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Deneysel Renal Ablasyon Modelinde Doksisiklinin Glomeruloskleroza Etkisi 

Dr.Devrim Tayfur. Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji AD 

devrimtayfur@yahoo.com 

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ve doğal doku inhibitörleri (TIMP) ekstrasellüler 

matriksin yapısının korunmasında önemli rol oynarlar. Pek çok hastalık sonucu skarlanma 

ekstraselüler matriksin sentezi ile yıkımı arasındaki dengesizlikle ilişkilidir. MMP 

inhibitörlerinin renal hastalıklarda iyileştirici ya da hasarlanmayı azaltıcı etkisi bildirilmiştir. 

Oysa  segmental skleroz durumundaki etkileri bilinmemektedir. Doksisiklin bir antibiyotiktir 

ve MMP inhibitörüdür. Bu çalışmada, renal ablasyon nefropatisi modelinde doksisiklin 

uygulamasının glomeruloskleroz üzerindeki etkisinin araştırılması ve MMP2, MMP 9, TIMP 

I ve II ve Kollajen TipIV düzeyleri değerlendirilmesi ile mekanizmaya ışık tutulması 

amaçlanmıştır.   

Çalışmamızda 28 adet dişi Wistar albino sıçanın 14’üne 5/6 nefrektomi uygulanmış 

bunların ve nefrektomi uygulanmayanların yarısına oral doksisiklin verilmiştir (40mg/kg/gün-

toplam 28gün). Sakrifikasyon sonrası Hematoksilen&Eozin ve ‘periodic acid methenamin 

silver’ (PAMS) histokimyasal boyaları ile glomerüllerdeki sklerotik değişiklikler yanı sıra, 

immünfloresans ile MMP-9 düzeyleri ve immünhistokimyasal olarak TIMP-2 ekspresyonu 

değerlendirilmiştir. Ayrıca ELİSA ile, TIMP-1 ve TIMP-2 düzeyleri; jelatin zimografiyle pro 

ve aktifMMP–2 ve MMP-9 ölçülmüştür. 

 Araştırma sonucunda 5/6 nefrektomi modelinde doksisiklinin glomerulosklerozu 

azaltıcı etkisi saptanmıştır. Glomeruloskleroz artan gruplarda kollajen tip IV azalmıştır. 

Kontrol grubuna göre doksisklin alanlarda MMP–9 doksisiklin ile artmış, oysa proMMP9 ve 

2 azalmıştır. 5/6 nefrektomi olup Doksisiklin alan ve almayanlar karşılaştırıldığında 

Doksisiklinle glomeruloskleroz, TIMP-2 ekspresyonu azalmış, aktif ve pro MMP-2 belirgin 

şekilde artmış, proMMP-9 ve MMP-9’da değişiklik olmamıştır. TipIV kollajen daha fazla 

düzeyde saptanmıştır.  

Bu bulgular Doksisiklinin glomeruloskleroz üzerine azaltıcı etkisini vurgulamakta, 

ancak bunun MMP-2 ve 9 inhibisyonuyla ilişkisi açıklanamamaktadır. Mekanizma 

açıklanamadığı için diğer MMP, TIMP ve kollajenlerin de doksisiklin ilişkili azalan 

glomerulosklerozla ilişkisi araştırılabilir.  

Anahtar Kelimeler: Matriks metaolloproteinazlar, Matriks metaolloproteinazların 

doku inhibitörleri, Doksisiklin, Renal Ablasyon Nefropatisi, Glomeruloskleroz

mailto:devrimtayfur@yahoo.com
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SUMMARY  

The effect of doxycicline on glomeruloscleresis in Renal Ablation Model  

Dr.Devrim Tayfur.  

