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OZET

Doksorubisin, antrasiklin tiirevi, antineoplastik bir ajandir. Klinik etkinligini
doza bagl toksik yan etkileri smirlandirir. Kalp, bobrek ve karacigerde toksik yan
etkileri goriilmektedir. Oksolamin, antitusif bir ajandir. Oksolamin ayrica analjezik,
antiinflamatuar, lokal anestezik ve antispazmodik 6zelliklere sahiptir. Bu ¢alismada
doksorubisin ile olusturulan bobrek hasarina karsi oksalaminin etkilerinin
incelenmesi amagland1.

Calismada 24 yetiskin erkek Wistar albino cinsi rat kullanildi. Grup 1
(Kontrol, n=6), Grup II (Doksorubisin, n=6), Grup III (Doksorubisin+oksolamin,
n=6), Grup IV (Oksolamin, n=6) olmak {izere 4 gruba ayrildi. Doksorubisin grubuna
tek doz doksorubisin 15 mg/kg i.p. olarak verildi. Doksorubisintoksolamin grubuna
tek doz doksorubisin 15 mg/kg i.p ve daha sonra 7 giin siiresince oksolamin 50
mg/kg/glin 1.p. olarak verildi. Oksolamin grubuna ise deney siiresince oksolamin 50
mg/kg/giin i.p. olarak verildi. Ilaglarin uygulanmasmi takiben ratlardan alinan bobrek
kesitleri % 10’luk noétral tamponlanmis formalinde tespit edildi. Alinan doku
ornekleri hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandiktan sonra 1s1ik mikroskobu altinda
incelendi. TUNEL boyama ile apoptoz degerlendirildi. Spektrofotometrik yontemle
MDA diizeyleri degerlendirildi. ASIC3, MMP-2, MMP-9 immiinreaktivitesi i¢in
immiinohistokimyasal boyama yapilip renal doku 6rnekleri 151k mikroskopi altinda
incelendi.

Doksorubisin grubunda hem glomeriiler hem tiibiiler apoptotik indeks kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi (p<<0.05). Doksorubisin grubuna gore,
doksorubisint+oksolamin grubunda glomeriil ve tiibiilde apoptotik indeks daha diisiik
diizeyde bulundu. Doksorubisin grubunda renal doku MDA diizeyi kontrol grubuna
gore anlamli olarak daha yiiksek saptandi. Doksorubisin grubuyla karsilastirildiginda
doksorubisintoksolamin grubu renal doku MDA diizeyinde anlamli degisiklik
izlenmedi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda doksorubisin grubunda bobrek doku
MMP-2, MMP-9 ve ASIC3 diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu.
Doksorubisint+oksolamin grubunda renal doku MMP-2, MMP-9 ve ASIC3 diizeyleri
doksorubisin grubuna gore anlamli olarak daha diistik saptandi.

Sonug olarak doksorubisin uygulanan ratlara oksolamin verilmesi renal doku

MMP-2, MMP-9 ve ASIC3 diizeylerini ve apoptotik indeksi anlamli sekilde

v



azaltarak doksorubisin nefrotoksisitesi gelisimini Onlemede olumlu etkiler
saglayabilir.
Anahtar Kelimeler: Doksorubisin, oksolamin, ASIC3, MMP-2, MMP-9



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF OXOLAMINE ON
DOXORUBICIN INDUCED EXPERIMENTAL RENAL DAMAGE

Doxorubicin is an anthracycline derivative and is antineoplastic agents.
Clinical effectiveness is restricted due to dose-limiting toxic side effects. Toxic side
effects is seen in cardiac, renal and liver. Oxolamine is a antitussive agent.
Oxolamine also possesses analgesic, antiinflammatory, local anaesthetic and
antispasmodic properties. The aim of present study was to investigate the effects of
oxolamine in doxorubicine induced kidney injury.

Twentyfour adult, male Wistar albino rats were used and were divided into
four groups: 1, control (n=6); II, doxorubicin (n=6); III, doxorubicinetoxolamine,
(n=6); IV, oxolamine (n=6). In the doxorubicin group; the animals were treated with
single dose 15 mg/kg/i.p. doxorubicin. In the doxorubicin+oxolamine group; the
animals were treated with single dose 15 mg/kg/i.p. doxorubicin and also during
experiment rats are treated oxolamine 50 mg/kg/i.p. dose per day total 7 day. In the
oxolamine group were treated with oxolamine 50 mg/kg/i.p. dose per day during
experiment. After administration of the drugs, the rats were decapitated and their
kidneys were removed and fixed in 10% neutral buffered formalin. Tissue samples
were stained with H&E (Hematoxylin-Eosin) and histological examined with light
microscopy. Apoptosis was evaluated with TUNEL staining. MDA levels were
evaluated with spectrophotometric method. Immunohistochemical stain is done for
ASIC3, MMP-2, MMP-9 and investigate by light microscopy.

Both glomerular and tubular apoptotic index in doxorubicin group was
significantly higher than the control group (p<0.05). Glomerular and tubular
apoptotic index in doxorubicintoxolamine group was lower than doxorubicin group.
Renal tissue MMP-2, MMP-9 and ASIC3 levels in doxorubicin group was
significantly higher comparared to control group. Renal tissue MMP-2, MMP-9 and
ASIC3 levels in doxorubicin+oxalamine group was significantly lower comparared
to doxorubicin group.

As a result giving oxolamine to doxorubicin applied rats can provide positive
effects in preventing the development of doxorubicin nephrotoxicity via significantly

lowering renal tissue MMP-2, MMP-9 and ASIC3 levels and also apoptotic index.

vi
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1. GIRIS

Doksorubisin  (DX), antrasiklin tlirevi, kemoterapdtik bir  ilagtir.
Doksorubisin, ¢esitli kanser tiplerine kars1 etkili, genis spektrumlu, antitiimoral olan
bir antibiyotiktir (1, 2). Oldukga genis spektrumlu ve giiclii etkili olmasinin sagladigi
dstiinliigiin yanisira, toksisitesinin de fazlaligi sakinca olusturmaktadir (3). Doza
bagl siddetli kalp, bobrek ve karacigerde toksisite goriilmektedir (4).

Doksorubisine bagli toksisite patogenezinde; serbest radikal olusumu,
antioksidan enzimlerde azalma ve lipid peroksidasyonunda artma rol oynamaktadir
(5, 6). Patogenezde sorumlu tutulan serbest radikaller O2 , OH ’leri ve nitrik oksittir.
Serbest radikallerin indiikledigi malondialdehit (MDA) gibi lipid peroksidasyon
iirlinlerinin de patogeneze katkis1 oldugu gosterilmistir (6, 7).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), c¢inko bagimli matriks pargalayict
enzimlerden olusan genis bir ailedir; ekstraselliiler matriksin parcalanmasi ve
doniisiimiinde onemli rol sahibidir (8). Yusuke ve ark. (9) yaptig1 calismada,
adriamisinin non-immiin yolla glomeriiler hasar modelinde, glomeriiloskleroz ve
albliminiirinin artisinda MMP-9 ve MMP-13"1n rolii oldugunu tespit etmislerdir. Bu
da, spesifik MMP inhibitorlerinin  gelistirilmesinin,  glomeriilosklerozun
tyilestirilmesinde yeni tedavi imkani saglayabilecegini gostermektedir.

Doksorubisinin indiikledigi glomeriilopatide epitelyal hiicre hasari, tiibiiler
kast olusumu ve proteiniiri goriilmektedir. Kast formasyonu, interstisyel inflamatuar
reaksiyona neden olan tiibliler obstriikksiyon ve tiibliler bazal membran
parcalanmasiyla tespit edilen interstisyel hasarin gelisiminin baglangicidir (10).
Ayrica DX’in indiikledigi renal toksisite, glomeriiler vakuolizasyon ve tiibiiler
dilatasyonu icermektedir. Son ¢alismalarda, kapiller loop’un segmental okliizyonu ve
epitelyal hiicre hasari, glomeriiler tuft-kapsiil adezyonuyla karekterize glomeriil hasar
gosterilmistir (11). Ek olarak doksorubisin nefropatisi epitelyal sodyum kanal
(ENaC)-bagimli voliim retansiyonu ve renal fibrozise yol agar. Yapilan bir ¢caligmada
duyarl farelerde DX’in indiikledigi nefrotik sendromda, voliim retansiyonu izlenmis
olup toplayici kanalda Na'-K'-ATPase ve artmis ENaC akvitesi tespit edilmistir.
Ratlarda voliim retansiyonu ve asit olusumu mineralokortikoid reseptorlerinin
blokajiyla Onlenememis fakat ENaC inhibitorii amilorid tarafindan tamamen

durdurulmustur. Boylece voliim retansiyonu, esas olarak mineralokortikoid bagimsiz



ENaC aktivitesi upregulasyonuna baglanmistir. Doksorubisinin indiikledigi nefrotik
sendrom srrasinda ENaC stimiilasyonu i¢in gerekli sinyalin ne oldugu
anlagilamamistir (12).

Aside duyarli iyon kanallar1 (ASIC), degenerin/epitelyal Na kanali
(DEG/ENaC) siiper familyasindan, voltaj bagimsiz, amilorid sensitiv, katyon-selektif
kanallardir (13). RT-PCR amplifikasyonu kullanilarak beyin, serebellum, bdbrek,
karaciger, akciger, pankreas; kolon; lenfosit, over, prostat, ince barsak, testis,
trigeminal ganglion gibi birgok santral ve periferik insan dokusunda ASIC-2a ve
ASIC-3 transkriptlerinin ortak ekspresyonu tespit edilmistir (14).

Epitelyal sodyum kanallar1 ve yakindan iligkili oldugu ASIC proteinlerinin,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMCs) potansiyel mekanoreseptor olduklari
diistiniilmektedir, ¢iinkii bunlarin degenerin olarak adlandirilan protein grubuyla
giiclii evrimsel baglantilar1 vardir (15).

Duysal néronlarda, nonsteroid anti-inflamatuar ilaglarin (NSAII) terapotik
dozda, direkt COX inhibisyonundan bagimsiz olarak nativ ASIC akimlarinda,
heterolog sistemde ASIC kanal ekpresyonu iizerine farkli aktivitesi gosterilmistir.
Ayrica NSAII’ler, genis inflamasyonun indiikledigi ASIC kanal ekpresyonu artigini
onler. Aspirin, diklofenak ve flurbiprofen, ASIC-3 iceren kanallar1 inhibe eder (16).

Oksolamin (3-fenil-5,8-dietilaminoetil-1, 2, 4-oksadiazol), antitusif olarak
kullanilan bir ajandir. Oksolamin ayrica analjezik, antiinflamatuar, lokal anestezik ve
antispazmodik 6zelliklere sahiptir (17).

Randall ve Selitto (18),. oksolaminin aspirin ile karsilastirildiginda analjezik,
anti-inflamatuar etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Barron’un (19) yaptig1 toksikoloji calismasinda, 50 mg/kg/giin dozunda
oksolamin uygulamasi sirasinda, 3 hafta icinde hafif salivasyon haricinde patoloji
tespit edilmemistir.

Bu calismada doksorubisin’in olusturdugu deneysel bdbrek hasarinda,

oksolamin’in etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
1.1. Bobrek

1.1.1. Bobregin Yapisi
Bobrekler, retroperitoneal yerlesimli organlardir. Ust kutuplar1 12. torasik

vertebra, alt kutuplar1 3. lomber vertebra hizasindadir. Sag bobrek, karaciger baskisi



nedeniyle daha asagidadir. Her bir bobrek ortalama 130-180 gram agrrhigindadir.
Bobregin yetiskin bir insandaki boyutlari: uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7 cm, derinligi ise
3 cm civarinda olup bu biiyiikliik kisinin viicut yiizeyi ile ilgilidir. Her bir bobregin
konkav olan i¢ yliziinde longitiidinal bir yarik, yani bobrek hilusu vardir. Renal hilustan
bobregin damarlari, lenfatikler, sinirler ve renal pelvis gecer. Renal pelvis 6nce 3 major
kalikse, major kaliksler de 8 veya daha fazla minor kalikse boliiniir. Sagittal kesitte ise
korteks ve medulla olarak iki ayr1 bolge fark edilir. Renal medulla, genellikle 12-18
konik yapili piramitten olusur. Her bir piramidin apeksleri renal pelvis i¢ine dogru
uzanir (papilla) ve tabani kortikomediiller sinira dayalidir. Papillalar, minor kalikslerin
icine dogru c¢ikint1 yapar. Her bir papillaya 15 veya daha fazla terminal kollektor kanal
(Bellini) acilir. Yaklagik 1 cm kalinligindaki renal korteks hem piramidlerin tabanini

orter hem de aralarindan iceriye dogru ilerler (Bertin’in bobrek kolonlarr) (20).

1.1.2. Bobregin kan dolasimi

Her bir bobrek, aortadan birinci lomber vertebra hizasinda ¢ikan tek bir arter
ile kanlanir. Renal arter ¢cogunlukla anterior ve posterior olarak iki dala ayrilir ve bu
dallar da daha sonra iist, orta ve alt lobar dallara ayrilir. Bobrek parankimine girince
interlobar arter ismini alw, mediiller piramidlerin kenarlarindan kortekse dogru
ilerleyerek piramidlerin tabanindaki arkuat arterler ile devam ederler. Arkuat
arterlerden dik olarak ¢ikan interlobiiler arterler korteks icinde perifere dogru ilerler.
Bu arterden glomeriile giden afferent arterioller ¢ikar. Ozellesmis kapiller yumak
olan glomeriiliin kani, vaskiiler polden ¢ikan afferent arteriol ile tasmir. Efferent
arteriolller hemen dallanarak korteksteki tiibiiliislerin ¢evresini saran peritiibiiler
kapiller agin1 olusturur. Jukstamediiller glomeriillerin arteriollerinden ¢ikan kapiller
vasa recta medullanin derinliklerine dogru iner. Bobrek, kalp debisinin 1/5’ini1 alir ki
bu deger insan organizmasinda birim doku agirlig1 basina diisen en yiiksek kan akimi
degeridir (100 gram bobrek dokusu i¢in yaklasik 350 ml/dk). Venoz sistem de
arteriyel sisteme benzer tarzda bir yol izler. Kapillerlerden gelen kan sirasiyla
interlobiiler, arkuat, interlobar ve lobar venlerden gecerek renal venlere oradan da

inferior vena kava’ya drene olur (21, 22).

1.1.3. Nefronun yapisi
Bobrekteki en kiiciik fonksiyonel fizyolojik birim nefrondur. Her

bobrekte bir milyon nefron vardir.



Her bir nefron 5 boliim igermektedir.

Cistal
tirtiu

Sekil 1. Nefronun yapis1 (23)

1-Glomeriil: Bowman kapsiilii olarak bilinen renal tiibiiliin genislemis
son bolimii tarafindan ¢evrelenmis kapiller yumaklardir. Kapiller yumak ve
mezangium, podosit denen epitelyal hiicrelerce sarilmistir. Bowman kapsiiliiniin
katlar1 arasinda yer alan ve tiibiiler alana agilan bdlge ise, idrar boslugu veya
Bowman boslugudur. Vaskiiler kutbun zit yoniinde, Bowman kapsiilii tiibiiliin
ilk kismina agilir. Kapillerler glomeriiler mezangium denilen bir sap ile bir arada
tutulur. Idrar olusumu ultrafiltrasyon siireci ile glomeriiler filtrasyon bariyerinde
baslar. Glomeriiler filtrasyon bariyeri ii¢ tabakadan olusur; fenestrasyonlu

endotel, glomeriiler bazal membran ve podosit olarak bilinen epitel hiicreleri
(21, 22).
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Sekil 2. Glomertiler kapiller membran (24)

Niikleuslar1 mezangiyuma bitisik olan endotel hiicreleri, insanlardaki
cap1 70-100 nm olan fenastrasyonlara sahiptir. Bu yapisal 6zelligi dolayisiyla
biiyiik molekiillerin gecisine karsi onemli bir engel olusturmazlar. Endotel
yiizeyi polianyonik glikoproteinler nedeniyle negatif yiikliidiir.

Orta tabakay1 olusturan glomeriiler bazal membran, ortalama 320 nm
(300-400) kalinliginda olup elektron mikroskopik incelemede i¢ten digsa dogru,
lamina rara interna, lamina densa ve lamina rara eksterna olmak iizere {i¢ alt
tabakadan olusmustur (25). Glomeriiler bazal membranin kollagen ve
glikoprotein elemanlarindan olustugu gosterilmistir. Fibrillerin arasini dolduran
glikoprotein yapisindaki zemin maddesi esas olarak laminin, nidogen ve
heparan siilfattan olusmustur (26). I¢ tabaka (lamina rara interna) subendotelyal
tabaka olup fibronektin, laminin ve negatif yiiklii glikozaminlerden olusur.
Orta tabaka (lamina densa) tip 4 kollagen igerir ve elektron mikroskopla yogun
gortiniir. Distaki subepitelyal tabaka ise laminin ve glikozamin gibi
glikoproteinler igerir. Lamina raralardaki glikozaminler igerdikleri heparan
stilfat nedeniyle negatif yiikliidiirler ve bu yiik bazal membran fonksiyonunda

oldukca 6nemlidir (27).



