vivo doksisiklin uygulanan grupta MMP
diizeyi yikselmis olarak tespit edilmistir. in vitro degerlendirmede boyle bir artis olmanustir.
Bizim ablasyon nefropatisi ¢alismamizda da bdyle bir mekanizma sdz konusu olabilir.
Doksklin MMP lara baglanarak etkilerini inhibe etmekte ve ihtiya¢c halinde salimmlar:
Uzerine etkisi olmamaktadir. Ancak bu durum sonucu olasilikla aktif MMP-2 diuzeylerinin
gereksinim duyulan diizeye yikselememesi, sentezlerinin de artisina neden oluyor olabilir ve
bu durum da proMMP artisina sebep olabilir. Bu nedenle aktif MMP'lerin oncllleri 5/6
nefrektomi yapilip doksisiklin alan grupta en yogun dizeyde bulunmustur. Aktif MMP-2
ekspresyonunun yalnizca 5/6 nefrektomi yapilan grupta, yalmzca doksisiklin alan gruba gore
daha yiksek cikmasi MMP-2'nin renal ablasyon modeliyle gelisen glomeruloskleroz
patogenezinde etkin rol oynadigimin bir gostergesi olabilir. Jelatin zymografi yontemiyle aktif
MMP-9 un hichir grupta izlenmemesi uygulamadan kaynaklanan teknik hatalara bagli olabilir
ancak bu durum verilerin yorumunu guglestirmektedir.

MMP inhibitora ile MMP-9'un etkilenmesi yami sira Tip |1l kollajene spesifik
kollajenazlar olan MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18'in bu dokularda degisimi sbz
konusu olabilir. Doksisiklin bobrek dokusunda mevcut olan pek ¢cok MMP'1 da inhibe
etmektedir. Bu metalloproteinazlardan MMP-14; MMP-2 ve MMP-9 gibi diger
proteinazlarin salimm ve aktiflenme asamalar1 Uzerine etkindir. Boylece bunlar tzerindeki
inhibitor etki MMP-2 ve 9'nin aktiflesmesini azaltarak total aktif formun azalmasi sonucu
pro-formlarin ekspresyonlar: indiklenebilir (127). Bu durum da 5/6 nefrektomi olup
doksisiklin alan gruptaki glomerulosklerozun ilk gruba gore azalmas: ile ilgili olarak bu

kollgjenazlarin da benzer bir modelde arastirilmasim distindirmektedir.
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Bu arastrmamin  temel  bulgular1  doksisiklinin @ ablasyon  nefropatisinde
glomerulosklerozu azaltici roltiiniin ortaya konulmasidir. Bu mekanizmada MMP-9, MMP-2
ve TIMP-2 ekspresyon paternlerinin etkilendigi ve ¢zellikle glomerilosklerozla Tip 1V
kollgjenin azaldigi ortaya konulmustur. Ancak bu arastirmada incelenen MMP ve TIMP
ekspresyonlarina dayanan bulgular doksisiklinin renal ablasyondaki iyilestirici etkisini
aciklamak icin yeterli gorilmemektedir. Kollgjen Tip 111, diger MMP ve inhibitorlerinin de
degerlendirilmesi mekanizmaya daha fazla 1gik tutabilir.
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SONUC VE ONERILER

U Doksisiklinin renal ablasyon nefropatisinde glomerulosklerozu azaltici rolt vardir.

U Doksisiklinin izole uygulamasinda MMP 2 ve 9un proformlarinda azalma

gerceklesmektedir. Ancak toplam MMP’ de artis olmaktadir. Bu nedenle doksisiklinin
MMP ler Gzerinde kompleks etkisi vardir.

1 Glomerulosklerozda glomerulde eksprese edilen MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2

ekspresyon paternleri etkilenmektedir.

1 Glomerulosklerozda glomerullerde azalan TiplV kollajen miktari TIMP-2
ekspresyonu ile benzer sekildedir ancak MMP 2 ve 9 ekspresyonu ile iligkisi tam
olarak agiklanamamustir .

Doksisiklinin renal ablasyondaki iyilestirici etkisini agiklamak icin Kollgjen 11, diger
MMP ve inhibitdrlerinin de degerlendirilmesi mekanizmaya daha fazla 1gik tutabilir
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