Dokuz Eylul University Medical School Department of Pathology 

devrimtayfur@yahoo.com 

Matrix metalloproteinases (MMP) and their tissue inhibitors (TIMP) are important in 

the maintenance of extra cellular matrix. Beneficial effects of MMP inhibitors in renal 

diseases were reported, but their effect on segmental sclerosis is unknown. The aim of this 

study is to investigate the effect of doxycycline; a tetracycline group antibiotic and an 

inhibitor of MMP; in renal ablation nephropathy and to evaluate the levels of MMP-2, 9, 

TIMP I and II, and collagen type IV which might enlighten the mechanism.  

 Fourteen of the 28 female Wistar albino were 5/6 nephrectomised. Doxycyline were 

given to seven of the 14 nephroctomised and non nephroctomised animals (40 mg/kg/day 

total 28 days). After sacrification morphological changes in the glomeruli were evaluated by 

light microscopy; MMP-9 expression with immunoflourescence; TIMP-2 expression with 

immunohistochemistry. TIMP-1 and TIMP-2 levels were measured with ELISA; pro and 

activeMMP-2 and MMP-9 were evaluated with zymography. 

Glomerulosclerosis scores were decreased in 5/6 nephrectomised rats receiving 

Doxycycline. Collagen type IV was decreased with increased glomerulosclerosis. Compared 

with the control group MMP-9 was increased in doxycycline administered group, but 

proMMP-2 and 9 were decreased. When 5/6 nephrectomised groups were compared, 

Doxycycline administered group had lower glomerulosclerosis scores and TIMP-2 

expression; significantly higher pro and activeMMP-2 levels; and similar levels of proMMP-9 

and MMP-9; higher amount of type IV collagen. 

Doxycycline was found to decrease glomerulosclerosis in ablation nephropathy. It is 

hard to explain the mechanism by MMP-2 and 9, TIMP-1 and TIMP-2 expression. 

Investigation of collagen III and other MMP’s may clarify the mechanism.  

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

doxycycline, renal ablation nephropathy, glomerulosclerosis 
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GİRİŞ 

 

Böbreğin filtrasyon işlevini gerçekleştiren primer anatomik yapı glomerüldür. Glomerül 

kapiller bir yumak ve bu yumağın merkezinde yer alan mezangiumdan oluşmaktadır. 

Mezangium bazal membran benzeri bir materyal ve bunun içerisinde yer alan mezangial 

hücreleri içeren mezangial matriksten oluşur. Glomerül içerisindeki kan akımının kontrolü ve 

filtrasyonu yanısıra fagositoz işlevi de görür (1) . 

 

Glomerüllerin incitici etkenlerle karşılaşmaları sonucu son aşama bulgusu 

glomeruloskleroz ortaya çıkar ve bu özel olarak global skleroz olarak tanımlanabilir. 

Glomerulosklerozun ön planda izlendiği bir grup hastalık ise glomerulosklerotik hastalıklar 

olarak tanımlanmaktadır. Diabetik nefropati, fokal segmental glomerüloskleroz (FSGS) ve 

bazen hafif zincir depozisyon hastalığı bu gruptadır.  

 

Matriks metalloproteinazlar (MMP) hücre dışı matrikste yer alır ve kollajen yıkımında 

rol oynarlar. Birçok fizyolojik ve patolojik durumda rol alan bu enzimlerin doğal inhibitörleri 

vardır [tissue inhibitor of matriks metalloproteaz  (TIMP)]. Pek çok hastalık ekstraselüler 

matriksin sentezindeki ya da yıkımındaki bozukluktan kaynaklanır. Bu ekstraselüler matriksin 

birikimi ile sonuçlanır. Böbrekte bu durumun önde gelen lezyonları intertisyel fibrozis ve 

glomerülosklerozdur. MMP’nin downregülasyonunun hipertansif glomerüloskleroz ve 

diyabetik nefropati gibi böbreğin inflamatuar olmayan hastalıklarıyla ilişkili olduğu 

saptanmıştır (2-8). Daha önce pek çok çalışmada kollajen miktarının arttığı durumlarda ve 

glomerüler hasarla seyreden patolojik durumlarda MMP düzeylerinin yükseldiği tespit 

edilmiştir (5,7,9). 