Iki tip epitelyal hiicre vardir. Biri glomeriiler filtrasyon bariyerinin dis
tabakasini olusturan visseral epitelyum hiicreleri podosit denilen ayaksi
uzantilarla bazal membrana dayanirlar. Ayaksi uzantilar arasindaki bosluklar
slit diyaframlarla kapatilmistir. Ayaksi uzantilarin ve slit diyafragmalarin
ylizeyi siyaloproteinlerden zengin glikoproteinlerle ortiiliidiir. Bunlar 6zellikle
albiimin gibi negatif yiikli makromolekiilleri iterek filtrasyona engel olurlar
(28). Digeri pariyetal epitel hiicresi olup Bowman kapsiiliiniin dig kismindadir.
Bowman kapsiilii denince de bu tabaka anlasilir ve proksimal tiibiiliis hiicresi
ile devam eder.

Mezangiyumda fagositik yetenegi olan ve olmayan iki tip hiicre
bulunur. Mezangial hiicreler gévdelerinden glomeriiler bazal membrana dogru
uzanan ¢ok sayida uzantilar1 bulunan ve yogun mikrofilament bantlar igeren
hiicrelerdir (29). Fagositik olmayan hiicreler cogunlukta olup diiz kas hiicreleri
gibi davranir ve Ozellikle anjiotensin-2 veya vazopressinle kontraksiyon
yaparlar. Kontraksiyon ile filtrasyon ylizeyini degistirerek glomeriiler kan
akimmin ve filtrasyonun ayarlanmasinda onemli rol oynarlar. Ayrica cesitli
tipte kollagen sentezlerler. lIkinci tip mezangiyum hiicreleri fagositer
fonksiyona sahip makrofajlardir (30).

2- Proksimal Tiibiil: Kortekste lokalizedir.

3- Henle Lupu: Kortikomediiller birlesim yerine lokalizedir.

4- Distal Tiibiil: Kortekstedir.

5- Toplayic1 Kanal: Iki veya daha fazla distal tiibiilden olusmustur.
Korteks ve medulladan gecerek idrari drene ederler.

Kortikal nefronlarin glomertilleri korteksin dis kismindadir. Sadece
Henle kivrimi dis medullaya kadar iner. Efferent arteriolii tiibiiller etrafinda
peritiibiiler kapiller ag olusturur. Jukstamediiller nefronlarin glomeriilleri
korteks ile medulla arasindadir. Henle kivrimi medullanin derinliklerine kadar
iner. Efferent arteriolii Henle kivrimi ile yan yana seyreden ve medullanin
derinliklerine kadar inen farkli bir kapiller ag olusturur. Bu organizasyon
idrarin yogunlastirilmasinda énemlidir (31).

Bobrekler kani siizerek idrar1 olustururlar. idrar {ireterler araciligi ile

mesanede toplanir, iiretrayla disar1 atilir. Idrar ile iire ve iirik asit gibi nitrojen



iceren metabolizma iirlinleri atilir. Nitrojen atiklarinin en 6nemli kaynagi proteinler
ve piirin bazlaridir. Pilirin bazlarinin yikim {riinii iirik asit, proteinlerin yikimiyla
olusan iriin ise amonyaktir. Amonyak hiicreler i¢in oldukca toksik bir madde

oldugundan karacigerde iire haline doniistiiriiliir ve iire bobrek tarafindan atilir (32).

1.1.4. Bobregin fonksiyonlari; (33)

1- Viicut siv1 ve elektrolit dengesinin korunmasi ve stirdiiriilmesi

2- Metabolik atik iiriinlerin (Ure, {irik asit, kreatinin) atilimi

3- Ilaglar, toksinler ve bunlarin metabolitlerinin detoksifikasyonu ve
atilimi

4- Ekstraselliiler s1ivi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi

5- Hormon sentezi ve metabolizmasina katki: Eritropoetin, D vitamini

6- Peptid hormonlarmnimn (Insiilin, glukagon) yikimi

7- Kiigiik molekiil agirlikl proteinlerin (B2-Mikroglobulin) yikimi

8- Metabolik etki: Glukoneogenez, lipid metabolizmasi

idrar Olusumu

Idrar olusumunun 3 asamasi vardir:

1) Filtrasyon

2) Geri Emilme (Reabsorbsiyon)

3) Salgilama (Ekskresyon)

1. Filtrasyon: Afferent arteriol ile glomeriiler kapiller yumaga ulasan
kanin proteinleri ve hiicreleri disindaki tiim elemanlar1 Bowman kapsiilii i¢ine
stiziiliir ve icerigi proteinler disinda plazmanin yapisi ile es deger sayilabilir.
Glomeriil kapillerlerindeki filtrasyon hizi (GFH), birim zamanda siiziilen
plazma miktar1 olarak tanimlanir (Normal degeri 125 ml/dk). Normalde
bobrekler bir dakikada 125 ml yani giinde 180 litre plazmay: filtre eder.
Bobreklerde filtre edilen plazma miktar1 bu kadar yiiksekken, giinde ¢ikarilan
idrar miktar1 ortalama 1-1.5 litre kadardir. Glomeriiler filtrasyon hiz1 ¢esitli
faktorlere bagl olarak degisebilir. Glomeriil kapilleri i¢indeki kanin hidrostatik
basmmcinin azalmasi filtrasyonu azaltir, yiikselmesi artirir. Kapillerdeki
hidrostatik basing, afferent arteriol daralmasinda, bobrege gelen kan miktarinin
azalmasinda (arteriyel kan basincinin diismesi ve kan kayiplar1 gibi kosullarda)

azalir. Buna kars1 efferent arteriol daralmasi, basinci ylkseltir. Glomeriil



kapillerindeki gegirgenlik artiglar1t GFH’yi artirr. Bowman kapsiilii i¢indeki
stvinin basincinin artmasi filtrasyonu azaltir.

2. Geri Emilim (Reabsorbsiyon): Filtrat igindeki su ve maddeler basit
diffiizyon ve aktif tasinma ile dnce tiibiiliis hiicrelerine, buradan da kana geri
emilirler. Maddelerin geri emilimleri organizmanin gereksinimi dogrultusunda
diizenlenmektedir. Geri emilimin % 90’1 proksimal tiibiiliis bdlgesinde
yapilmaktadir. Bu bolgede geri emilen maddeler, neden olduklar1 ozmotik gii¢
ile bir miktar suyun da geri emilimini saglar. Tiibiiliislerde geri emilemeyen
madde miktarmin artmasi suyun geri emilimini azaltarak diiireze neden olur.
Diiiretik ilaclar, baz1 maddelerin geri emilimini engelleyerek, mannitol ise
tiibiiliislerden reabsorbe olamadigi i¢in diiireze neden olmaktadir (32).

Aldosteron, distal tiibiiliis bdlgesine etki ederek Na™ iyonunun geri
emilimini artirrken K iyonunun idrar ile atilmasmi hizlandirir. Antidiiiretik
hormon (ADH) ise toplayict kanallarin suya olan gecirgenligini kontrol
etmektedir. ADH varliginda toplayici kanallarda suyun geri emilimi artar ve
konsantre idrar ¢ikarilir. ADH yoklugunda idrar ile ¢ikarilan su miktarinin
artmas1 ile idrar diliie olur. Tibiilislerden aktif tasmma ile geri emilen
maddeler icin bir esik deger s6z konusudur. Bu duruma en iyi 6rnek glukoz
taginmasidir. Kan glukoz konsantrasyonu normal oldugu zaman glomertillerden
filtre olan glukozun hepsi proksimal tiibiiliis bolgesinde aktif taginma ile geri
emilir ve idrara hi¢ glukoz ¢ikmaz. Kan glukoz konsantrasyonu normalden
yiiksek oldugu zaman glukozun fazlasi geri emilemez ve glukoz idrara ¢ikar.

Geri emilemeyip tiibiiliis sivist i¢inde kalan glukoz fazlasi, ozmotik gii¢
olusturarak suyu da beraberinde siiriikler ve poliiiri meydana gelir (32, 34).

3. Salgilama (Ekskresyon): Idrar olusmasi sirasinda bazi maddeler dogrudan
tiibiiliis epitelyum hiicreleri tarafindan tiibiiliisler i¢cine salgilanmaktadir. Penisilin bu
tip maddelere iy1 bir ornektir. Bazi maddeler ise hem glomeriil filtrasyonu yoluyla
hem de ekskresyon ile idrara g¢ikmaktadwr. Bu tip maddeye en iyi1 Ornek ise
kreatinindir (32, 34).

1.1.4.1. Viicut Elektrolit Dengesinin Korunmasi ve Siirdiiriilmesi

Viicut sivilar1 ve igerdikleri elektrolitler yasamm devam etmesi igin gerekli

olan iyonik ¢evreyi saglamaktadir. Bobrekler, viicut sivilarmin miktarini ve elektrolit



iceriklerini diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir. Viicut sivi ve iyon igerigindeki
sapmalar genel olarak idrar atilimindaki uygun degisikliklerle diizeltilmektedir.
Elektrolit fazlaliginda bobrek yolu ile bunlarm idrarla atilimi saglanirken, azliginda
ise bu elektrolitler bobrekler tarafindan tutulmaktadir. Bobreklerde elektrolit dengesi
tiibiiler geri emilim ile diizenlenmektedir. Geri emilim islemi genel olarak proksimal
kivrimli tiibiilde gerceklesir. HCO3™ geri emilim miktar1 GFH ve H' salgilanma
hizima baghdir. Geri emilen PO4> miktar;, Ca™ konsantrasyonu ve kismen de
PTH’nin tiibiiler hiicre iizerine olan etkisiyle kontrol edilir. Glukoz ve amino asitler
hiicre i¢i1 aktif tasima sistemleri araciligiyla proksimal kivrimli tiibiilde geri emilir
(395).

Distal tiibiil, plazma asit-baz diizeyleri ve plazma elektrolitlerinin
homeostatik diizenlenmesinde nefronun islevsel olarak en aktif bdlgesidir. Bu
bolgede salgilama ve geri emilim islemleri Na’", K™ ve H' arasidaki kombinasyonla
gerceklesir. Plazmada bulunan fazla H' iyonlar: tiim tiibiil boyunca salgilanir.
Normal plazma pH'sini siirdiirmek i¢in H' iyonunun tutulmas1 gerektiginde distal
tiibiil hiicreleri H" sekresyonunu, amonyak (NH3) olusumunu ve Na'-H" degisimini
azaltr ve HCO3™ atilimim arttirirlar. Tiim bu islemlerin amaci plazma HCO3™'min
azaltilmas1 ve normal plazma pH’sinin yeniden olusturulmasidir (36, 37).

Viicut sivilarinin pH’s1 ¢ok dar simirlar icinde sabit tutulmaya caligilirken
idrarin pH’s1 4.5 ile 8 arasinda degisim gosterir (38).

1.1.4.2. Metabolik Atik Uriinlerin Atihm

Protein metabolizmasi sonucu olusan iire, kreatinin ve iirik asit bobrekler
tarafindan viicuttan uzaklastirilir. Amino asit deaminasyonu ile ortaya ¢ikan NH, iin
kanda toksik diizeylere ulasmasi karacigerde iire olusumu ile engellenmektedir.
Kandaki tire, kan tire azotu (BUN) olarak tanimlanir. Karacigerde fazla aminoasit
metabolize edildiginde lire olusumu ve BUN diizeyleri artmaktadir. Kolay filtre olan
irenin % 40-50 kadar1 proksimal tiibiillerde geri emilmektedir. Kreatinin, iskelet
kasinda kreatinden enzimatik olmayan dehidrasyon ile olusur. Glomeriillerden
serbestce filtre olan kreatinin, tiiblillerden geri emilime ugramamaktadwr. Bu
ozelliginden dolayr GFR tahmininde kreatinin klirensi kullamilir. Urik asit, piirin

bazlarmin oksidasyonu ile olusur ve plazma diizeyi degiskendir. Tamamen filtre



edilen plazma tiratlar1 proksimal tiibiillerde geri emilir ve distal tiibiillerden salgilanir
(39).

1.1.4.3. Bobreklerin Endokrin Fonksiyonu

Bobrekler, sistemik ve lokal etkili cesitli hormonlar sentezleyip salgilar.
Eritropoietin, renin, prostaglandin, kalsitriol gibi hormonlar bdbrekler tarafindan
dretilir. Ayrica bobrekler; insiilin, parathormon, glukagon ve aldosteron gibi
hormonlarin yikim bélgesidir (40).

1.2. Doksorubisin

1.2.1. Doksorubisin Yapisi

Doksorubisin, antrasiklin tiirevi, kemoterapotik bir ilactir. Antrasiklinler,
1963’de bir mantar tiirii olan Streptomyces peucetirus variete caesiu kiiltiirlinden
dretilmistir (1, 2).

Antrasiklin molekiilii, tetrasiklik cekirdek ve aminosekerden (daunosamin)

olusur

Kimyasal yap1 Uzaysal diizlemde

Sekil 3. Doksorubisinin yapisi

Tetrasiklik ¢ekirdek ilaca kirmizi rengini verir. Grubun tiim iiyelerinin
tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplar1 vardir (41).

Daunorubisin molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile
doksorubisin meydana gelir (Sekil 3).

Antrasiklinler, kat1 planer 4 halkali yap1 ve bunu tamamlayan D halkasinda
bir glikozidik subsittiisyonu ile A ve D halkalarinda degisik yan gruplari icerirler.

Planer yapi, antrasiklinin DNA zinciri arasindaki interselasyonu saglar ve bu hareket
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de antrasiklinlerin DNA sentez inhibisyonunda orijinal olarak sorumlu oldugunu
diisiindiiriir. C  halkasindaki quinon, Fe'" gibi metallerin varliginda
oksidasyon/rediiksiyon dongiisiine girer ve oksjen ve/veya lipidlerde serbest
radikaller olusturur (42). Bu serbest radikallerin kardiak toksisiteden sorumlu
olduguna inanilir. Doksorubisin (adriamisin), daunorubisin’in hidroksi tiirevi olan ve
ayni kaynaktan elde edilen bir antrasiklin bilesigi olup doneme 6zgii degildir; fakat

daunorubisin gibi bu ilacin da S donemindeki hiicrelerde etkinligi en fazladir (43).

1.2.2. Etki Mekanizmasi

Antrasiklinlerin, DNA sentez ve temininde Onemli DNA sarmalmini
coziilmesine yol agan bir enzim olan topoizomeraz II (Topoll)’ye baglandigi ve
inhibe ettigi gosterilmistir. Topoll DNA’ya baglanir ve ¢ift sarmal kirilmasi
yaratarak, sarmal gecisini saglar. Antrasiklinler, kovalan DNA-Topo II kompleksine
baglanir ve ii¢ parcalik bu kompleks, sarmal kirilmanin yapismasmni Onleyici
saglamliktadir (44).

Doksorubisin, hiicrede 4 farkli sekilde etki gosterir (45, 46):

a. Kompleks olusturarak deoksiriboniikleik aside (DNA) baglanma:
Deoksiriboniikleik asidin icine girip, DNA topoizomeraz II-DNA-antrasiklin
kompleksini olusturur. DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyon ve sentezini inhibe
eder. Deoksiribontikleik asid zincir kiriklarina da neden olur (47).

b. Deoksiriboniikleik asid ve RNA polimerazlarim inhibisyonu: DNA ve RNA
polimerazlarin fonksiyonlarmi1 engelleyerek DNA replikasyonunu ve RNA
transkripsiyonunu bozar.

c. Hiicre membrani iizerine etkileri: Hiicre membranina baglanarak, membran
fonksiyonunu bozar (48, 49).

d. Serbest radikal olusturma: Mikrozomlardaki sitokrom P-450 rediiktaz
enzimi ile reaksiyona girer ve serbest oksijen radikalleri (SOR) olusturur (50, 51).
Apoptozisi indiikler (52).

Sonugta maruz kalan hiicre DNA’sinda kimyasal ve oksidatif hasar olusur
(53). Doksorubisin tedavisi cesitli kanser hiicrelerinde (Ornegin, iirotelyal
hiicrelerde, doksorubisine maruz kaldiginda prostaglandin E2 ve IL-1p artis
oldugunu gosterilmistir) inflamasyonu uyarmaktadir (54, 55). Doksorubisin tedavisi

adezyon proteinlerini etkiler. Doksorubisin, MMP-2/MMP-9 gen ekspresyonunu
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etkilemekte (55) ve hiicre ayrigmasiyla sonuglanmaktadir (56). Genel olarak insan

orneklerinde mitokondrial ve fibriller diizensizlik tespit edilmektedir (57).

