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Ozet

Latirizm kollajen sentezinde capraz baglantida énemli bir enzim olan lizil oksidazin inhibisyonuna bagl olarak
ortaya gikan defektif kollajen sentezi ile karakterize bir durumdur. Bir latirojen ajan olan beta-aminoproprionitril
(B-APN) bag dokusu metabolizmasinin ¢aligilmast igin uygun bir ajandir.

Tetrasiklinlerin kollajenaz ve jelatinaz gibi matriks metallaproteinazlarini inhibe ettigi bilinmektedir. Doksisiklin
antimikrobial tetrasiklinlerden en etkili matriks metalloproteinaz inhibitériidiir. Bu ¢alismada deneysel olarak
olusturulmus latiizm modelinde, sistemik doksisiklin uygulamasinin kollajen yapisi lizerine olan etkilerinin elekt-
ron mikroskobik ve biyokimyasal olarak incelenmesi amaglanmistir.

Bu caligmada agirliklari 250-300 gram olan 30 Wistar rat kullanildi. Yirmi rat deney grubu (grup 2 ve grup 3)
10 rat ise kontrol grubu (grup 1) olarak degerlendirildi. Deney grubunda (grup 2, 10 rat) giinliik hazirlanan
B-APN’in 40 giin subkutan olarak uygulanmasi ile latirizm olusturuldu. Kirkinci giinde bu gruptan deri biyopsileri
alindi. Uglincti gruba 40 giin BAPN uygulamasini takiben oral yoldan 15 giin siireyle 21 mg/giin dozda suda
¢6ziinmiis doksisiklin uygulandi. Ellibesinci giin sonunda giin sonunda bu ratlardan alinan deri biyopsileri di-
gerleri ile birlikte morfolojik olarak incelendi. Serum IL-6 degerleri ELISA metodu ile ¢aligildl.

Doksisiklin uygulanan grupta (grup 3) morfolojik ve biyokimyasal olarak iyilesme olmadigini g6zlemledik.

Sonug olarak; oral yoldan iki hafta siireyle uygulanan doksisiklin deneysel olarak olusturulmus latirizm modelin-
de, kollajen yapisi lizerine morfolojik ve biokimyasal olarak iyilestirici etki géstermemistir.
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Summary

Background and Design: Lathyrism is characterized by defective collagen synthesis due to inhibition of lysyl
oxidase, which is essential for interfibrillar cross-linking. Lathyritic agent b-aminoproprionitrile (B-APN) accept-
ed as a suitable agent for the study of connective tissue metabolism. Tetracyclines are known to inhibit the ma-
trix metalloproteinases such as collagenase and gelatinase. Doxycyclin is the most potent matrix metallopro-
teinase inhibitor among antimicrobial tetracyclines. Our purpose was to investigate the role of doxycycline on
collagen structure in experimentally induced lathyrism by electron microscopically and biochemically.

Materials and Methods: Thirty Wistar rats weighting between 250-300 gm were used in this study. Twenty
rats were used as test (group 2 and 3) and 10 rats were used as control group (group 1). Experimental lath-
yrism was created with daily subcutaneous injection of lathyritic agent B-APN for 40 days in 20 rats (group 2
and 3). At day 40, skin biopsies were taken from 10 rats of the test group (group 2) to evaluate the effect of
B-APN on dermal collagen. After 40 days, in the third group (10 rats) doxycycline 21 mg daily was adminis-
tered orally for 15 days. In the first group (10 rats) no medication was performed after 40 days. At day 55, skin
biopsies were taken from the first and third group. Serum IL-6 levels were measured by ELISA.

Results: We did not observe remarkable improvement in the third group both electron microscopically and bio-
chemically.