   

Doksisiklin, tetrasiklin grubu bir antibiyotiktir ayrıca MMP aktivitesini baskılayıcı 

özelliği vardır. Doksisiklin MMP inhibisyonunu bu enzimlerin çinko içeren katalitik 

bölümüne bağlanarak gerçekleştirir, geniş bir etki spektrumuna sahiptir.  Roach ve arkadaşları 

(10) sıçanlarda yapmış oldukları deneysel çalışmada; ağızdan doksisiklin uygulamasının 

iskelet kasındaki MMP–2 ve MMP–9 aktivitelerini baskılayarak iskemi-reperfüzyon 

hasarında azalmaya yol açtığını göstermişlerdir. Ayrıca MMP inhibitörlerinin kresentik 
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nefritte proteinüriyi azattığına dair yayın vardır (11). Oysa doksisiklinin sklerozan 

glomerulonefritteki etkisi bilinmemektedir. Bu çalışmada amacımız segmental skleroz 

oluşturulmuş ratlarda Doksisiklinin etkisini, MMP–9, TIMP–2 aktiviteleri ile tip 4 kollajen 

düzeyleri üzerine etkisini inceleyerek saptamaktır. 
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 GENEL BİLGİLER 

 

i.  Glomerüloskleroz patogenezi 

 

Normal işlev gören bir glomerülde filtrasyonda görevli 3 temel komponent (endotelyal 

hücreler, podositler ve glomerüler bazal membran) korunmuştur (12). Podositlerin 

birbirleriyle ilişkili ayaksı çıkıntıları proteinlerin tübüllere geçişini engelleyici bir bariyer 

oluşturur (13). Çeşitli faktörlerle bu doğal yapı değişikliğe uğrayabilir ve son dönem böbrek 

yetmezliğine gidebilecek boyutta hasar görülebilir.  

 

Fokal Segmental Glomeruloskleroz son dönem böbrek yetmezliği sebepleri arasında sık 

görülen bir antitedir. Birçok etyolojik faktör bu duruma sebep olabilir (Tablo 1). 

 

Primer fokal segmental glomerulosklerozda glomerülosklerozun patogenezi tam olarak 

bilinmese de lenfotoksin benzeri bir maddenin neden olduğu visseral epitelyal hücre (Podosit) 

hasarının temel rol oynadığı düşünülmektedir (14). Bu hasar sonrası glomerüllerde hücresel 

proliferasyon ile fibrozis ve skar dokusu oluşmaktadır. 

 

Ailesel formlarda podosit membran proteinlerinde mutasyonlar vardır. Bu mutasyonlar 

çoğunlukla podosin, a-actinin 4, CD ile ilişkili protein ve nefrin proteinlerini kodlayan 

genlerde görülür (15). 
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Tablo 1. FSGS ‘in etyolojik faktörlere göre sınıflandırılması: (16) 
 
Primer (idyopatik) FSGS 

Sekonder FSGS 

1. Ailesel/genetik 

A. α-aktinin 4 Mutasyonları 

B. Podocin Mutasyonları 

C. WT-1 Mutasyonları 

D. β-integrin Mutasyonları  

2. Virus-ilişkili 

A. HIV-1 (HIV-ilişkili nefropati) 

B. Parvovirus B19 

3. İlaçla indüklenmiş durumlar 

A. Eroin (Eroin nefropatisi) 

B. Interferon α 

C. Lithium 

D. Pamidronate 

4. Adaptasyon için meydana gelen fonksiyonel ve yapısal 

değişiklikler 

A. Böbrek kitlesinde azalma 
Oligomeganefronni 

Unilateral renal agenezi 

Renal displazi 

Reflu nefropatisi 

Kortikal nekroza bağlı sekel 

Cerrahi renal ablasyon 

Kronik allograft nefropatisi 

Nefronların fonksyonlarında azalmaya neden olan böbrek hastalıkları 

B- Doğal renal kitle varlığı zemininde gelişenler  
Hipertansyon 

Arter embolisi ya da diğer akut vazo-okluzif durumlar 

Obezite 

Siyanotik konjenital kalp hastalıkları 

Orak hücreli anemi 
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Sekonder FSGS gelişiminde glomerüler kapiller duvarda meydana gelen hasar 

glomerüllerde adaptif değişiklikler yaratır ve bu değişiklikler skleroz gelişimine neden olur. 