1.2.3. Doksorubisin Farmakokinetigi

Ik iki antrasiklin olan daunorubisin ve doksorubisin 1960’11 yillarda
gelistirildi. Doksorubisin daunorubisinden tek bir hidroksil grubuyla ayrilir (58).
Doksorubisin, gastrointestinal sistemden absorbe edilmez, yalniz parenteral
uygulanir (59).

Adriyamisin O0nemli oranda metabolizmaya katilmaz. Adriyamisin,
daunorubisinle karsilastirildiginda aslinda bobrekte birikir, ama ayni zamanda
karacigerde, kalpte ve incebagirsakta da bulunur (60). Bu durum adriyamisinin,
daunorubisinle karsilastirildiginda daha fazla nefrotoksisiteye ve daha genis terapotik
indekse sahip olmasini agiklar.

Doksorubisin intravenéz (IV) uygulammdan sonra hizla pargalanir.
Doksorubisinol ve daunorubisinol olusur (61). Bunlar ana bilesikten daha az aktiftir.
Intravenéz uygulamadan sonra kalp, karaciger, dalak, miyokard gibi dokularda
birikir ve plazmadan 5-10 kat daha yiiksek konsantrasyona ulasir. Tiimor dokusu en
yiiksek doku konsantrasyonunu igerir (62). Asit ortamda stabil olmamasi oral yolla
kullanilmasini engeller. Doku hasar1 yapict 6zelligi ise intramuskiiler ve subkutan
kullanimina izin vermez (48, 49)

Dokulara fazla baglanip oradan yavas saliverildiginden, karacigerde hizli
metabolize edilmesine karsin viicutta kalis1 ve etkisi uzun siirer; biiylik kismi safra
icinde itrah edilir. Karaciger metastazi veya primer timorii ya da diger bir nedenle,
karaciger fonksiyonu bozulmussa eliminasyonu yavaslar ve doz azaltilmazsa viicutta
birikir. Hidroliz sonucu viicutta kismen serbest kalan aglikon kismi etkinlik
gostermez (43) Karacigerde biyotransformasyona ugrar, safradan ekskresyonla
doksorubisinol ve daunorubisinol olarak atilir. Karacigerde Once indirgenme
gerceklesir ve ardindan karbonil kokii ayrilir. Bobreklerde ise 6nce karbonil kokii
ayrilir, sonra indirgenme gergeklesir (63). Esas olarak karacigerden safra yoluyla
elimine edilmesine ragmen az bir miktarida bobreklerden (% 3-10) ve diskiyla (%
40-50) atilir. Digkiyla atilan kisim degismemis ilag seklindedir. Bobreklerden itrahi
ise ila¢ uygulandiktan 1-2 giin sonra idrarm geg¢ici bir siire i¢in kirmiziya

boyanmasina neden olur ancak bunun klinik 6nemi yoktur (59). Karaciger fonksiyon

12



bozuklugu olanlarda doz ayarlamas1 gerekirken bobrek yetmezligi olanlarda dikkatli

kullanilmalidir (64).

1.2.4. Doksorubisinin Yan Etkileri

1.2.4.1. Genel Yan Etkiler

Antineoplastik ilaglarin pek¢ogu, diger alanlarda kullanilan ilaclara gore fazla
toksik ilaclardir; fakat bunlarin kanser gibi son derece ciddi ve halen 6nemli bir 6lim
nedenini olusturan durumlarda yararli olmalari, bu sakincalarin 6nemini azaltir (43).

Antrasiklinlerin sik gozlenen yan etkileri, kemik iligi baskilanmasi, saglarda
dokiilme, mukozit, bulanti-kusma ve deri pigmentasyonunda artmadir.
Doksorubisinin klinikte daha 6nemli yan etkileri Tablo 1°de gosterilmistir (46).

Tablo 1. Doksorubisinin klinikte siklikla goriilen yan etkileri.

Yan etki Patogenezi

Alopesi Antimitotik etki

Kemik iligi supresyonu Antimitotik etki

Mukozit Antimitotik etki

Ekstravazasyon hasar1 Lokal toksisite

Radyosensitizasyon En cok etkilenen organ kalptir. 200 rad fizeri

radyasyonda toksisite hizla gelisir.
Gastrointestinal toksisite
Nefrotoksisite Serbest radikal aracili hasar

Kardiyotoksisite Birden ¢ok mekanizma ile

Doksorubisin verilen hastalarin neredeyse tamaminda alopesi goriliir ve
tedavi bitiminden 2-3 ay sonra normale doner. Cok hizli verildigi takdirde yiizde
flushing ortaya c¢ikar. Fotosensitiviteye neden olabilir. Twnak yataginda
hiperpigmentasyon veya bantlasma meydana gelebilir (59).

Doksorubisine bagli kemik iligi supresyonu en sik doz ayarlanmasina neden
olan yan etkisidir. Lokopeni tedavinin 2. haftasinda ortaya ¢ikar ve 4. haftanin
sonlarinda hiicreler yiikselir. Toksik etkisi ilacin dozuna ve kemik iliginin
rejenerasyon kapasitesine bagli olarak degisir (65). Trombositopeni ve anemi de

goriilebilir (66).
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Stomatit, gastrointestinal mukozit, alopesi sik goriilen ancak geridoniisimlii
yan etkilerdir (67).

Ilag bir kag giin siireyle verildiginde mukozit riski artar. Genellikle tedavinin
2. haftasinda meydana gelir ve 3-7 giin i¢inde geriler (65).

Ates, dokiintii ve iirtikere neden olabilir. Nadiren anaflaksi meydana gelebilir
(59). Doksorubisine bagli hipersensitivite reaksiyonlarinin sikligi % 3-21 arasinda
bildirilmistir (68).

Doksorubisin tedavisi gonadlar1 baskilayarak oligospermi, azospermi veya
amenoreye neden olabilir (59).

Gastrointestinal sistemde bulanti, anoreksiye ve ishale neden olabilir, kolonda
iilserasyonlar ve nekroz ortaya ¢ikabilir (59).

Doksorubisinin damar disina kagis1 ciddi ve geri doniistimsiiz doku hasarina
sebep olur (69). Ekstravazasyon olarak adlandirilan bu durum; yanma ve hassasiyet
gibi semptomlarla ortaya cikabilecegi gibi higbir sikayete neden olmayabilir (65)
Ekstravazasyonda, agr1 ve lokalize inflamasyondan tam kat nekroz ve iilserasyon gibi
ciddi hasara kadar degisen siddette bulgulara neden olabilir (70).

Doksorubisine bagli toksisite patogenezinde; serbest radikal olusumu,
antioksidan enzimlerde azalma ve lipid peroksidasyonunda artma rol oynamaktadir
(5, 6). Patogenezde sorumlu tutulan serbest radikaller O2 , OH ’leri ve nitrik oksittir.
Serbest radikallerin indiikledigi MDA gibi lipid peroksidasyon {iriinlerinin de
patogeneze katkis1 oldugu gosterilmistir (6, 7). Antrasiklinlerdeki kinon ve
hidrokinon guruplari, peroksitleri ve serbest radikalleri aktif edecek potansiyele
sahiptir. Doksorubisin toksisitesinde serbest radikallerin rolii, c¢esitli arastirmalarin
konusudur (71).

1.2.4.2. Kardiyotoksisite

Kardiyotoksisite, birden ¢cok mekanizma ile meydana gelir. Kardiyotoksisite:
DX’e bagli olarak gelisen en 6nemli ve siklikla doz sinirlayici olan yan etkidir (1).

Doksorubisinin 1V. enjeksiyonundan sonra viicuttaki dagilimi sirasinda,
doksorubisini plazmadan en hizli olarak alan dokulardan birisi kalp dokusudur (72).

Doksorubisin tedavisi sonrasinda goriilen kardiyotoksisite, kiimiilatif doz
bagimli olup Onemli morbidite ve mortalite nedenini olusturmaktadir. Toplam

kiimiilatif dozu 550 mg/m?*’yi gegcmemelidir; aksi takdirde kardiyomiyopati ve ona
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bagl akut konjestif kalp yetmezligi riski belirgin sekilde artar (43). Kardiyotoksisite
akut, subakut ve ge¢ donemlerde ortaya cikabilmektedir. Akut donemde; ritm
problemleri, hipotansiyon ve kalp fonksiyonlarda bozulma goriilebilmektedir. Ortaya
¢ikan bu sorunlar reversibldir ve kalpte kalic1 hasara neden olmamaktadir (73).

Subakut donem; birka¢ hafta ile 30 ay arasi zaman diliminde ortaya
cikabilmekte ve bu donemde kardiyomiyopatiler izlenebilmektedir. Bu donemde
ortaya ¢ikan hasar kalicidir ve % 60 oraninda 6liimle sonu¢lanmaktadir (74).

Gec donem kardiyotoksisite ise tedavi verildikten 4 ile 20 yil sonra
goriilebilir, kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi klinigi ile karsimiza ¢ikabilmektedir.
Irreversible miyosit hasari, miyokard kitlesinde azalma ve ilerleyici fibrozis kalp
fonksiyon bozukluguna neden olan etmenlerdir (73, 74).

Antrasiklin tedavisi verilen hastalarda konjestif kalp yetmezligi goriilme riski;
aldig1 tedavi, tani, yas ve izlem siiresine gore degisiklik gostermektedir. Lefrak ve
ark.(75) toplam antrasiklin dozunun 500 mg/m?’nin iizerine ¢ikildigr durumunda
kardiyomiyopati ve konjestif kalp yetmezligi gelisme riskinin arttigmni
belirtmislerdir. Antrasiklin verilen hastalarda konjestif kalp yetmezligi gelisme riski;
toplam dozun 500-550 mg/m? arasinda olmasi durumunda % 4, 551-600 mg/m?
dozda % 18 ve 601 mg/m?*’nin lizerindeki dozlarda ise % 36’ya ¢ikmaktadir (76).
Toplam doz 550-600 mg/m* olmasi kardiyomiyopati riskini belirgin olarak
artrmaktadir, bu nedenle total dozun 500 mg/m*’nin iizerine ¢ikilmamasi
onerilmektedir (77).

1.2.4.3. Doksorubisine Bagh Nefrotoksisite

Doksorubisin kaynakli bobrek hasarmin molekiiler mekanizmasini inceleyen
farkl1 caligmalar mevcuttur. Artan serbest radikal iiretiminin, patogenezde rol
oynayan bir mekanizma oldugu goriisii ileri siiriilmektedir. Adriamisinin, glomeriiler
ATP’az aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir. Adriamisinin bu etkisi, su
gecirgenliginde goriilen azalma ile iliskilidir ki bu azalma, siilfhidril vericisi N-
asetilsistein tarafindan tersine cevrilen bir etkidir. Ayrica ADR verildikten sonra,
karaciger, bobrek ve kalpteki glutatyonun diizeyleri azalmis ve lipid peroksit

diizeyleri artmistir (78).
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Adriyamisinin, miyelotoksisite (79) hepatotoksisite (80) ve kardiyomiyopati
(81) gibi diger organlara olan etkisi, potansiyel olarak ADR kaynakli nefropatiye
katkida bulunur.

Hayvan modelindeki histolojik degisiklikler insanlarda goriilen, podosit
fizyonu ile fokal glomeriiloskleroz, fokal segmental ve global glomeriiloskleroz,
tiibiilo-interstiyel inflamasyon ve fibrozis ile benzerdir (82). Jeansson ve ark. (83)
yaptig1 calismada, adriamisinin, glomeriiler bariyerin, ozellikle boyut ve yiik
seciciliginin kaybina neden oldugunu tespit etmislerdir. Adriamisine maruz kalan
hayvanlarin, glomeriiler endotelyal yiizey tabakasi veya glikokaliksi normalin
yalnizca % 20’si kadar saptanmistir. Ayn1 zamanda glomeriilde izole edilen cesitli
proteoglikanlar azalmis olarak goézlenmistir. Adriamisinin, proteoglikan sentezini
azaltarak glomeriiler glikokaliksin kalinligin1 ve glomeriiler segiciligi degistirdigi
belirtilmistir. Bu bulgularin proteiniirik renal hastaliklarin patogenezinde glomeriiler
endotelin rol oynadigini destekledigi ifade edilmistir. Adriyamisin, glomeriler
endotelyumun incelmesine neden olurken, podositlerin yok olmasi ile plazma
proteinlerinin siiziilmesini engelleyecek olan boyut ve yiik 6zellikli bariyerlerin
kayb1 da bu duruma eslik etmektedir. Bu degisiklikler adriyamisin enjeksiyonundan
sonra en erken 1-2 hafta icerisinde goriiliir ve 4 haftaya kadar da siddetlenmektedir.
Sicanlarda serum kreatinindeki artis, kreatinin atilimindaki diisiis, azalan serum
alblimini, dislipidemi ve idrarla atilan protein miktarmin artmasi ile goriilen renal
fonksiyonun etkilenme durumu, kronik bobrek hastaligi ve nefrotik sendromla tutarl
bulunmustur.

Erkek siganlar ADR’nin indiikledigi nefropatiye, disi sicanlardan daha
duyarhdir. Sham operasyonu geciren sicanlarla karilastirildiginda kastrasyon yapilan
erkek sicanlarm daha az duyarli olmasi, ADR’nin indiikledigi renal hasarin
patogenezine cinsiyet hormonlarinin katkida bulundugunun gostergesidir. Renal
hasar modeli olarak ADR nefropatisi kullanilacaksa, deneyin dizayn edilmesinde
cinsiyet secimi onemli bir faktordiir, ¢linkii renal hasar siddetinde fark olusmaktadir
(84).

Wang ve ark. (82) erkek farelerde olusturdugu adriyamisin nefropatisinde
asikar proteiniiri 5. giinde goriilmiistiir ve calisma boyunca oldukga yiliksek olarak

kalmistir. Birinci ve 2. haftada tiibiiler hiicrelerde reabsorbsiyon damlaciginda fokal
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artis olmustur ve 2 hafta sonra ¢esitli intraluminal kastlar olusmustur. Dort ile 6
haftada glomeriiler vakuolizasyon ve orta derecede fokal segmental skleroz
belirginlesmistir. Orta derecede interstisyel genisleme ve siddetli inflamasyonla
birlikte fokal ve tam global glomeriiler skleroz yaygmlasmstir. Ikinci haftada
interstisyum ve glomeriiliin her ikisinde de oOnciil makrofa) infiltrasyonu
belirginlesmistir, bunu CD4+ve CD8+ T hiicrelerinin her ikisinin, interstisyumda
birikmesi izlenmistir, glomeriilde ise biritkme olmamastir.

Adriyamisinin etkilerinin bobrek korteks ve medullasinda CD4+ ve CD8+
hiicre miktarmin artiyor olmasi, renal hasar olusumunda bu hiicrelerin dogrudan rolii
oldugunu diisiindiirtir (85); Wang ve ark. (86, 87), makrofaj integrin CD11b/CD18°e
karst1 direkt monoklonal antikoru (ED7) ADR’den Once uyguladiklarinda
makrofajlardaki deplesyon, ratlarda olusturulan ADR nefrozisinde yapisal ve
fonksiyonel hasar1 azaltmigtir. ED7 antikoru, ADR nefrozisinde dolasimdaki ve renal
korteksdeki makrofajlar1 kismen azaltmaktadir. Bu da ED7 pozitif makrofajlarin
ADR nefrozisinde énemli rolii oldugunu diisiindiirmiistiir.

Adriamisin, bobrekte direkt toksik etkiyle glomeriiler hasara, tiibiiler
dilatasyon ve atrofiye, renal fibrosize neden olur. Glomeriiler endotel hiicreleri, bazal
membran ve podositlerin yer aldig1 glomertiler filtrasyon bariyerinde degisikliklere
neden olur. Glomeriiler hiicrelerde proteoglikan ve glikozaminoglikan sentezinde
azalma sonucu glikokaliks kalinlig1 azalir, glomertiiler endotel hiicre porlarmin ¢ap1
artar, glomeriiler se¢icilik azalir, podosit hiicrelerinde flizyon meydana gelir (83).

Adriamisin’in indiikledigi glomeriilopatide epitelyal hiicre hasar1 ve
proteiniiri goriilmektedir. Ayrica DX’in indiikledigi renal toksisite, kast formasyonu,
glomertiiler vakuolizasyon ve tiibiiler dilatasyonu icermektedir. Kapiller loop’un
segmental okliizyonu ve epitelyal hiicre hasari, glomeriiler tuft-kapsiil adezyonuyla
karekterize glomeriil hasar gosterilmistir (10, 11).