Conclusion: Administration of doxycycline by oral route did not improve the structure of collagen both morpho-
logically and biochemically, in experimentally induced lathyrism.
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Latirizm kollajen yapisindaki ¢apraz baglarnn  dir'®. Latirizm, bazi baklagillerde ve tahillarda
olusmasinda rol oynayan, lizil oksidaz enziminin  bulunan Lathyrus tiirleri ve bunlarin toksik ige-
inhibisyonuna bagl olarak gelisen, hasarl kolla-  riklerinin viicuda alinmasi ile olusmakta, insanla-
jen sentezi ile karakterize bag dokusu hastaligi- i ve pek ¢ok hayvan tiirlini etkileyebilmektedir.
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Latirojenler lizil oksidaz enzimini inhibe ederek kollaje-
nin gapraz baglantisini engelleyen maddeler olarak bi-
linmektedir*®. Latiritik ajan olan beta-aminoproprionitrile
(B-APN) bag dokusu metabolizma galismalarinda biiyiik
kabul gérmektedir. Deneysel latirizm modelinin patolojik
etkisi kikirdak, kemik, fibréz ve elastik bag dokusu gibi
kollajen igeriginin fazla oldugu dokularda incelenmekte-
dir".

Tetrasiklinlerin antimikrobiyal etkilerinin yanisira memeli
kollajenazini ve diger birgok matriks metalloproteinazla-
rni (MMP) inhibe edici etkisi vardir’. Antimikrobiyal tet-
rasiklinler icinde, doksisiklinin en etkili matriks metallop-
roteinaz inhibitéridur.

Yapilan galismalarda tetrasiklinlerin, sitokinleri de ige-
ren (IL-1B, TNFa, IL-6) pro-enflamatuar ve otoimmun
mediatorlerin salgilanmasini etkiledigi de gosterilmistir®.
IL-6 dokudaki yaralanma ve konak enfeksiyonu goste-
ren, konak cevabinin 6nemli mediatorlerinden biridir.

Bu calismada deneysel olarak olusturulmus latirizm mo-
delinde sistemik doksisiklin uygulamasinin elektron mik-
roskobik olarak kollajen yapisi lzerine ve biyokimyasal
olarak serum IL-6 diizeylerine olan etkilerinin incelen-
mesi amaglanmistir.

Yontem ve Geregler

Bu calismada agirliklart 250-300 gram olan 30 adet
“Wistar rat” kullanildi. Yirmi rat deney grubu (grup 2
ve grup 3) 10 rat ise kontrol grubu (grup 1) olarak de-
gerlendirildi. Deney grubunda (grup 2, 10 rat) -
APN'in (Sigma A-3134) 5mg B-APN/ 0.4 ml ha-
cim/100gr vicut agirhgr dozunda her giin taze olarak
hazirlanarak 40 glin boyunca subkutan olarak uygulan-
masi ile deneysel latirizm olusturuldu. Kirkinci giinde
bu gruptan deri biyopsileri alindi. Uglincii gruba 40
glin B-APN uygulamasini takiben 15 giin sireyle 21
mg/glin dozunda suda ¢6ziinmiis doksisiklin oral yol-
dan uygulandi. Ellibes giin sonra bu ratlardan ve kont-
rol grubundan alinan 1 mm?® buyukligundeki doku 6r-
neklerine % 5'lik gluteraldehit ile primer fiksasyon 2
saat ve %2'lik osmiyum tetroksit ile post fiksasyon 1
saat sure ile yapildi. Doku 6rnekleri dereceli alkoller-
den gegirerek dehidrate edildi ve epoxy resin igine go-
mildu. Bir mikron kalinhginda alinan doku 6rnek kesit-
leri toluidin mavisi - azur Il ile boyandi. Olympus BH2
mikroskobunda fotograflandi. Leica Ultracut R ultra-
mikrotumda alinan 70nm kalinliginda kesitler uranil
asetat-kursun sitrat ile kontrastlandi. Zeiss 9S2 elekt-
ron mikroskobunda fotograflandi.

Ratlardan alinan kan 6rnekleri 1000 devir/dakika'da 10
dakika santriflij edilerek serumlar ayrildi. Serum IL-6
diizeyi Endogen ELISA kiti (Endogen Rat Interleukin-6
ELISA, Pierce Endogen Inc. Wobum MA, USA) kullani-
larak 450-550 nm'de standart ELISA cihazinda &lcul-
da.

istatistiksel degerlendirme icin Kolmororov Smirnov ve
One Way ANOVA (Post Hoc Tukey HSD) testleri kulla-
nildi. Sonuglar aritmetik ortalama ve standart sapma
olarak verildi.