Özellikle Transforming growth faktör β (TGF-β) glomerüler proliferasyon yanısıra 

ekstraselüler matriksin progresif birikiminden de sorumludur. Yapılan bir deneysel çalışmada 

TGF β’nın ekstraselüler matriks (ESM) sentezini arttırdığı ve yıkımını da azalttığı tespit 

edilmiştir (17).  

 

Glomerüllerde hasar meydana getirecek pek çok mekanizma vardır. Bu hasar 

immünkompleksler ile ilişkili olabilir, anormal proteinlerin glomerüllerde birikimiyle 

gerçekleşebilir, trombüs kaynaklı olabilir, hemodinamik sebeplerden meydana gelebilir, ya da 

özellikle podositlere karşı gelişmiş direkt toksik hücresel hasarlanma ile olabilir. FSGS’in 

kliniğinde meydana gelen karakteristik bulgu olan proteinüri podositlerin hasarıyla meydana 

gelen protein bariyerinin bozulmasından kaynaklanır (18,19). Hasar yaratıcı stresin 

sürmesiyle epitelde ve hatta altında bulunan bazal membranda da zaman içinde hasar 

meydana gelerek tübüllerin içerisinde bulunan spesifik olmayan proteinler de idrara geçmeye 

başlar (13). Bu hasar sonucu ortaya çıkacak durum glomerülde hasarlanmayla tetiklenen 

profibrotik sürece ve glomerülün rejenerasyon kapasitesine bağlı olarak değişir (20).  

 

Glomerüllerde tamir kapasitesi vardır. Hatta hasar sonucu skleroza giden bir glomerülde 

bile sürekli bir hücre turn-over’ı mevcuttur. Glomerülde en yüksek tamir kapasitesine sahip 

hücre podosittir. Bununla beraber ESM birikimiyle skleroz gelişirse yeniden yapılanma 

profibrotik ve antifibrotik süreç tabii ki kollajen sentezi ve yıkımı arasındaki dengeye bağlı 

olacaktır. Bu denge hücre rejenerasyonu ile uyumlu bir şekilde çalışırsa glomerül doğal 

yapısını koruyabilir ya da minimal bir hasarlanma ile fonksiyonunu sürdürebilir. Veya hasarın 

devamı ya da rejenerasyon kapasitesindeki yetersizlikler böbrek kronik böbrek yetmezliğine 

neden olur (20). 

 

Histolojik olarak, FSGS da glomeruler kapiller lümeni oblitere olmuş ve birlikte 

ESM’de artış bulunan glomerüler yumak izlenir. Bu sklerotik lezyonlar fokaldir ve sadece 

glomerülün bazı segmentlerinde görülür. Ayrıca bu lezyonlar tipik olarak immün-kompleks 

birikimiyle ilişkili değildir (16). FSGS’deki bu sklerotik lezyonların lokalizasyonları FSGS’in 
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farklı morfolojik tiplerini oluşturur (Tablo 2).  Bu varyantlar önemlidir, çünkü aralarında 

prognostik ve hatta etyolojik farklar vardır. Bu değişik lokalizasyondaki lezyonlar farklı 

mekanizmalarla meydana gelmiş olabilir ve her bir mekanizma o varyantın patogenezini 

oluşturuyor olabilir (18,21).   

 

Tablo 2 . FSGS’in Morfolojik Tipleri (16) 

FSGS perihiler varyant 
 
FSGS selüler varyant 

 

FSGS tip  varyant 
 

FSGS kollabe varyant 

 

 

Perihiral varyantta skleroz vasküler polde görülür. Selüler varyantta kapiller yumakta 

selülarite artmıştır.  Tip (uç) türde glomerülün proksimal tübüle yakın ucu tutulmuştur. 