Doksorubisin nefropatisi ENaC-bagimli voliim retansiyonu ve renal fibrozise
yol agmaktadir. Ratlarda DX’in indiikledigi nefrotik sendromda toplayict kanalda
artmus Na'-K'-ATPase ve ENaC aktivitesi tespit edilmistir. Ratlarda meydana gelen
voliim retansiyonu ENaC inhibitorii amilorid tarafindan tamamen durdurulmus ve
DX’in indiikledigi nefrotik sendromda meydana gelen voliim retansiyonu esas olarak

mineralokortikoid bagimsiz ENaC aktivitesi upregulasyonuna baglanmistir. Bununla
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birlikte DX’in indiikledigi nefrotik sendrom sirasinda ENaC stimiilasyonu igin
gerekli sinyalin ne oldugu anlasilamamistir (12).

Adriamisin nefropatisi, insan fokal segmental glomerulosklerozuna benzer
olusturulan rodent modelinde, glomeriil filtrasyon hizinda azalma, proteiniiri,
glomeriil filtrasyon bariyerinde degisimle iliskili  glomeriiloskleroz  ve
tiibiilointerstisyel fibrozisle karekterizedir (88). Ratlarda, ADR’nin indiikledigi
nefrozis swrasinda, renal Ang II, muhtemelen AT 1 reseptor aracilifiyla ICAM-1
ekspresyonunda artig, monosit/makrofaj infiltrasyonu, oksidatif stres ve proteiniiri ile
onemli proinflamatuar etkilere sahiptir (89).

Sicanlarda DX’e bagli hepatotoksitite olusturuldugunda antioksidan
enzimlerin azaldigi gosterilmistir (90). Antioksidan kullanimmin ise karaciger ve
bobrekte DX’in neden oldugu apoptozisi azalttigr gosterilmistir (91). Srdjenovic ve
ark. (92), DX uyguladiklar1 ratlarin testis, akciger ve bobrek dokularini
incelediklerinde, antioksidan tedavi Oncesi lipid peroksidasyon artis1 ve antioksidan
enzim aktivitelerinde degisikliklerin oldugunu, antioksidan tedavi sonrasinda ise
oksidatif hasarin geriledigi gostermistir.

Matriks metalloproteinazlar ¢inko bagimli matriks parcalayici enzimlerden
olusan genis bir ailedir. Matriks metalloproteinazlar, ekstraselliiler matriksin
parcalanmasi ve doniisiimiinde énemli rol sahibidir. igerdikleri substratlara gore
cesitli alt gruplara ayrilirlar. Jelatinaz alt gruplari, MMP-2 (Jelatinaz A) ve MMP-9
(Jelatinaz B)’dur. Jelatinazlar icin klasik substratlar, tip IV, V, VII, X, XI kollajenler,
elastin, fibronektin, laminin ve proteoglikanlardir. Bu substratlarin 6nemi, hepsinin
de glomeriiler bazal membranin komponenti olmasidir (93). Adriamisinin non-
immiin yolla olusturdugu glomeriiler hasar modelinde, glomeriiloskleroz ve
albliminiirinin artiginda MMP-9 ve MMP-13"1n rolii oldugu tespit edilmistir. Spesifik
MMP inhibitdrlerinin gelistirilmesinin, glomeriilosklerozun iyilestirilmesinde yeni

tedavi imkan1 saglayabilecegi ileri stiriilmiistiir (9).

1.2.5. Doksorubisin ve Apoptoz
Apoptoz, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre 6liimiidiir.
Apoptozis, ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif edilmistir.

Kerr ve ark. (94) hiicre 6liimlerini morfolojik olarak takip ederken, 6len hiicrelerin
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parcalandigii ve bu parcalarin tekrar membranla kaplanarak daha kii¢iik kiireciklere
dontistiigiinii ve bunlarinda makrofajlar tarafindan fagosite edildigini gérmiislerdir.

Apoptotik hiicre 6limii, gelismis dokuda gelismenin ve dengenin 6nemli bir
parcasidir. Hizli gelisen ve sayis1 artan dokularda graniilositler gibi apoptoz hiz1 fazla
iken kendini yenileme yetenegi olmayan sinir hiicreleri gibi dokularda apoptoz hizi
cok yavastir (95).

Apoptoz (programli hiicre 6liimii) ve nekroz memeli hiicrelerini 6liime
gotiiren iki 6nemli olaydir ve 6zellikle apoptoz; gelisim, homeostaz ve patojenezde
onemli rol oynayan hiicre intihar mekanizmasidir (96, 97).

Apoptoz indiiksiyonu, doksorubisinin onemli sitotoksik
mekanizmalarindandir (52). Doksorubisinin, renal tiibiil hiicrelerinde apoptozisi
indiikledigi rapor edilmistir (98). Kronik renal hastaliklarin belirleyici 6zelligi olan
tiibiiler atrofinin anahtar 6zelligi renal tiibiiler hiicre apoptozudur (69).

Tsang ve ark. (99) doksorubisinin hiicrelerde apoptozise neden olabilecegini
gostermistir. Burada doksorubisinin (adriamisinin) kanser hiicrelerinde apoptozise
neden oldugu ve bu etkiyi ortadan kaldiracak genetik degisikliklerin kemoterapi
yetersizligi ile sonuglandig1 gosterilmistir. Van de Water ve ark. (100) adriamisinden
sonra renal tiibliler hiicrelerde apoptozun arttigin1 gostermislerdir. Ratlarda
adriamisinle olusturulan nefrotik sendrom modelinde kronik tiibiilointerstisiyel
nefrtitin bir bulgusu olarak tiibiiler hiicrelerde fenotipik degisikliklerin ve apoptozisin
meydana geldigi gosterilmistir (101). Ozen ve ark. (102) adriamisinle olusturulan
nefrotik sendrom modelinde nitrik oksit tiretiminin roliinlin arastirildigi deneysel
sican ¢alismasinda Ozellikle tiibiilointertisyel alanda apoptotik hiicrelerin
yogunlastigmi ve ayni bdlgede inflamatuar hiicre oranmnin da artmis oldugu
gosterilmigstir. Usta ve ark. (101) pentoksifilinin etkilerini arastirdig1 bir ¢calismada
adriamisin kullanilarak nefrotik sendrom modeli olusturulmus ve apoptotik
hiicrelerin sayisinda artis oldugu gosterilmistir. Aksine, Biiylikgelik ve Anarat
(103)’nin  yaptig1 calismada ise adriamisin ile olusturulan nefrotik sendrom
modelinde apoptozisin artmadigi bulunmustur. Doksorubisin, oksidatif stresi tetikler
ve bunu izleyen apoptozis, renal hasara neden olur. Chmielewska ve ark. (104)
yaptiklar1 calismada, renal tiibiiler hiicrelerde endojen metallotioninler I/II (MT)’in

ekspresyonu ile doksorubisinin indiikledigi apoptoz arasinda korelasyon tespit
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edilmistir. Lahoti ve ark. (105) doksorubisinin indiikledigi nefrotoksisite
calismasinda: pro-apoptotik APAF-1, Kaspaz-3, Bax ve Bad proteinlerinde artis;
anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xLL genlerin ekspresyonunda azalma, p53 gen
ekspresyonunda artis ve p53 geninin regiilatori Mdm2 supresyonunu tespit
etmiglerdir. Glomertler hiicrelerde, 6zellikle Bax proteinlerinde artis ve Bcl-2
ekspresyonunda azalma yaparak DX’nin apoptozu indiikledigi gorilmiistiir (106).
Endojen PGI2 birikimi, adriyamisin’in Bcl-xL ekspresyonunu azaltarak indiikledigi

renal tlibliler hasar1 azalttig1 diisiintilmiistiir (107).

1.2.6. Deneysel Model Olarak Doksorubisin Nefrotoksisitesi

Adriamisine bagli glomeriiler ve interstisyel fibrozis modelini farelerde
ilk kez Wang ve ark. tanimlamislardir. Bu calismada farelere adriamisin i.v
olarak 10-11 mg/kg dozunda uygulanmistir. Bu uygulamanm 1, 2, 4, ve 6. hafta
sonundaki etkileri incelenmistir (82). Antineoplastik bir ajan olan adriamisin 4-6
hafta icerisinde hafif derecede renal yetmezlikle birlikte giden nefrotik sendrom
tablosuna neden olmaktadir (108-111). Bunun i¢in progresif glomertiler hastaliga
neden olmaktadir (112).

Deneysel modeli olarak DX nefropatisi, birkag gii¢lii ydne sahiptir. Oncelikle,
bobrek hasari i¢in oldukga elverigli bir modeldir. Doku hasarmm siddetli oldugu
durumlarda dahi buna diisiik oranda mortalitenin (< %5) ve morbiditenin eslik ettigi
giiclii bir modeldir. Ilacin uygulandig1 ilk bir kac¢ giin icerisinde bdbrek hasari
basladigindan, hasarin olusma zamanmi ve siddeti onceden tahmin edilebilir olmasi
bobrek hasarinin daha kotiiye gitmesini saglayacak ya da bundan korunmayi
gerektirecek miidahalelerin denenmesi agisindan faydalidir. Hasarin yapisal ve
fonksiyonel oOzellikleri insanlarda goriilen kronik proteiniirik renal hastalikla
benzerlik gosterir. Ratlar kisa lireme donemleri, kolay (ve ucuz) yoldan elde
edilebilen denekler olmalar1 ve genetik manipiilasyona uyumluluklariyla bilinirler
(113).

Doksorubisin nefropatisinin deneysel model olarak kullanilmasinda bazi
dezavantajlar vardir. Baz1 gruplada digerlerinden daha diisiik siddette renal hasar
meydana geldiginden grup degiskenlikleri olusur. Adriyamisin dar bir terapdtik
indekse sahiptir, bu sebeple optimum dozdan daha az verilmesi renal hasarin

olusmamasinaya da daha fazla verilmesi 6liimle sonuglanan toksisiteye yol agabilir.
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Tutarl ve kolay tiretilebilen bir model olmasina ragmen, ilaca verilen cevapta bazi
bireysel degisiklikler ayni tiir kemiricilerde dahi olusabilir (114).

1.3. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar, membran yapilarinda ve hiicreler arasi matrikste
bulunan kollajen, laminin, proteoglikan gibi yapilar1 yikima ugratan
endopeptidazlardr  (115). Matriks metalloproteinaz  ailesi, ekstraselliiler
proteinazlarin 6nemli bir tiyesidir. Ekstraselliiler matriksin (ECM) yikimi, en 6nemli
gorevleridir. Birgok fizyolojik ve patolojik progeslere katilirlar. Ekstraseliiler
matriksin turnoveri, doku remodelingi, anjiogenez, morfogenez ve gelisimde oldukca
esansiyel bir konuma sahiptir. Matriks metalloproteinazlar emriyogenez, oviilasyon,
kemik remodelingi ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok fizyolojik olayda rol alirlar. Ayni
zamanda bu enzimler hiicre go¢ii, invazyon, proliferasyon ve apoptoziste etkilidirler
(116, 117).

Matriks metalloproteinazlarin aktivitelerindeki kontrol kaybmin artisi,
kardiyak hastalik, ateroskleroz, periodontal hastalik, tiimér metastazi ve artritler gibi
bircok hastaligin patogenezinde etkili oldugunu gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur
(116).

Matriks metalloproteinazlar hakkinda ilk bilgi, Jerome Gross ve Charles
Lapiere tarafindan 1962 yilinda yaymlanmistir (118). Matriks metalloproteinazlarin
molekiil agrrliklar1 19-92 kDa arasinda degigsmektedir (119). Giliniimiizde MMP
ailesinin 25 tiyesi saptanmustir. Matriks metalloproteinazlar substrat spesifitesi,
primer yapisi ve hiicresel lokalizasyonuna gore 5 temel sinifa ayrilirlar. Bunlar;

1. Kollajenazlar

2. Stromelizinler

3. Jelatinazlar

4. Matrilizinler

5. Mebran-tip MMP’ler (Mt-MMP) (Tablo II) (120, 121). Matriks
metalloproteinazlar  ¢esitli ortak yapisal Ozelliklere sahiptirler. Matriks
metalloproteinazlarin tiimii tipik olarak N terminalinde enzimin lider dizilimi olan
pre-domain igerirler (122, 123) Bu lider dizilim enzimi salgilanma i¢in etiketler ve

salgilanma sonrasi kaybolur.
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Ikinci bdlge olan pro-domain enzimin latent formda kalmasindan sorumludur
ve enzim aktivasyonunu takiben kaybolur. Bir sonraki kisim Zn++ baglayan bolgeyi
iceren katalitik domaindir. Katalitik domain ek olarak yapisal bir Zn++ iyonu ve 2-3
Cat++ iyonu igerir. Bu bolge stabilite ve enzimatik aktivitenin olugmasi i¢in
gereklidir (124).

Baz1 MMP {iyelerinde genel yapiya ek olarak farkli bolgeler yer alir. Jelatinaz
sinifina ait MMP-2 ve 9, jelatin, kollajenler, ve laminine baglanmay1 saglayan
katalitik domaine giren tip II fibronektin T{¢lii tekrar alanmma sahiptir (125)
Hemopeksin benzeri boliim, substrat spesifitesini belirlemede anahtar rol oynar.
Jelatinazlarin yapisinda katalitik bolge ve C-terminal hemopeksin benzeri boliim

arasinda prolince zengin baglayici bolge vardir (116, 117, 126).
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Sekil 4. Matriks metalloproteinaz enzimlerinin molekiiler yapis1 (127).
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Tablo 2.Matriks metalloproteinaz ailesinin iiyeleri (127).

Grup Uyeler MMP Ana Substratlan
Numarasi
Kollajenazlar Interstitial MMP-1 Fibriler kollajenler
Kollajenaz
Nétrofil kollajenaz MMP-8 Fibriler kollajenler
Kollajenaz 3 MMP-13 Fibriler kollajenler
Kollajenaz 4 MMP-? Bilinmiyor
Jelalinazlar Jelatinaz A MMP-2 Jelatin. Kollajen Tip IV-V. Fibronektin
Jelatinaz B MMP-9 Jelatin. Kollajen Tip IV-V. Fibronektin
Siromelizinler Stromelizin-1 M MP-3 Laminin. Non-fibriler Kollajen,
Fibronektin
Stromelizin-2 MMP-10 Laminin. Non-fibriler Kollajen.
Fibronektin
Matrilsin MMP-7 Laminin. Non-fibriler Kollajen,
Fibronektin
Stromelizin-3 MMP-11 a-1 proteinaz inhibitdr (serpin)
Mt-MMP'ler MI-1 MMP MMP-14 Pro-MMP-2, kollajenler, jelatin
Ml-2 MMP MMP-15 Pro-MMP-2. kollajenler. jelatin
Mt-3 MMP MMP-16 Pro-MMP-2. kollajenler, jelatin
Mt-4 MMP MMP-17 Pro-MMP-2. kollajenler. jelatin
Digerleri Metalloelastaz MMP-12 Elastin
Enamelsin MMP ? Bilinmiyor
Xenopus MMP-? Bilinmiyor
Bilinmeyen MMP-19 Aggrecan

Matriks metalloproteinazlarin tiimii preproenzim olarak sentezlenir ve
bunlarin ¢ogu inaktif latent zimojen form olan pro-enzim formunda salgilanir. Latent
zimojenlerin aktivasyonu hiicre icinde, MT-MMP’ler araciligiyla hiicre ylizeyinde,
diger proteazlarin etkisiyle ekstraselliiler aralikta ya da “aktivasyon kaskadi” olarak
adlandirilan Sekilde ya da Onceden aktive olmus MMP’lerin digerlerini aktive
etmesiyle meydana gelebilir (128). Ya da bir amino-terminal propeptidin
cikarilmasiyla aktif hale dontisiirler. Propeptit yapisinda, enzimin aktif bolgesinde
cinko ile sistein rezidiilerinin etkilesimi enzimi latent formda tutar. Sistein swich
mekanizmasinin tetiklenmesi ile bu etkilesimin kesilmesi enzimin aktivasyonu ile
sonuglanir Son zamanlarda, Gu ve ark tarafindan yapilan c¢alismalarda serebral

iskemi sirasinda proMMP-9 kimyasal aktivasyonunu in vivo gdstermislerdir (116,

117, 129).
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Matriks metalloproteinazlar bir¢ok farkli hiicrede sentezlenirler:

Matriks metalloproteinaz-1; makrofaj, monosit, fibroblast, keratinosit,
kondrosit, hepatosit ve bir ¢ok tiimor hiicresinden sentezlenir.

Matriks metalloproteinaz-8; kondrositler, sinovial fibroblastlar ve endotelial
hiicrelerden sekrete edilir.

Matriks metalloproteinaz-3 ve MMP-10; fibroblastik hiicreler, normal ve
trasforme squamoz epitelyal hiicrelerden sentezlenir.