Sonuglar

Kontrol grubunda epidermis, basal lamina ve kollagen
fibrillerin normal yapi ve gériiniimde oldugu izlendi. ikin-
ci grupta epidermis yapisinda incelme, keratohiyalin
grantllerde artig, bazal laminada incelme ve dizensiz-
lesme, kollajen yapisinda bozulma, fibroblastlar i¢inde
endoplazmik retikulumun geniglemesine bagl vakuoli-
zasyon dikkati cekmekteydi (Resim 1,2). Uciincii grup-
ta ise epidermiste incelme, bazal membrandaki diizen-
sizlik ve kollajen yapisindaki bozulmanin devam ettigi
g6zlendi. Keratohiyalin grantilleri ve fibroblastlar iginde-
ki vakuolizasyon azalmigti (Resim 3,4).

ELISA yontemi ile, ortalama serum IL-6 degerleri birinci
grupta 12.2+1,3, ikinci grupta 23,016%4,6 ve tglncl
grupta 27,912 8 olarak élgiildi (Grafik 1). Birinci gru-
ba oranla iki ve lglincu grupta IL-6 degerlerindeki artis
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001, F=59,8).

Tartisma

Bizim ¢alismamizda; B-APN'in distik dozda her giin
subkutan olarak enjekte edilmesiyle latiritik ratlar olustu-
rulmustur. Akut lezyonlarin olusmasini engellemek ama-
ci ile B-APN dustk dozda ve 40 ginlik deney periyo-
dunda uygulanmistir.

Deney hayvanlarindan ratlarda; tetrasiklinlerin oral yol-
dan uygulamanin daha etkili oldugu® ve tedavi edici do-
zunun 21 mg/giin olarak bildiriimesi®® nedeni ile galig-
mamizda doksisiklin oral yoldan bu dozda verilmistir.

Golub ve arkadaglan™" tetrasiklinlerin diger antibiyotik-
lerden farkli olarak, kollajenaz aktivitesini inhibe ettikleri
ve bu ilaglarin yeni kesfedilen 6zellikleri sayesinde asiri
kollajen yikimi ile seyreden bazi medikal ve periodontal
hastaliklarin tedavisinde yeni yaklagimlar getirecegi go-
ristini ortaya atmiglardir. Bu enzimin aktivasyonu bag
dokusunun temel yapi proteinlerinden olan kollajen yiki-
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minda 6nemlidir. Bu sekildeki patolojik kollajenolizis,
RA, osteoartrit, DM, bill6z dermatolojik hastaliklar, kor-
neal Ulserler ve periodontitiste Gnemli bir olaydir®.

Yapilan galismalarda tetrasiklinlerin kollajenaz aktivitesi-
ni baskilama 6zelliklerini ilacin Ca*ve Zn** gibi metal
iyonlarina baglanma &zelligine bagl oldugunu &ne stir-
muslerdir. Gunki bu enzim normal konformasyonunu ve
hidrolitik aktiviesini slirdlirmek igin bu katyonlara bagim-
lidir. Tetrasiklin ailesinin ekstrasellliler kollajenaz aktivi-
tesini baskilama gticti farklilik géstermektedir. Semisen-
tetik tetrasiklinler, yani doksisiklin ve minosiklin, tetrasik-
lin hidroklortirden daha etkilidir. Doksisiklin bunlar igin-
de en gugli olanidir ve bu etkisi Zn** katyonuna daha
siki baglanmasindan kaynaklanmaktadir'?. Bu calisma-
lardan yola gikarak galismamizda semisentetik doksisik-
lin kullanilmistir.