Kollabe (çökmüş) türde bir veya daha fazla glomerülde global ya da segmental kollaps 

görülür.   

 

Klinik olarak da bu lezyonlar birbirlerinden farklı seyir izlerler. Örneğin; kollabe tür son 

dönem böbrek yetmezliğine daha hızlı bir gidiş gösterir ve HIV’li olgularda daha sık görülür 

(16) . 
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ii.     Renal ablasyon nefropatisinde hasarlanma mekanizmaları 

 

Renal ablasyon nefropatisinde; glomeruloskleroz hastalıktan etkilenmemiş böbrekte 

adaptasyon sonucu gelişir. Renal kitle kaybı olan böbrekte gelişen hasar sonucu karşı 

böbrekte kompansatuar hipertrofi gelişir. Daha sonra proteinüri ve glomeruloskleroz oluşur. 

Son aşama olarak total glomeruloskleroz ve üremi meydana gelir. Meydana gelen glomerular 

hipertrofi hemodinamik değişikliklerle ilişkilidir. Bu değişiklikler artmış glomerular kan 

akımı, artmış glomerular filtrasyon, kapiller hipertansiyon ve sistemik hipertansiyon olabilir( 

Şekil 1 ). Yapılan bazı çalışmalara göre renal kitle azaltılması hemen her zaman için sistemik 

ve / ya da glomerüler hipertansiyon gelişimine yol açar (22,23).  

 

 

Şekil 1. Renal kitlede kayıba bağlı glomerüloskleroz gelişimi 

 

Temel olarak endotelyal/epitelyal hasar sonrası artan glomerular geçirgenlik sebebiyle 

serum proteinleri mezangial matriks içine geçmektedir, ardından gelişen mezangial hücre 

proliferasyonu ve makrofaj infiltrasyonu sonucu meydana gelen ekstraselüler matriks artışı 

segmental ve globuler skleroz gelişimine neden olmaktadır. Daha önce de belirtildiği gibi 

skleroz sürecinde en önemli role sahip olan medyatör TGF β’dir. Ancak; renal kitle azaltımını 

takiben gelişen progresif glomerulosklerozdan sorumlu kompleks patogenetik mekanizmalar 

henüz çok iyi anlaşılamamıştır (23,24). 
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Deneysel çalışmalara bakıldığında bir böbrek çıkarıldıktan ve diğer böbreğe parsiyel 

nefrektomi uygulandıktan sonra glomerüler kapiller basınçta bir artış meydana gelmektedir 

(25). Bu durum kronik hiperfiltrasyona karşı gelişmiş bir adaptasyondur.  Bidani ve Mitchell 

KD (23) yaptıkları deneysel araştırmada sıçanlara 5/6 nefrektomi uygulamışlardır. 

Operasyondan 12–16 hafta sonra geri kalan glomerüllerin % 25-50'sinde glomerüloskleroz 

izlenmiştir. Daha önce Güray ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada siklosporin-A 

toksisitesinin renal kitle ile ilişkisi araştırılmış ve bu amaçla ratların bir kısmına 5/6 

nefrektomi uygulanmıştır. Opere edilen ratların hepsinde segmental skleroz oluştuğu tespit 

edilmiştir (26). Glomerüler zedelenme, kompansatuar hiperfiltrasyona yol açan glomerüler 

kapillerde basınç artışına bağlanabilirken, bazı araştırmacılar progresif glomerülosklerozun, 

glomerüler hipertrofinin istenmeyen bir sonucu olduğunu öne sürmektedirler (23).  Bidani ve 