Matriks metalloproteinaz-9; keratinosit, monosit, alveolar makrofajlar, PMN
lokositler ve maling hiicrelerin ¢ogundan sentezlenir (116, 117, 130). Matriks

metalloproteinazlarin iiyeleri ve etki ettikleri substratlar Tablo 11’de gosterilmistir,

1.3.1. Latent MMP’lerin Aktivasyon Mekanizmalar

Matriks degradasyonu yapabilmesi icin MMP’lerin proteolitik kirilma ile
aktif forma doniismeleri gerekmektedir. Ug farkh aktivasyon mekanizmasi
tanimlanmigstir (116).

1. Stepwise aktivasyon

2. Mt-MMP’ler ile hiicre ylizeyinde aktivasyon

3. Intraselliiler furin ile aktivasyon.

Aktivasyon sirasinda amino-terminal propeptitlerin ayrilmasiyla 10 kDa
civarinda peptit kaybma ugrarlar. Bu zimojen enzimlerin latent durumunu saglayan;
aktif merkezdeki ¢inkoya baglanan korunmus sistein aminoasitidir. Sistein
aminoasitinin ¢inkodan koparilmasiyla aktivasyon gerceklesir (Sekil 5) (126, 131).

Intraselliiler furin tarafindan aktif hale getirilen birkag iiyenin disinda inaktif
zimogenler olarak hiicreden salnip ekstraselliiler aktive edilirler. Sekrete edilen
proMMP’ler; SH reaktif ajanlar, civali bilesikler, reaktif oksijen ve denatiiranlar1 gibi
non-proteolitik ajanlar tarafindan ve proteinazler tarafindan invitro da aktive
edilirler. Tim durumlarda Cyn-Zn+2 (sistein swich) etkilesiminin kesilmesi
gereklidir ve bu aktivasyon stepwise aktivasyon olarak adlandirilir. Matriks
metalloproteinazlarin stepwise aktivasyonu esnasinda ilk adim; plazmin, tripsin,
elastaz ve kallikrein gibi bir proteinazlar ve diger MMP’ler ile gerceklesir. Bu
proteinazlarin in vivo da ¢ogu potent patolojik aktivatorleri plazmin yoluyla olur

(116, 132).
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Plazmin, MMP nin propeptit domeininin plazminojene hassas bolgesine atak
yapar. Propeptitte konformasyonal bir degisiklik meydana gelir ve ikinci bir
proteinaz (muhtemelen diger bir MMP) ile hizla kirilarak aktive edilir (Sekil 6).
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Sekil 5. Latent MMP’lerin Aktivasyon Mekanizmalar1 (116).
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Sekil 6. Fibrinolitik sistem ve MMP’ler (126).

In vitro ortamda 4-aminofenil merkiirik asetat (APMA), hipoklordz asit
(HOCL), okside glutatyon (GSSG) ve denatiiranlar (iire, sodyum dodesil stilfat) gibi
non-proteolitik ajanlar tarafindan da gerceklestirildigi gosterilmistir. Ayrica aktive

olan MMP’ler de diger proMMP’leri aktive edebilir. Ornegin membran bagimli Mt-
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MMP’ler hiicre yiizeyinde pro-MMP-2 enzimlerini aktive edebilir (Sekil 7) (116,
117, 126).

Matriks metalloproteinazlarin  hiicre yiizeyinde aktivasyonu, hiicre
migrasyonu esnasinda ECM’in degradasyonunda oOnemlidir. Bu olaya ornek

membranda bulunan Mt1-MMP ile MMP-2"nin aktivasyonudur (Sekil 7).

Keys

e S B g .

extracellular

intracellular

MT1-MMP TIMP-2 proMMP-2 proMMP-2
dimerization binding binding activation
Sekil 7. MT1-MMP ve TIMP-2 tarafindan proMMP-2 aktivasyon modeli

(116).
Matriks Metalloproteinazlarin bazi iiyeleri intraselliiler olarak da aktivasyona
ugrayabilirler. Bu olaya Ornek stromelizin (MMP-11) golgi ile iliskili subtulisin

benzeri proteinaz tarafindan aktivasyonudur (116).

1.3.2. Matriks Metalloproteinaz Ekspresyonun Regiilasyonu

Normal yetiskin dokularinda, MMP’lerin ¢ogunun ekspresyonu diisiik
diizeyde bulunur. Fizyolojik ve patolojik remodeling progeslerinde ekspresyonlari
upregiile olur. Matriks metaloproteinazlarin transkripsiyonel regiilasyonu, proksimal
promoter bdlgelerinde yer alan AP-1 diizenleyici eleman ile saglanir. Matriks
metaloproteinaz gen transkripsiyonu ekstraselliiller yerlesimli pek cok madde ile
uyarilabilir: Mesela sitokinler (Interlokin 1-4), biiylime faktorleri (EGF, TGF-o,
TGF-B1, TNF-a, ‘basic fibroblast growth faktor’), hiicre-hiicre etkilesimleri ve
hiicre-matriks etkilesimleri gibi. Bu aktivatorlerin reseptore baglanmasi ile en az 3
degisik sinif mitojen aktive-edilmis kinazlar (MAP) tarafindan saglanan intraselliiler
olaylar zinciri ile hiicresel AP-1 transkripsiyon faktorii aktif hale gecirilir ve AP-1 cis
elementine baglanarak MMP geninin transkripsiyonunu saglar (133, 134).

Matriks  metalloproteinaz  gen  ekspresyonu  onkojenik  hiicresel

transformasyon, fiziksel stres, kimyasal ajanlar (forbol esterleri ve ilaglar), sitokinler,
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biiylime faktorlerini kapsayan efektorler ile upregiile edilir. Matriks metalloproteinaz
gen ekspresyonu, supresyon faktorleri ile (TGF-beta, retinoik asit, glukokortikoidler)
ile downregiile edilir (Tablo 3) (130).

1.3.3. Matriks Metalloproteinaz Doku inhibitérlerinin (TIMP) Yapilari
ve Fonksiyonlar:

Matriks metalloproteinazlarm {i¢  boyutlu yapisindan yararlanilarak
inhibitdrlerin tasarimi yapilmaktadir (135).

Plazma a2-Makroglobulinler, genel bir endopeptidaz inhibitoriidiirler (136).
Matriks metalloproteinazlarin proteolitik aktiviteleri, hem non-spesifik olan -2
makroglobilin, a-lantiproteaz gibi hem de spesifik doku metalloproteinaz
inhibitorleri ile engellenebilir (9). Matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri, 6
distilfit bag1 olusturan 12 sistin rezidiisii icerir ve MMP’lerin ¢inko iceren katalitik
domaine baglanirlar. Su ana kadar tanimlanan 4 farkli grup TIMP mevcuttur (133,
137). Dolasimdaki genel proteaz inhibitorlerinden biri a-2 makroglobulindir. Bu
yapt; enzimlere kovalent olarak baglanarak onlarin yapisint degistirir, kollajenin ve
diger matriks makromolekiillerinin par¢alanmasina engel olur (115).

Matriks metalloproteinaz doku inhibitorii-1 (TIMP-1); 28,5 kDa agirliginda
ve ilk olarak tavsan kemiginden izole edilen bir glikoproteindir. Daha sonra insan
viicut sivilart ve dokularinda da oldugu anlasilmistir. Tiim aktive kollajenazlari
inhibe edebilir. Matriks metalloproteinaz doku inhibitérii-1, Mt-1-MMP ve MMP-2
disindakileri inhibe eder. Fibroblast biiylime faktorii, trombosit kaynakli biiyiime
faktorii, forbol esterleri ve interlokin-1 gibi bircok uyaran TIMP-1’in
fibroblastlardaki ekspresyonunu artrir (138). Matriks metalloproteinaz doku
inhibitorii-1, 92 kDa’luk jelatinaz sinifindan olan pro-MMP-9’a baglanir. Bu ikili
proMMP-9/TIMP-1 kompleksi biitiin aktif MMP’leri inhibe eder ve daha aktif stabil
form olan ti¢lii proMMP-9/TIMP-1/MMP kompleksi olusur (115).

Matriks metalloproteinaz doku inhibitorii-2 (TIMP-2); ilk olarak melanom
hiicrelerinden izole edilen 21 kDa agirlikta non-glikolize bir proteindir. Matriks
metalloproteinaz doku inhibitorii-2, MMP-9 disindakileri inhibe eder. Fibroblast gibi
bazi hiicrelerde pro-MMP-2 ile birlikte sekrete edilir ve MMP-2’yi inhibe eder.
Alveolar makrofajlarda tek basina da sekrete edilebilirler (138).
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Matriks  metalloproteinaz  doku  inhibitéri-3  (TIMP-3), kolorektal
karsinomdan identifiye edilmistir (138). TIMP-3; tiimor anjiogenezi inhibe eder
(139).

Matriks  metalloproteinaz ~ doku  inhibitori-4  (TIMP-4),  matriks
metalloproteinaz-2,7 ve 9’u inhibe eder (131). Matriks metalloproteinaz doku
inhibitori-4’tin meme kanserinde timoOr invazyon ve metastazini inhibe ettigi
gosterilmistir (140).

Matriks metalloproteinaz doku inhibitori-3, %30 TIMP-1 ile %38 TIMP-2 ile
homoloji gosterirken, molekiiler klonlama sirasinda ilk kez kesfedilen 22 kDa’luk
TIMP-4, %37 TIMP-1 ile %51 TIMP-2 ve TIMP-3 ile homoloji gosterir (131).

Metastaz supressor protein olan membran yerlesimli glikoprotein (RECK),
MMP-2,-9 ve MT1-MMP’in proteolitik aktivitesini inhibe eder (141).

Tim bu endojen inhibitorlerin yaninda akrebin irettigi glioma ylizeyine

baglanan klorotoksin de MMP-2’yi inhibe edebilmektedir (142).

1.3.4. Jelatinazlar

Matriks metalloproteinazlardan farkli olarak jelatinazlar, katalizor bolge ile
aktif bolgesi arasinda jelatin baglayici bolge igerir (93, 143).

Matriks metalloproteinaz-9 (Jelatinaz B), ilk olarak 1974 yilinda Sapota ve
Dancemicz tarafindan polimorfoniikleer lokositlerden salgilanan bir jelatinolitik
enzim olarak tammlanmistir (Sekil 8). In vitro olarak doku metalloproteinaz-1
inhibitérii, MMP-9’un isleyisini degistirebilir. Matriks metalloproteinaz-9, denatiire
kollajen ve jelatin, tip IV ve V kollajen ve elastini de iceren pek ¢ok ekstraselliiler
matriks elemanini yikabilir. Matriks metalloproteinaz-9, diger bir jelatinaz olan
MMP-2 ile oldukg¢a benzerlik gosterir; MMP-9, kazeine karsi olduk¢a spesifiktir,
ancak MMP-2’de bu duyarlilik bulunmaz (8). Matriks metalloproteinaz-2 meme
kanserinde metastatik progresyonla ilgilidir (144).
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Sekil 8. Matriks metalloproteinaz-9 (132)
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Matriks metalloproteinaz-9°da, C-terminal hemopeksin benzeri bolim
substrat spesifitesini belirlemede anahtar rolii oynar. Fibronektin benzeri boliim
kollajen ve jelatinlere baglanmayr kolaylastirir (Sekil 8) (126). Jelatinazlarin
salmimini etkileyen faktorler Tablo 3°te gosterilmistir.

Tablo 3. Jelatinazlarin salinimimi etkileyen faktorler (145).

Aktive Edici Faktorler inhibe Edici Faktorler
Hiicre Yiizeyinde EtKkili Kimyasal Ajanlar Digerleri
Faktorler
Kalsiyum iyonofor A23187 cAMP Viral transformasyon Retinoik asit
Hiicre fiizyonu Kf)l SISt ' Onko.genl.er Glukokortikoidler
Konkanavalin A Lipopolisakkarit Otokrin ajanlar Adenoviriis-5 ELA geni
Kristaller Mitomisin C Fibroblastlarin yaslanmasi Ostrojen
Urat Pentoksifilin Interldkin Progesteron
Hidroksi apatit Forbol diesterleri Epidermal biiyiime faktorii
Kalsiyum pirofosfat Prostoglandin E Platelet biiylime faktorii
integrin reseptor antikoru Trifluoperazin Tiimor nekroz faktor
Polihidroksietilmethakrilat Fiziksel ajan: UV

Fagositoz 1g1n

1.3.4.1. Jelatinazlar ve Bobrek

Jelatinazlar (MMP-2,-9), bazal membran (BM) bilesenlerinden tip-IV
kollajenleri ayirdiklar1 i¢in bdbrekte, jelatinazlarin o6nemli rolleri oldugu
disiiniilmektedir (146).

Matrix metalloproteinaz 9, mezangiumda bulunur. Matrix metalloproteinaz 9
mRNA, normal rat bobreginde predominant olarak glomeriilden eksprese edilir.
WKY ratlarda anti-GBM glomerulonefrit indiiksiyonundan 3-7 giin sonra,
glomeriiler patoloji ve hasar gelisimi ile paralel olarak MMP-9 mRNA glomeriilden
ekspresyonunun  artmasy, MMP-9’un  glomeriilonefrit swrasinda GBM‘nin
proteolizisinde dnemli rolii oldugunu diisiindiiriir. Matrix metalloproteinaz-2, nefritin
sonraki fazinda rol oynayabilir (147). Matriks metalloproteinaz 2 ekspresyonu, rat ve
insan mezengial hiicre kiiltiirlinde gdsterilmistir (148, 149).

Matriks metalloproteinaz 9’un lokal olarak proteolitik aktivitenin artisi
gostermektedir ki MMP-9, glomertiler proteiniiri (150) ile ve tip 2 diabette gelisen
albumintiri (151) ile baglantilidir. Podositlerin kiiltliirde MMP-9 {irettigi gosterilmistir
(152) ve podosit hasar1 adriamisin nefropatisi gelistiginde karekteristik bulgudur
(113). Yusuke Sakamaki ve ark. (9) yaptig1 calismada, adriamisinin non-immiin yolla
glomeriiler hasar modelinde, glomeriiloskleroz ve albiiminiirinin artisinda MMP-9 ve

MMP-13’in rolii oldugunu tespit etmislerdir. Bu da spesifik MMP inhibitorlerinin
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gelistirilmesinin,  glomeriilosklerozun iyilestirilmesinde yeni tedavi imkani
saglayabilecegini gosterir.

Miyokardiyal ve dolasimdaki MMP aktivasyonu ozellikle de MMP 2
aktivasyonu DX’in toksik etkilerinin progresyonuyla yakin iligkilidir (153). Matrix
metalloproteinaz-2’nin farelerde DX’in indiikledigi kardiyotoksisitenin akut belirteci
oldugu bulunmustur (152). Matrix metalloproteinaz-2 oksidatif strese duyarlhidir ve
reaktif oksijen {irlinler ile aktive olabilen MMP’nin prodomaininde siilfid baginin
oksidasyonuyla pro-MMP-2 (72-kDa MMP-2) aktive olur, peroksinitrit (siiperoksit
ve nitrik oksidin reaksiyon lriinii) glutatyonla etkilesimi, pro-MMP-2’1 aktive eder.
Apoptozis indiiksiyonuna ek olarak, ventrikiiler dokudan MMP2’nin, 72-kDa
formunun non-klevaj aktivasyonu, radikal (superoksid) formasyonunuyla iligkili
enzimlerin aktivasyonunu degistirmede potansiyel etkili oldugunu diistindiirmiistiir.
Bartekova ve ark. (154) total SOD (stiper oksid dismutaz) aktivitesinin indirgenmesi
ile DX’nin sol ventrikiildeki 72-kDa MMP-2 aktivasyonuyla iligkili oldugunu tespit
etmislerdir.

1.4. Malondialdehit (MDA)

Reaktif oksijen bilesiklerinin hiicrede olusturdugu hasar1 tespit etmek
amactyla kullanilan farkli oksidatif stres markerlar1 vardir. Bunlardan biri de lipid
peroksidasyonunun markeri i¢in kullanilan MDA’dir (155). Malondialdehit, lipid
peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda yerlesmis metilen
grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile baglatilan kompleks bir fenomendir.
Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest radikali olusur. Oksijen varliginda bu
yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitler veya hidroperoksitler olugsmaktadir.
Bu son tiriinler nispeten daha stabil bir son {iriin olan ve lipid peroksidasyonunun
markeri olarak kullanilabilen MDA’ya doniisiir. Lipit peroksit radikalleri membran
yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusumuna yol acarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarmni alarak lipit
hidroperoksitlere doniistirler ve olay kendi kendine katalizlenerek devam eder (156-
159). Malondialdehit, iic ya da daha fazla c¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon alis-
verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar, iyon

gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur
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(160). Malondialdehit bu degisimsel 6zelliklerinden dolay1l, DNA’nin nitrojen bazlar1
ile de etkilesime girebilir. Bundan dolay1 malondialdehit, mutajenik, kiiltiir hiicreleri
icin genotoksik ve karsinojeniktir (158, 161).