Resim 1: Epidermis kalinhiginda azalma, keratohiyalin graniiller-
de artis ve kollajende disorganizasyon. E: epidermis, Ok: bazal
membran, *: kollajen lif (Boya: Toluidin mavisi-azur Il, X400).
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Tetrasiklinler, antimikrobial etki disindaki 6zellikleri ne-
deni ile bulléz pemfigoid, dermatitis herpetiformis, pi-
yoderma gangrenosum, rosacea, ve alfa-1 antitirpsin
eksikligi pannikdliti gibi bazi enfeksiyéz olmayan der-
matolojik hastaliklarin tedavisinde etkilidirler. Bu etkisi-
nin; noétrofil fonksiyonlarini ve fosfolipaz A2'yi inhibe
etmesine, doku yikimi ve inflamasyon sonrasinda nét-
rofiller tarafindan olusturulan reaktif oksijen Urtinlerinin
ortamdan uzaklastirimasina bagl olabilecegi dustndl-
mektedir'?.

Resim 2: Bazal laminada incelme ve endoplazmik retikulumda
vakuolizasyon (Uranil asetat-kurgun sitrat,X25000).

AR e st k.
Resim 3: Epidermiste incelme, kollajen kalinlagsmig ve diizen-

siz E: Epidermis, ok: Basal membran, * Kollajen lif (Toluidin
mavisi-azur Il, X400).
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IL-6; fibroblast, endotel hiicreleri, aktive olmus T hiic-
releri ve aktif makrofajlar tarafindan uretilmektedir. IL-
6, enfeksiyon ya da yaralanma sonrasi olusan akut ce-
vapta interlékin-1 (IL-1) ve tiimér nekrozis faktor alfa
(TNF-a) kadar 6nem tagimaktadir. IL-6 ayni zamanda
immun sistemde B hiicresi farklilagsmasinda rol almak-
tadir. Bu sitokinin kemik rezorpsiyonunu arttirdigi da
bilinmektedir'®*'®. Tetrasiklinlerin sitokin tretimini inhibe
ettigi gosterilmis ve bu durum, tetrasiklinlerin ekstra-
selliler matriks icinde MMP aktivitesini baskilamasina
ve dolayisiyla patolojik yikimin ilerlemesini 6nlemesine
baglanmistir®. Kloppenburg ve arkadaslar bir tetrasik-
lin tlirevi olan minosiklin kullanan 65 romatoid artritli
hasta Uzerinde yaptiklari galismada, minosiklin kulla-
nan grupta plasebo grubuna gére serum IL-6 ve roma-
toid faktor diizeylerinin tedavi sonrasinda dustiginu
ve tetrasiklinlerin antienflamatuar etkilerinin bu sitoki-
nin sentezinin inhibe edilmesine bagh oldugunu 6ne
strmiglerdir'.

Resim 4: Bazal laminada incelme devam ediyor, vakuolizas-
yon kaybolmus. N: Fibroblasta ait gekirdek, * endoplazmik
retikulum (Uranil asetat-kursun sitrat, X22500).

Denek sayisi

Grafik 1: Serum IL-6 degerlerinin gruplara gére dagiimi.
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Calismamizda latiritik grup ve doksisiklin uygulanan
grupta kontrol grubu ile karsilastinldiginda serum IL-6
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis tespit ettik
(p<0.001). Beklenilenin aksine doksisiklin uygulanan
grupta IL-6 seviyelerinde herhangi bir diisis saptama-
dik, bundanda 6te doksisiklin uygulanan grupta da lati-
ritik gruba gore IL-6 seviyesi anlamli olarak ylksekti
(p<0.01). Ayni zamanda elektron mikroskobik olarak da
kollajen yapisinda diizelme olmadigini saptamamiz; bu
doz ve stirede uygulanan doksisiklinin ultrastriiktirel
parametreler ve serum IL-6 seviyesi lizerine herhangi
bir olumlu etki olusturmadigini desteklemektedir.

Sonug olarak bu galismada oral doksisiklin uygulamasi-
nin gapraz baglantisi engellenerek olusturulmus defektif
kollajen Uzerine etkili olmamasini, tetrasiklinlerin yeni
kollajen sentezi lizerine etkili olmayip, etkilerinin daha
¢ok yikimi engellemesi yoniinde olmasina bagl olabile-
cegini dislindik. Bu konuda daha detayli sonug elde
edebilmek igin farkli dozlarda ve farkl tetrasiklin tiirleriy-
le yapilacak daha genis gapli galismalara ihtiyag duyul-
maktadir.
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