Yag asidi hidroperoksitlerinin bagka bir toksik etkisi de arasidonik asit
metabolizmasinda goézlenmektedir. Yiiksek lipid peroksid seviyeleri prostasiklin
sentezini giiglii bir sekilde inhibe edeceginden arasidonik asit metabolizmasi
tromboksan sentezine dogru yeniden dilizenlenecek, nihayetinde notrofil
stimiilasyonu, siiperoksit anyon iiretimi ve trombosit agregasyonu tekrar modiile
olacaktir (160).

1.5. Aside duyarh iyon kanallar (ASIC)

Aside duyarli iyon kanallar1 (ASIC), degenerin/epitelyal Na kanali
(DEG/ENaC) siiper familyasindan, voltaj bagimsiz, amilorid sensitiv, katyon-selektif
kanallardir. Aside duyarli iyon kanallarinin yapist Sekil 9°da gosterilmistir. Cesitli
intraselliiler ve ekstraselliiler molekiiler sinyaller ASIC kanallarmin aktivasyonunu
modiile etmektedir. Aside duyarli iyon kanallarinin intraselliiler ve ekstraselliiler
molekiiler sinyallerle modiilasyonu Sekil.10°da gosterilmistir. Bugiine kadar ASIC
kanallarinin 4 gen tarafindan kodlanan 7 subuniti (1a, 1bl, 1b2, 2a, 2b, 3, ve 4) tespit
edilmistir (13).
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Sekil 9. Aside duyarli iyon kanallarinin yapis1 (162).
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Sekil 10. Aside duyarli iyon kanallarinin intraselliiler ve ekstraselliiler
molekiiler sinyallerle modiilasyonu (13).

Aside duyarli iyon kanallar1 2a ve ASIC 3 subunitleri arasindaki
biyokimyasal etkilesim, transfekte insan embriyosu renal hiicrelerinde (HEK293)
birlikte purifikasyonu ile gosterilmistir. Ayrica RT-PCR amplifikasyonu kullanilarak
beyin, serebellum, bobrek, karaciger, akciger, pankreas; kolon; lenfosit, over, prostat,
ince barsak, testis, trigeminal ganglion gibi bir¢ok santral ve periferik insan
dokusunda ASIC2a ve ASIC3 transkriptlerinin ortak ekspresyonu tespit edilmistir
(163). Aside duyarli iyon kanallar1 yaygin olarak santral ve periferik sinir sisteminde

bulunur (164, 165), fakat nonndral ASIC ekspresyonu, testis, pituiter bez, akciger
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epitelyal hiicreler, kemik ve {retelyal hiicrelerde tespit edilmistir (165-168).
Fonksiyonel ASIC’lar homomerik ve heteromerik kanal formlarmin biraraya
gelmesinde olusur (169). Aside duyarl iyon kanallarmin, ekstraselliiler asidosize
duyarli ve iskemi, fraktiir, lezyon ve postoperatif durumlar gibi c¢esitli patolojik
durumlarda nosisepsiyona katkida bulunan kanallar odugu ileri siiriilmiistiir (164,
170, 171).

Doksorubisin nefropatisi epitelyal sodyum kanali (ENaC)-bagimli volim
retansiyonu ve renal fibrozise yol acar. Yapilan bir calismada duyarl farelerde
DX’nin indiikledigi nefrotik sendromda voliim retansiyonu izlenmis toplayict
kanalda Na-K-ATPase ve artmis epitelyal sodyum kanal (ENaC) akvitesi tespit
edilmistir. Ratlarda voliim retansiyonu ve asit olusumu mineralokortikoid
reseptorlerinin blokajiyla 6nlenememis fakat ENaC inhibitorii amilorid tarafindan
tamamen durdurulmstur. Boylece, voliim retansiyonu, esas olarak mineralokortikoid
bagimsiz ENaC aktivitesi upregulasyonuna baglanmistir. Doksorubisinin indiikledigi
nefrotik sendrom sirasinda ENaC stimiilasyonu icin gerekli sinyalin ne oldugu
anlagilamamistir (12).

Epitelyal sodyum kanali ve yakindan iliskili oldugu ASIC proteinlerinin,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMCs) potansiyel mekanotransduker olduklari
diistiniilmektedir, ¢iinkii bunlarin degenerin olarak adlandirilan protein grubuyla
gliclii evrimsel baglantilar1 vardir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde basing degisimine
kars1 olusan hiicresel olaylarin (vazokonstriksiyon gibi) altindaki molekiiler
mekanizma anlasilamamistir. Son c¢alismalar, miyojenik yanitin, 06zellikle
konkomitant renal hastaligi olan ve basinca bagh hasardan dolayr bozulan renal
mikrosirkiilasyonda 6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Miyojenik yantt,
perfiizyon basinct azaldiginda, vazodilatasyon, arttiginda vazokonstriksiyonla
karekterize intrinsik vaskiiler bir yanittir. Mekanosensitiv cevapla baglantil,
integrinler, transient reseptor potensiyal (TRP) kanallar1 ve epitelyal Na kanal
familyasindan olan kanallar olmak tizere ¢esitli potansiyel molekiiller tanimlanmistir
(15).

Timor, iskemi ve inflamasyonda dominat faktor olan doku asidozu; agr1 ve
hiperaljezide ©Onemli rolii vardiwr. Bunun nedeni iyon bagimmli depolarizasyon

akimlarindan olusan nosisieptif duysal noronlarin direkt eksitasyonudur. Aslinda, bu
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noronlar ana kategoride ekstraselliler pH degisimine hassas ASIC kanallarina
sahiptir. Asid-duyarli iyon kanallar1 iliml1 ekstraselliiler pH diisiisti sonrasinda duysal
noronlarin  aksiyon potasiyelinin tetiklenmesini indiikliyebilirler. Inflamasyon
sirasinda post-translasyonel regiilasyona ve transkripsiyonel indiiksiyona ugrarlar ve
sonugta nosiseptif sistemin fizyopatolojik siirecte hipersensitizasyonuna katkida
bulunurlar. Spesifik bir ASIC izoformunun, kardiak iskemik agriya sebep oldugu
disiiniilmektedir (14).

Duysal ndronlarda, NSAII’nin terapotik dozda, direkt COX inhibisyonundan
bagimsiz olarak nativ ASIC akimlarinda, heterolog sistemde ASIC kanal ekpresyonu
lizerine farkli aktivitesi gosterilmistir. NSAII’nin, prostaglandin sentezinde, ASIC
akim ve ASIC ekspresyonunu kombine inhibisyonu, onlar1 agr1 durumu i¢in 6zellikle
doku inflamasyonuna bagl agr1 durumunda genis spekturumlu tedavide ideal kilar.
Doku inflamasyonunun akut fazinda, 6rnegin inflamatuar asidozis nedeniyle agriya
duyarli noronlarm aktivasyonunu, ASIC akimlarnm hizli inhibisyonuyla NSAII
bloke eder. Sonra NSAIl’lar COX iizerindeki diger etkileriyle prostaglandin
sentezini simirlayarak agr1 ve inflamasyonu baskilarlar. Kronik fazda, ASIC
akimlarmin ve ekspresyonlarmin COX’in kombine inhibisyonuyla agr1 duyarliligmi
azaltirlar. Ayrica NSAIl’lar, genis inflamasyonun indiikledigi ASIC kanal
ekpresyonu artisin1 Onler. Aspirin ve salisilat ASIC3 iceren kanallar1 inhibe eder
(16).

1.6. Oksolamin

Oksolamin (3-fenil-5,8-dietilaminoetil-1,2,4-oksadiazol), antitusif olarak
kullanilan bir ajandir. Antitusif aktivitesi agirlikli olarak, periferal bir mekanizmay1
gostermektedir. Antiinflamatuar 6zelligi nedeniyle solunum yollar1 mukozasidaki
inflamasyonu azaltir. Oksolamin ayrica analjezik, anti-inflamatuar, lokal anestezik ve
antispazmodik 6zelliklere sahiptir. Inflamasyon ve irritasyona bagli olarak olusan
spazmi azaltarak solunumu rahatlatmaktadir (17).

Randall ve Selitto, (18) oksolaminin aspirin ile karsilastirildiginda analjezik,
anti-inflamatuar etkisi oldugunu belirtmislerdir. Oksolamin’nin subkutan ve oral
uygulanmalarinin  herikisi sonucunda da aspirin ile benzer aneljezik etki
gozlemlemislerdir. Ancak, Oksolamin 50 mg/kg subkutan doza kadar sicak plaka ve

fenilquinin testinde analjezik etkisi olmadigini, fakat morfinin ise 2 mg/kg subkutan
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dozda etkin oldugunu tespit etmislerdir. Aspirin’in 80 mg/kg subkutan doza kadar
sicak plaka testinde aneljezik etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Oksolamin’in
anti-inflamatuar etkisi, fenilbutazonun etkisinin yaris1 veya ti¢te biri kadar oldugunu,
ancak 100 mg/kg subkutan doz aspirinden daha etkin oldugunu tespit etmislerdir
(172). Ayrica oksolamin, spazmolitik ve bronkodilatator etkilidir. Oksolamin, giinde
3-4 kez, 125-200 mg dozunda kullanilmaktadir. Oksolaminin insanlarda belirgin
toksik etkisi yoktur (43).

Barron (19) yaptig1 toksikoloji ¢alismasinda, ratlar1 3 gruba aymrip grup-1
(kontrol), grup-2 (distik doz); 50 mg/kg/giin, grup-3 (yiiksek doz); 250 mg/kg/giin
dozunda oksolamin uyguladiklar: ratlar1 3 ay klinik olarak gézlemlemislerdir. Grup
2’de, grubun % 50’sinde 3 hafta i¢inde hafif salivasyon artisi haricinde patoloji tespit
etmemislerdir. Yapilan otopside de herhangi bir organda patolojik degisiklik
gormemislerdir. Grup 3’te ise 2. haftada orta derecede salivasyon ortaya c¢ikmis,
yapilan otopside ise bazi ratlarda, mesanede diffiiz epitelyal hiperplazi tespit
etmislerdir. Bir hayvanda karsinoma in situ gérmiislerdir. Deney hayvanlarina kronik
verildiginde mesane lezyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Insanlarda belirgin

toksik etkisi yoktur (43).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali ve Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)’nde yapildi. Calismanimn yapilabilmesi igin gerekli olan etik onay, Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 19.11.2014 tarihinde toplanti
sayis1; 2014/23, karar No; 217 protokol no 2014/118 ile alindi.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismada FUDAM dan temin edilen 8 haftalik Wistar Albino cinsi, 24 adet
erkek (220- 280 g) rat kullanild1. Ratlar rastgele segilerek 4 gruba ayrildi. Gruplarin
kendi icinde homojen olmasina ve gruplardaki rat agirlik toplamlarmin yaklasik ayni
degerde olmasma dikkat edilerek gruplar olusturuldu. Calismamizda kullanilacak
ratlar 21° C oda 1sisinda 12 saat 151k (7: 00-19: 00) ve 12 saat karanlikta (19: 00-7:
00) takip edilecek sekilde 6zel olarak yaptirilan ve her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Yemler c¢elik kaplarda, su cam biberonlarda (normal ¢esme
suyu) verildi. Tim gruplara ayn1 standart sigan yemi verilerek ad-libitum su, yiyecek
alimlar1 sagland1 ve hayvanlarm giinliik olarak altlar1 temizlenerek bakimlar1 yapildi.
Sicanlar Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelletler seklindeki sican
yemleriyle beslendi. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesiminde bulunan
katkir maddeleri Tablo 4’de gosterilmistir. Deney hayvanlarinin deneysel uygulama
yapilincaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

Tablo 4. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin bilesenleri

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8,0
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8,0
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%) 1,6
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2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Toplam 4 deney grubu su sekilde olusturuldu: Hayvan ¢alismalari, toplam 24
adet rat iizerinde gerceklestirildi. ilk agirlik olgiimleri yapilarak agirlhiklar:
kaydedildi. Ratlar; kontrol (grup 1), DX (grup 2), DX+0OXO (grup 3) ve OXO (grup
4) olmak iizere 4 gruba ayrildi.

Grup 1 (Kontrol) (n: 6): Yedi giinliik calisma siiresince herhangi bir islem
yapilmada.

Grup 2 (DX) (m: 6): Deneyin 1. gini doksorubisin hidroklorid
(C27H29NO11HCI) (Doxo Teva 50 mg flakon) 15 mg/kg i.p. tek doz uygulandi.

Grup 3 (DX+0OXO) (n: 6): Deneyin 1.giinli doksorubisin hidroklorid
(C27H29NOI11HCI) (Doxo Teva 50 mg flakon) 15 mg/kg i.p. tek doz uygulandi.
Daha sonra deney siiresince oksolamin 50 mg /kg/giin 1.p. olarak verildi.

Grup 4 (OXO0) (n: 6): Deney siiresince oksolamin 1.p. olarak 50 mg/kg/giin
dozunda verildi.

2.3. Orneklerin Ahnmasi

Biitiin gruplardaki ratlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75
mg/kg)+xylazine (10 mg/kg) i.p. uygulanarak anestezi altinda etik yonergelere uygun
bicimde dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan ratlarin bobrek dokulari hizla
cikarildi. Cikarillan bobrek dokular1 histolojik c¢alisma icin % 10’luk formol
soliisyonunda tespit edildi.

2.4. Malondialdehit Cahsmasi

Malondialdehit calismasi icin 0.42 gr Tris-Base + 1.43 gr Tris-HCI + 3 gr
KCI ve 0.5 ml Tween 20, 250 ml distile suda hazirlandi. Hazirlanan bu tampon
orneklerin homojenatinda kullanildi. X gr doku tizerine 5 ml tampon ilave edildi ve
parcalandi. Homojenat 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatant kistmdan
1 ml bagka bir tiipe alindi. Alinan 1 ml 6rnek tizerine 1ml % 10’luk Triklosetik Asit
(TCA) (10 gr TCA 100 ml distile suda hazirland1) ilave edildi. Uzerine 1 ml %0.6
Tiyobarbiturik Asit (TBA) (0.6 gr TBA 100 ml distile suda hazirlanir hazirlanan
TBA +4 en fazla bir giin saklanabilir) ilave edildi. Uzerine 1 ml distile su ilave
edildikten sonra, son olarak 0.5 ml % 4 HCI ilave edildi (4 ml HCI 100 ml distile
suda hazirlanir, asit ve su siddetli reaksiyona girdigi i¢in miimkiinse asit damlalar

seklinde suya ilave edilmelidir).
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Hazirlanan karisim 90-95 °C de 120 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve iizerine 3 ml biitanol ilave edilip
vortekslendi. Daha sonra tiipler 5 dk 5000 rpm de santrijiij edilir ve olusan (biitanol
faz) siipernatanttaki kirmizi-pembe renk spekro kiivetine pipet yardimiyla alinir ve
biitanole karst 532 nm de okundu. Okunan absorbans degeri x: (okunanABS
+0.0344) /0.0492 formiiliiyle hesaplandi. Bulunan deger 5 ile carpildi (nedeni doku
homojenat1 Sml tamponda hazirlandi) ¢ikan sonu¢ homojenatta kullanilan doku
agirhigi kadardir.

2.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5-6 pm kalmliginda alman kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza
giden hiicreler belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol
serilerinden gecirilerek phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0.05% ‘lik
proteinase K ile 10 dakika inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek icin % 3 hydrogen peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. Phosphate
buffered saline ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika Equilibration Buffer ile
inkiibe edilip, 37° C* de nemli ortamda caligsma soliisyonu (%70 pnl Reaction Buftfer +
%30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop/Wash Buffer da 10 dakika
bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Perosidaz ile 30 dakika muamele edildi.
Diaminobenzidine (DAB) substrati ile apoptotik hiicreler goriintiilendi.

Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma soliisyonu
ile kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol dokusunda
Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi. Hazirlanan preparatlar Novel N-800M
mikroskobunda incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis ¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi.
Kesitlerde 10'luk biiyiitmede rastgele segilen alanlarda, normal ve apoptotik en az
500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik) hiicrelere
oranlanmasi ile Apoptotik indeks (Al)’1 hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.
Skala bar: 20pm. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrmtili olarak verilmistir

(Tablo 5).
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Tablo 5. TUNEL Boyama Prosediirii

islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3X15 dakika
3 %100, %96, %80, %70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri smirlayici kalem ile ¢izilir.
6 1: 500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu 20 dakika
7 PBS 3X5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji (% 3 H,0,) 3 dakika
9 PBS 3X5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 10 dakika
11 Caligsma soliisyonu (%70 ul Reaction Buffer 60 dakika
12 Stbp}W;sﬂguffer (erila +Distile su (68ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3X5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3X5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 %80, %96 ve %100 etil alkol 1'er dakika
21 Xylol 2XS5 dakika
22 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma. .

2.6. Immiinohistokimyasal inceleme

Bobrek dokusunda MMP-2, MMP-9 VE ASIC3 imminreaktivitesinin
belirlenmesi i¢in Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi (Tablo 6).
Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda alman kesitler polilizinli lamlara alindi.
Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in H,O, ile muamele edildi. Deparafinize
edilen dokular dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen retrieval i¢in sitrat tampon
soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi. Zemin
boyasimi engellemek i¢in Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision Corporation,
USA) soliisyonu ile 5 dakika muameleden sonra primer antikorlar (Anti-MMP2
antibody, PA1122-2, Bosterbio, USA, Rabbit Anti-MMP-9 Polyclonal Antibody, bs-
0397R, Bioss, USA. Rabbit Anti-ASIC3a/ASIC3 Polyclonal Antibody, bs-12132R,
Bioss, USA) ile 60 dakika inkiibe edildi. Dokular, primer antikor uygulanmasindan
sonra sekonder antikor (biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit 1gQG),
TP-125-BN, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1s1sinda

inkiibe edildi. Sekonder antikor uygulanmasindan sonra Streptavidin Alkaline
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Phosphatase (TS-060-AP, Lab Vision Corporation, USA) ile 30 dakika nemli
ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra distile su icerisine alindi. Dokulara Fast
Red Substrate System (TA-125-AF, Lab Vision Corporation, USA) soliisyonu
damlatilip 151k mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra es zamanli olarak
distile su ile yikamaya alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan dokular
distile sudan gecirilerek uygun kapatma soliisyonu (Large Volume Vision Mount,
TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatild.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin
yaygmlig: (0.1: < % 25, 0.4: % 26-50, 0.6: % 51-75, 0.9: % 76-100) ve siddeti (0:

yok, + 0.5: ¢ok az, + 1: az, + 2: orta, + 3: siddetli) esas almarak histoskor

olusturuldu. (Histoskor= Yayginlik x siddet)

Tablo 6. Immiinohistokimyasal boyama prosediirii

Sira Islem Siire

1 Xylol I 10 dakika
2 Xylol II 10 dakika

3 Xylol 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika

8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1sisinda sogutma 20 dakika
10 PBS (Phosphate Buffered Saline) 3X5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3X5 dakika
13 Normal blok soliisyonu 5 dakika

14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3X5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3X5 dakika
18 Strepavidin Streptavidin Alkaline Phosphatase 30 dakika
19 PBS 3X5 dakika
20 Fast Red 5 dakika

21 Distile su 5 dakika
22 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Akarsu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile kapatma ~ .eeeeene
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2.7. Istatistiksel Analiz
Tim istatistiksel analizler SPSS version 22 programi kullanilarak yapildi.

Gruplar aras1 degerlendirme One-way ANOV A ve posthoc tukey testi ile yapildi.
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3. BULGULAR

3.1 Malondialdehit diizeyi

Bobrek dokusu MDA diizeylerinin ortalamast ve gruplar arasindaki
degisiklikler Sekil 11°de gosterilmistir. Kontrol (25.17+0.73 nmol/g protein) ve
OXO (30.01+1.57 nmol/g protein) gruplar1 arasinda bébrek dokusu MDA diizeyleri
acisindan anlamli fark saptanmadi. Doksorubisin grubunda bobrek doku MDA
diizeyleri 34.82+8.69 nmol/g protein olarak saptandi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda DX grubunda MDA diizeyleri daha yiiksek diizeyde saptandi, fakat
bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p»>0.05). Doksorubisin grubuyla
(34.82+£8.69 nmol/g protein) kiyaslandiginda ise DX+OXO (34.09+£5.03 nmol/g
protein) grubu bobrek doku MDA diizeyleri agisindan anlamli bir degisiklik

izlenmedi.
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Sekil 11. Calisma gruplarina ait bobrek dokusu MDA diizeyleri.

3.2 TUNEL Boyama

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanimn 1s1k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi tim gruplarda bobrek
dokusunda glomeriil ve tiibiil (Kirmiz1 ok) hiicrelerinde gozlendi.
Bobrek dokusunda TUNEL pozitifligi, kontrol ve OXO grubunda benzerdi (Sekil
12). (Sekil 13). (Sekil 14).
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Sekil 12. Caligma gruplarma ait bobrek dokusu apoptotik indeks (%) diizeyleri.
* Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
1g1nda, (p<0.05).
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Sekil 13. Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Skala bar: 20pum.
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Sekil 14. Oksolamin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler (—).
Skala bar: 20pum

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DX grubunda TUNEL pozitifligi
anlamli olarak daha yiiksek diizeylerde bulundu (p<0.05) (Sekil 15).

vq' i
« Sy a . ﬁl
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Sekil 15. Doksorubisin grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif hiicreler
(—). Skala bar: 20pum.
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Doksorubisin grubuyla karsilagtirildiginda ise DX+OXO grubunda TUNEL
pozitifligi anlamli olarak daha diisiik diizeylerde izlendi (p<0.05) (Sekil 16).

Sekil 16. DoksorubisintOXO grubuna ait bobrek dokusunda TUNEL pozitif
hiicreler (—).Skala bar: 20pum

3.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde; immiinreaktivitenin
yaygmligi (0.1: <% 25, 0.4: % 26-50, 0.6: % 51-75, 0.9: % 76-100) ve siddeti (O:
yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak histoskor olusturuldu

(Histoskor= yayginlik x siddet)

Tablo 7. Histoskor
GRUP Histoskor= yayginhk x siddet
MMP 2 MMP 9 ASIC3
KONTROL 0.28+0.04 0.38+0.40 0.18+0.40
DX 0.76+0.81* 2.55+0.36% 1.23+0.32%
DX+0XO 0.30+0.06 1.70+0.24* 0.63+0.081"
0XO 0.26+0.05" 0.36+0.51 0.06+0.51°

3.3.1. MMP-2 immiinreaktivitesi
Matriks metalloproteinaz-2 immiinreaktivitesi i¢in yapilan immiino

histokimyasal boyamanin 1s1k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; MMP-2
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immiinreaktivitesi bobrek dokusunda sadece peritiibiiler olarak gozlendi. Matriks
metalloproteinaz-2 immiinreaktivitesi kontrol grubunda 0.284+0.04 yayginliginda

ooriildii (Sekil 17). (Sekil 18).
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OX0
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a
KONTROL DX DX+0XO
Grup

Sekil 17. Calisma gruplarma ait bobrek dokusu MMP-2 diizeyleri.

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,
® DX grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 18. Kontrol grubuna ait bobrek doku MMP-2 immunreaktivitesi. Skala

?i

bar: 20pm.
Doksorubisin ~ grubunda ~ MMP-2  immunreaktivitesinin ~ 0.76+0.81

yayginliginda oldugu goriildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DX grubunda
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MMP-2 immiinreaktivitesi anlamli olarak daha yiiksek diizeylerde saptandi (Sekil
19).

Sekil 19. Doksorubisin grubuna ait bobrek doku MMP-2 immiinreaktivitesi.
Skala bar: 20pum.

DoksorubisintOXO grubuna ait bobrek dokusu MMP-2 immiinreaktivitesi
0.30+£0.06 yaygmhiginda gozlendi. Matriks metalloproteinaz-2 immiinreaktivitesi,
DX+0XO grubunda DX grubuna gore belirgin olarak daha diisiik diizeylerde
saptand1 (p<0.05) (Sekil 20).
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Sekil 20. DoksorubisintOXO grubuna ait bobrek doku MMP-2
immunreaktivitesi. Skala bar: 20pum.

Sadece oksolamin verilen grupta bobrek dokusu MMP-2 immiinreaktivitesi
0.26+0.05 yaygmlhiginda gozlendi (Sekil 21).

- PLME L o P
Sekil 21. Oksolamin grubuna ait bobrek doku MMP-2 immiinreaktivitesi.
Skala bar: 20pm.
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3.3.2. Matriks metalloproteinaz-9 immiinreaktivitesi

Matriks metalloproteinaz-9 immiinreaktivitesi icin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
MMP-9 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda sadece peritiibiiler olarak gozlendi.
Matriks metalloproteinaz-9 immiinreaktivitesi kontrol grubunda 0.38+0.40

yaygimliginda gortldi (Sekil 22). (Sekil 23).

a
i E GRUP MMP 9

KONTROL DX DX+0XO OXo
Grup

3 -

1,5 4

Histoskor

Sekil 22. Calisma gruplarma ait bobrek dokusu MMP-9 diizeyleri.
Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

? Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

. - — .-l:‘_-;,. 1_:1'!:“:%}. > N

20um.
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Kontrol  grubu ile karsilastirildiginda DX  grubunda MMP-9
immiinreaktivitesinde belirgin bir artis vardi (p<0.05) ve 2.55+0.36 yaygmliginda
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Sekil 24. Doksorubisin grubuna ait bobrek doku MMP-9 immunreaktivitesi.
Skala bar: 20pum.

SR TR G S e Y
Sekil 25. DoksorubisintOXO grubuna ait bobrek doku MMP-9 immunreaktivitesi.
Skala bar: 20pum.
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DoksorubisintOXO grubunda MMP-9 immiinreaktivitesi 1.70+0.24 olarak
degerlendirildi (Sekil 25). DoksorubisintOXO grubunda MMP-9 immiinreaktivitesi
DX grubuna gore daha diisiik diizeylerde saptandi. Sadece oksolamin verilen grupta
ise MMP-9 immiinreaktivitesi 0.36+0.51 yaygmliginda gézlendi (Sekil 26).
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Sekil 26. Oksolamin grubuna ait renal doku MMP-9 immiinreaktivitesi. Skala
bar: 20pm.

3.3.3. Aside Duyarh Iyon Kanali-3 immiinreaktivitesi

Aside duyarli iyon kanali 3  immiinreaktivitesi i¢in  yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 151k mikroskopi altinda incelenmesi sonucu;
ASIC3 immiinreaktivitesi bobrek dokusunda sadece tiibiiler olarak gozlendi.

Kontrol grubuna ait bobrek dokusunda ASIC3 immiinreaktivitesi 0.18+0.40

yayginliginda goriildi (Sekil 27, 28).
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Sekil 27. Calisma gruplarma ait bobrek dokusu ASIC3 diizeyleri.
Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
* Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® DX grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

Sekil 28. Kontrol grubuna ait bobrek doku ASIC3 immunreaktivitesi. Skala bar:

20um.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DX grubunda bobrek dokusu ASIC3
immiinreaktivitesinde belirgin bir artis vardr ve 1.234+0.32 yaygmhginda oldugu
gorildi (p<0.05) (Sekil 29).

52



Sekil 29. Doksorubisin grubuna ait bobrek doku ASIC3 immunreaktivitesi. Skala
bar: 20pum.
DoksorubisintOXO grubunda bobrek dokusu ASIC3 immiinreaktivitesi DX

grubuna gore daha diisiik diizeylerde izlendi ve 0.63+0.08 olarak degerlendirildi
(Sekil 30).
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Sekil 30. DoksorubisintOXO grubuna ait bobrek doku ASIC3 immunreaktivitesi.
Skala bar: 20pum.
Sadece oksolamin verilen grupta bobrek dokusu ASIC3 immiinreaktivitesi

0.06+0.51 yayginliginda saptandi (Sekil 31).
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Sekil 31. Oksolamin grubuna ait bobrek doku ASIC3 immiinreaktivitesi Skala bar:
20pum
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4. TARTISMA

Doksorubisin, antrasiklin tiirevi, kemoterapotik bir ilactir. Antrasiklinler,
1963’de bir mantar tiirii olan Streptomyces peucetirus variete caesiu kiiltiirlinden
dretilmistir (1, 2). Doksorubisin genellikle solid tiimorler (uterus, meme, tiroid,
ozefagus, over ve akciger karsinomlar1 gibi), akut 16semi, Hodgkin ve non-Hodgkin
lenfoma ve yumusak doku sarkomlarmmin tedavisinde kullanilmaktadir.
Antineoplastik ilaclarin pek¢ogu, diger alanlarda kullanilan ilaclara gore fazla toksik
ilaglardir; fakat bunlarin kanser gibi son derece ciddi ve halen 6nemli bir 6liim
nedenini olusturan durumlarda yararli olmalari, bu sakincalarin Onemini
azaltmaktadir (43). Antrasiklinlerin sik goézlenen yan etkileri, kemik iligi
baskilanmasi, sa¢larda dokiilme, mukozit, bulanti-kusma ve deri pigmentasyonunda
artmadir. Nefrotoksisite, DX tedavisinin dnemli diger bir yan etkisidir. Bobreklerin
kanlanmasinin fazla olmasi toksik maddelere daha ¢ok maruz kalmalarina ve toksik
hasarlanmaya duyarli olmalarina neden olmaktadir. Doksorubisinin, miyelotoksisite,
(79) hepatotoksisite (80) ve kardiyomiyopati (81) gibi diger organlara olan etkisi,
potansiyel olarak DX kaynakli nefropatiye katkida bulunmaktadir. Oksidatif hasar,
DX’e bagl toksisite patogenezinde Onemli bir mekanizmadir. Serbest radikal
olusumu, antioksidan enzimlerde azalma ve lipid peroksidasyonunda artma
patogeneze katkida bulunmaktadir (5, 6, 78). Patogenezde sorumlu tutulan serbest
radikaller O2, OH ’ler1 ve nitrik oksittir. Doksorubisin, intraseliiler hidrojen
peroksit ve siiperoksit diizeylerini artirir. Serbest radikallerin indiikledigi MDA gibi
lipid peroksidasyon iirlinlerinin de patogeneze katkisi oldugu gosterilmistir.
Doksorubisin uygulamasi karaciger, bobrek ve kalpteki antioksidan diizeylerini
azaltmakta ve lipid peroksit diizeylerini ise artirmaktadir (78, 99). Doksorubisin
nefropatisinin patogenezinde rol oynayan oksidatif hasarin 6nlenmesine yonelik
olarak ¢ok sayida antioksidan ajanla ¢esiti caligmalar yapilmistir. Srdjenovic ve ark.
(92), DX uygulamasimin ratlarin bobrek dokularinda lipid peroksidasyon artigina ve
antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklige neden oldugunu antioksidan tedavi
sonrasinda ise oksidatif hasarmn geriledigini gostermislerdir. Kurkuminin, oksidatif
hasar1 baskilayarak ve glutatyon peroksidaz aktivitesini artirarak DX nefropatisi
iizerinde koruyucu etkileri oldugu gézlenmistir (173). Zingiber officinale ekstraktinin

renal antioksidan sistem aktivitesini artirarak DX’nin neden oldugu renal hasari
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azalttigi gosterilmistir (174). Benzer olarak Luffa acutangula ekstraktinin da DX
nefrotoksisitesinde antioksidan 6zellikleriyle koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir
(175). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda nikotinamid, likopen, silymarin gibi ajanlarin
antioksidan oOzellikleri ile DX nefropatisinde koruyucu etkileri saptanmistir (176,
177).

Oksolamin (3-fenil-5,8-dietilaminoetil-1, 2, 4-oksadiazol), antitusif olarak
kullanilan bir ajandir. Ayrica, oksolamin analjezik, antiinflamatuar, lokal anestezik
ve antispazmodik Ozelliklere sahiptir (17). Aspirin 1ile karsilastirildiginda
oksolaminin analjezik, anti-inflamatuar etkisi oldugunu belirtilmistir (18). Yapilan
toksikoloji ¢alismasinda, 50 mg/kg/giin dozunda oksolamin uygulamasi sirasinda, 3
hafta i¢cinde hafif salivasyon artis1 haricinde patoloji tespit edilmemistir (19).
Oksolaminin antitusif olarak yaygin kullanimma ragmen diger etkileri agisindan
literatiirde fazla caligma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, DX ile olusturulan deneysel bobrek hasarinda renal doku
apoptotik indeks, MDA, MMP-2, MMP-9 ve ASIC3 diizeylerindeki degisiklikler ve
oksolaminin bu parametreler {izerindeki etkileri arastirilmistir.

Apoptoz (programlanmig hiicre 6liimii), bir¢ok sistemin homeostazinin
stirdiiriilmesinde onemli rol oynamaktadir. Diger taraftan apoptoz, hiicre yikimida
aktif procestir. Antikanser ilaglar1 tipik olarak proapoptotik Ozelliklere sahiptir ve
etkinlikleri kanser hiicrelerindeki apoptotik hiicre dliimiinii tesvik etme yetenegi ile
baglantilidir. Doksorubisinin 6nemli sitotoksik mekanizmalarindan birisi apoptoz
indiiksiyonudur (52). Doksorubisin, DNA hasar1 ve serbest radikallerin liretimini
artrrarak apoptoza neden olmaktadir (178). Tsang ve ark. (99), doksorubisinin
hiicrelerde apoptozise neden olabilecegini gostermistir. Doksorubisinin apoptotik
etkisine p53 proteini aracilik etmektedir (52). Doksorubisin uygulamasmin
osteosarkom hiicrelerinde apoptozisle iliskili kaspas 3 ve sitokrom C diizeylerini
artirdig1 gosterilmistir (99). Doksorubisin, renal tiibiil hiicrelerinde apoptozu
indiiklemektedir (98). Kronik renal hastaliklarin belirleyici 6zelligi olan tiibiiler
atrofinin anahtar Ozelligi renal tiibiiler hiicre apoptozudur (69). Doksorubisin
uygulamasindan sonra renal tiibiiler hiicrelerde apoptozun arttig1 gosterilmistir (100).
Ratlarda DX ile olusturulan deneysel modelde renal tiibiiler hiicrelerde fenotipik

degisikliklerin ve apoptozisin meydana geldigi gosterilmistir (101). Adriamisinle
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olusturulan deneysel nefrotik sendrom modelinde 6zellikle tiibiilointerstisyel alanda
apoptotik hiicrelerin yogunlastigi ve ayni1 bolgede inflamatuar hiicre oraninin da
artmis oldugu gosterilmistir (102). Adriamisin nefropatisinde pentoksifilinin
etkilerinin arastirildigi bir calismada apoptotik hiicrelerin sayisinda artis oldugu
gosterilmistir (101). Bununla birlikte, Biiyiik¢elik ve ark.’nin yaptigi calismada ise
DX ile olusturulan nefrotik sendrom modelinde apoptozisin artmadig1 saptanmistir
(103). Doksorubisin, renal dokuda oksidatif stresi tetiklemekte ve apoptozise neden
olmaktadir. Renal tiibiiler hiicrelerde endojen metallotioninler (MT) I/II'nin
ekspresyonu ile DX’nin indiikledigi apoptoz arasinda korelasyon tespit edilmistir
(104). Lahoti ve ark. (105) DX’nin indiikledigi nefrotoksisite calismasinda pro-
apoptotik APAF-1, Kaspaz-3, Bax ve Bad proteinlerinde artis; anti-apoptotik Bcl-2
ve Bcel-xLL genlerin ekspresyonunda azalma, p53 gen ekspresyonunda artis ve p53
geninin regiilatérii Mdm2 supresyonunu tespit etmislerdir. Yapilan bagka bir
calismada da DX’nin glomeriiler hiicrelerde 6zellikle Bax proteinlerinde artis ve Bcl-
2 ekspresyonunda azalma yaparak apoptozu indiikledigi gorilmiistiir (106).
Adriyamisin’in Bcel-xL ekspresyonunu azaltarak indiikledigi renal tiibiiler hasari
endojen PGI2 birikiminin azalttig1 diisiiniilmiistiir (107). Calismamizda kontrol
grubuna gore doksorubisin uygulanan ratlarda apoptotik belirteg olan TUNEL
immunreaktivitesinde hem glomeriiler hem tiibiiler bélgede belirgin bir artis tespit
edildi. DoksorubisintOXO grubunda ise renal doku TUNEL immiinreaktivitesi DX
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik diizeylerde gozlendi. Bu bulgular DX nin
renal dokuda oksidatif stresi ve apoptozu artirdigin1 gostermekte olup literatiirde bu
konuda yapilmis olan caligmalarla uyum saglamaktadir. Oksolamin ise DX’e bagl
olarak meydana gelen hem glomeriiler hem de tiibiiler apoptozu azaltmaktadir.
Doksorubisin’in indiikledigi nefropatide epitelyal hiicre hasar1 ve proteiniiri
gelismektedir. Bu renal toksisite glomeriiler vakuolizasyon ve tiibiiler dilatasyonu
icermektedir. Son caligmalarda, kapiller loop’un segmental okliizyonu ve epitelyal
hiicre hasari, tuft-kapsiil adezyonuyla karekterize glomeriil hasar gosterilmistir.
Doksorubisin nefropatisinde gelisen kast formasyonu tiibiiler obstriiksiyon ve tiibiiler
bazal membran parcalanmasiyla tespit edilen interstisyel hasarin gelisiminin
baslangicidir (10, 11). Doksorubisin nefropatisi ENaC bagimli voliim retansiyonu ve

renal fibrozise yol agmaktadir. Doksorubisinin indiikledigi nefrotik sendrom
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sirasinda ENaC stimiilasyonu icin gerekli sinyalin ne oldugu anlagilamamistir (12).
Aside duyarli iyon kanallari, DEG/ENaC siiper familyasindan, voltaj bagimsiz,
amilorid sensitiv, katyon-selektif kanallardir. Aside duyarli iyon kanallarinin
ekstraselliiler asidoza duyarh ve iskemi, fraktiir ve postoperatif durumlar gibi ¢esitli
patolojik durumlarda nosisepsiyona katkida bulunan kanallar oldugu ileri
stirtilmiistiir (164, 170, 171). Aside duyarli iyon kanallar1 yaygin olarak santral ve
periferik sinir sisteminde bulunur (164, 165). Bununla birlikte testis, pituiter bez,
akciger epitelyal hiicreler, kemik ve iiretelyal hiicrelerde nonndral olarak ASIC
ekspresyonu tespit edilmistir (166-168). Ayrica, beyin, serebellum, bobrek,
karaciger, akciger, pankreas; kolon; lenfosit, over, prostat, ince barsak, testis,
trigeminal ganglion gibi bircok santral ve periferik insan dokusunda RT-PCR
amplifikasyonu kullanilarak ASIC2a ve ASIC3 transkriptlerinin ortak ekspresyonu
tespit edilmistir (163). Aside duyarli iyon kanallar1 ve ENac kanallar1 bobrek disi
dokularda agr1 ve tat algilamada 6nemli rol oynamakla birlikte bobreklerde asit-baz
algilamada molekiiler mekanizmadaki rolleri rapor edilmemistir (179). Bununla
birlikte yeni yapilan caligmalarda degerin proteinlerin, bobrek damarlarinda basing
bagimli organ yaralanmalarma karst koruma ve kan akiminin diizenlenmesi
mekanizmalardan olan miyojenik daralmaya katkida bulundugu ileri siirtilmiistiir. Bu
konu ile ilgili olarak yapilan calisma sonuglari, ASIC2’nin renal myojenik yanit
iletimine katkis1 oldugunu gostermis ve bobrek hasari ve hipertansiyona karsi
myojenik daralmada koruyucu rolii ile tutarli bulunmustur (180).

Aside duyarli iyon kanali 1, ASIC2 ve ASIC3’iin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde (VSMC) eksprese edildigi ve burada migrasyona katkida bulunduklar1
gosterilmistir. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin migrasyonunun, hipertansiyon, diabetes
mellitus, ateroskleroz ve koroner anjiyoplasti sonrasi restenoz gibi bircok vaskiiler
bozuklugun patofizyolojisinde 6nemli rol oynadigina inanilmaktadir. Aside duyarl
iyon kanali proteinlerin, migrasyona katkis1 tam olarak bilinmemekle birlikte, elde
edilen sonuglar ASIC proteinlerin arter duvari hasarini1 takiben VSMC yeniden
yapilanmasinda oOnemli bir rol oynayabilecegi olasiligini gostermistir. Yapilan
calisma verileri ASIC protein ekspresyonunun sadece duyusal epitelyum ve sinir

dokuda simirli olmadigini diistindiirmektedir (181).
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Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar, inflamasyonun indiikledigi ASIC kanal
ekpresyonu artisini1 onlemektedir. Aspirin ve salisilatlarin ASIC3 igeren kanallar1
inhibe ettigi gosterilmistir. Aside duyarl iyon kanali akim ve ASIC ekspresyonunun
kombine inhibisyonu, NSAII’lar1 doku inflamasyonuna bagl agri durumunda genis
spekturumlu tedavide ideal kilmaktadir. Nonsteroid anti-inflamatuar ilaglar, doku
inflamasyonunun akut fazinda inflamatuar asidoz nedeniyle agriya duyarli néronlarin
aktivasyonunu, ASIC akimlarmnin hizli inhibisyonuyla bloke eder. Kronik fazda,
ASIC akimlarinin ve ekspresyonlarmin COX’in kombine inhibisyonuyla agri
duyarhiligin1 azaltmaktadir (14,16). Diklofenak ve ibufenin ASIC protein
ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir (182, 183).

Calismamizda diger NSAII benzer olarak oksolaminin ASIC3 diizeylerini
azalttig1 saptanmistir. Doksorubisin ile birlikte uygulandiginda ASIC3’i belirgin
olarak azaltmasi, oksolaminin antiinflamatuar etkinligini desteklemektedir.

Cinko bagimli endopeptidaz ailesinden olan matriks metalloproteinazlar
viicutta fizyolojik ve patolojik bircok siiregte gorev alir. Deneysel caligmalarda
bobrek dokusunda proksimal ve distal tiibiilde ve tavsanlarda toplayici kanallarda ve
insan glomeriillerinde MMP eksprese edildigi gosterilmistir (184). Jelatinazlar
glomeriilde (Ozellikle insan mezangial ve epitelyum hiicrelerinde) ve tiibiilde
(Ozellikle proksimal tiibiil hiicrelerinde) eksprese edilmektedir (185). Matriks
metalloproteinaz 2 ekspresyonu, rat ve insan mezengial hiicre kiiltiirtinde
gosterilmistir. Matriks metalloproteinaz 9 mRNA, normal rat bdbreginde
predominant olarak glomeriilden eksprese edilmistir (148). Bobrek glomeriil
hiicreleri, interstisyel fibroblastlar ve tiibliler hiicrelerin MMP-2 ve MMP-9
salgiladig1 gosterilmistir (149). Jelatinazlardan MMP-2, fibroblastlar, epitel ve
mezankimal hiicreler tarafindan ve MMP-9 sentezi glomeriil epitelyum hiicreleri ve
mezangial hiicreler tarafindan iiretilmektedir (186). Matriks metalloproteinazlar
TIMP ile birlikte glomeriiler mezengial hiicreler ve interstisyel fibroblastlarin
proliferasyon/apoptozunu diizenler. Matriks metalloproteinaz 2 ve MMP 9, normal
renal gelisim ve glomeriiler hastaliklar ile iligkilidir. Matriks metalloproteinaz 2 ve
MMP 9 aktivitesi ve ekspresyonundaki degisiklikler direkt olarak ekstraseliiler
matriks turnoveri ile ilgilidir. Bu da glomeriiler skarlasma ve renal hiicre

fonksiyonunda azalmaya neden olabilmektedir. Deneysel veriler ve klinik ¢aligma
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bulgulari, artmis MMP aktivitesinin yapisal glomeriiler hasarla korele oldugunu ve
artmis glomeriiler MMP ekspresyonunun glomeriiler hastalik siirecine katkida
bulundugunu gostermektedir (150).

Bobrek hastaliklarinin patogenezinde MMP’lerin rol aldigi gosterilmistir.
Matriks metalloproteinazlar 6zellikle fibrozis patogenezinde rol oynayan onemli
yolaklardan birisidir. Deneysel modellerde kronik bobrek hastaliklari, karaciger
fibrozisi ve myokard infarktiisii gibi hastaliklarda fibrozis gelisiminde MMP-2 ve
MMP-9 gibi jelatinazlarin rol oynadigi gosterilmistir. Matriks metaloproteinazlarin
proliferatif glomeriilonefritlerin patogenezinde de rol oynadigi diistiniilmektedir.
Lupus nefriti, IgA nefropatisi, postenfeksiyoz glomeriilonefrit ve Henoch-Schonlein
Purpurasinda artmis glomeriiler MMP-9  bulunmustur (187). Anti-GBM
glomeriilonefrit indiiksiyonundan 3-7 giin sonra, glomeriiler patoloji ve hasar
gelisimi ile paralel olarak MMP-9 mRNA’nin glomeriilden ekspresyonunun artmasi,
MMP-9’un glomeriilonefrit sirasinda GBM’nin proteolizisinde 6nemli rolii oldugunu
diistindiirmektir. Matriks metalloproteinaz 2’nin nefritin sonraki fazinda rol
oynayabilecegi distliniilmistiir (147). Matriks metalloproteinaz 9’un lokal olarak
proteolitik aktivitesinin artis1 glomeriiler proteiniiri (150) ile ve tip 2 diabette gelisen
albumintiri (151) ile baglantili bulunmustur. Podositlerin kiiltiirde MMP-9 iirettigi
gosterilmistir  (152) ve podosit hasar1 doksorubisin nefropatisi gelistiginde
karekteristik bulgudur (113). Yusuke ve ark. (9) yaptig1 calismada, DX non-immiin
yolla glomeriiler hasar modelinde, glomeriiloskleroz ve albliminiirinin artiginda
MMP-9 ve MMP-13"1n rolii oldugunu tespit etmislerdir. Doksorubisin tedavisi ¢esitli
kanser hiicrelerinde (Ornegin, iirotelyal hiicrelerde, doksorubisine maruz kaldiginda
prostaglandin E2 ve IL-1p artis oldugunu gosterilmistir) inflamasyonu uyarmaktadir
(54). Ayrica DX tedavisi adezyon proteinlerini ve matriks metalloproteinaz MMP-
2/MMP-9 gen ekspresyonunu etkilemekte (55) ve  hiicre ayrigmasiyla
sonu¢lanmaktadir (56). Miyokardiyal ve dolasimdaki MMP aktivasyonu 6zellikle de
MMP-2 aktivasyonu DX nin toksik etkilerinin progresyonuyla yakin iligkilidir (153).
Matriks metalloproteinaz-2’nin farelerde DX’in indiikledigi kardiyotoksisitenin akut
belirteci oldugu bulunmustur (152). Bartekova ve ark. (154) total SOD (siiper oksid
dismutaz) aktivitesinin indirgenmesi ile DX’in sol ventrikiildeki MMP-2

aktivasyonuyla ve apopitoz indiiksiyonuyla iliskili oldugunu tespit etmislerdir.
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Bircok bobrek hastaliginin patogenezinde MMP yapim artiginin gosterilmesi
MMP’lerin baskilanmasin1 hedef alan tedavi segeneklerini giindeme getirmistir.
Matriks metalloproteinazlari inhibisyonu anti-Thyl.1 nefritinde patolojik bulgular1
tyilestirmistir. Sentetik bilesiklerle MMP inhibisyonunun mezangial hiicre aracili
glomeriilonefrit formlarmin tedavisi i¢in yeni bir yaklasim sekli olabilecegi ileri
siriilmiistiir (188). Metalloproteinaz inhibitorii olan doksisiklin glomeriilonefritli
hastada proteiniiri diizeyini azaltmistir (189). Glomeriilonefritli hastalarda ACE
inhibitorii fosinopril ile tedavinin plazma ve idrar MMP diizeylerini azalttigi
gosterilmistir (190). Calismamizda DX uygulanan ratlarda renal doku MMP-2 ve
MMP-9 diizeylerini kontrol grubuna gdre anlamli sekilde daha yiiksek saptamamiz
diger calisma sonuclariyla uyumlu olarak DX nefrotoksisitesinde MMP’lerin rol
aldigmi desteklemektedir. Oksolamin’in, DX ile birlikte uygulanmasi nefrit
gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen MMP-2, MMP-9 diizeylerini azaltmistir. Bu
sonuclar oksolaminin antiinflamatuar etkinligini desteklemektedir.

Bu ¢aligmada

e DX uygulamasit bobrek dokusunda apoptoz, MDA, MMP-2, MMP-9 ve

ASIC3 seviyelerini artirmaktadir.

e Oksolamin uygulamasinin DX nefrotoksisitesinde MDA iizerine anlamli
etkisi tespit edilmedi.

e Oksolamin uygulamasi DX nefrotoksisitesinde inflamasyonda arttig1
diistiniilen ASIC3’1 anlamli sekilde azaltmuistir.

e Oksolamin uygulamasi glomeriil ve tiibiilde apoptotik indeksi DX grubuna
gore azaltmistir.

e  Oksolamin uygulamasi, nefrit gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen MMP-2 ve

MMP-9’u azaltmistir.

Oksolamin, doksorubusin nefropatisi modelinde jelatinazlar1 baskilamis
ayrica antiapoptotik ve antiinflamatuar etkiler gdstermistir. Oksolaminin klinikte
kullannm  endikasyonlar1 disinda farkli  endikasyonlarda kullanmak igin
antiinflamatuar etkinlik acisindan gerek doz gerekse siire ile ilgili olarak genis capli
deneysel arastirmalara ihtiyag vardir.

Sonug olarak doksorubisin uygulanan ratlara oksolamin verilmesi renal doku

MMP-2, MMP-9 ve ASIC3 diizeylerini ve apoptotik indeksi anlamli sekilde
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azaltarak doksorubisin nefrotoksisitesi gelisimini Onlemede olumlu etkiler

saglayabilir.
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