Mitchell KD (23)'nin çalışmasında 5/6 nefrektomi sonrasında normotansif sıçanlarda, renal 

yapı dikkat çekecek derecede korunmuştur. Bu araştırmaya göre şu sonuca varılabilir; 5/6 

nefrektomi sonrası hem hipertansiyon gelişen hem de normotansif olarak kalan sıçanlarda da 

belirgin glomerüler hipertrofi ve hiperfiltrasyon gelişmekte ancak bu adaptif değişiklikler 

sistemik hipertansiyon yokluğunda zedeleyici olmamaktadır. Ancak Griffin KA ve 

arkadaşlarının (27) yapmış oldukları bir deneysel çalışmada normotansif sıçanlarda uzun 

dönemde yavaş da olsa glomerulosklerozun gelişeceği gösterilmiştir. Fujihara ve ark. (28) 'nin 

yapmış oldukları bir çalışmada ise 5/6 nefrektomi yapılan sıçanlara mikofenolat 

mofetil(MMF) verilmiştir. Amaç allograft rejeksiyonunu önlemek amacıyla kullanılan ve 

lenfosit proliferasyon inhibitörü olan bu ilacın renal ablasyon sonrası böbrek üzerine olan 

etkilerini görmektir. Araştırma sırasında sıçanlarda 5/6 nefrektomi sonrası 30 gün içersinde 

sistemik hipertansiyon, glomerüler kapiller hipertansiyon, tek nefron hiperfiltrasyon ve 

hiperperfüzyonu yanısıra glomerüler büyüme olduğu görülmüş, 60 gün sonra ise 

glomerüloskleroz gelişmiştir. Santos ve arkadaşlarının yapmış oldukları deneysel çalışmada  

(25) rezeke edilen böbrek miktarı arttıkça glomeruloskleroz gelişiminin o kadar yoğun olduğu 

saptanmıştır. Özet olarak renal ablasyon nefropatisi glomerüllerde fokal-segmental skleroz 

(29) meydana getirmektedir. Progresif nefron yıkımı esas olarak, postglomerüler 

hipertansiyon, peritübüler kapillerlerde azalmış plazma akımı ve proksimal tübüler hücrelerin 

masif protein yüküne maruz kalması gibi postglomerüler fiziksel değişikliklerle ilişkili 

olabilir (30). Ayrıca, inflamatuar hücre infiltrasyonu, bölgesel hücrelerin aktivasyonu yanı 
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sıra serbest radikal üretimi de renal ablasyon nefropatisi patogenezinde rol alıyor olabilir 

(22,30). Çıkarılan renal kitlenin büyüklüğü de skleroz oranını etkilemektedir. 

 

iii. Matriks metalloproteinazlar 

 

MMP’lar matriks yıkımını yapan enzimlerdir. Fibroblastlar, makrofajlar, nötrofiller, 

synovial hücreler ve bazı epitel hücreleri gibi pek çok hücre tarafından sentez edilirler. MMP 

ailesi çok sayıda enzimi içerir ( Tablo 3 ). Bu ailenin üyeleri endometrial siklus (31), 

morfogenez (32), anjiogenez (33) , apopitoz (34), kemik uzaması (35), üreme (36), ülser (37),  

dokunun yeniden yapılandırılması (38), multiple skleroz (39), malign gliomlar (40), sistemik 

lupus eritematozis, artritler (41) ,periodontid (42,43), ateroskleroz ve kardiyovasküler 

hastalıklar (44-46), doku ülserasyonu, kanser hücresi invazyonu (47-51), gibi pek çok 

fizyolojik ve  patolojik süreçte görev alır (52). MMP’nin renal hastalıklar üzerinde de önemli 

bir rolü vardır (4,53,54,55). 

 

MMP’lar preproenzimler olarak sentez edilirler. Lökosit ve plazmin gibi proteinazlar 

tarafından üretilen serbest radikaller tarafından aktive edilirler. Bu enzimlerin çinko içeren 

kısımları onların katalitik aktivitesinden sorumludur (38,56). 
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Tablo 3. Matriks Metallo proteinaz ailesi ve substratları 

 

MMP AİLESİ  ANA SUBSTRATLAR 

İntertisyel kollajenaz  ( MMP 1) 

Nötrofil kollajenaz ( MMP 8) 

Kollajenaz-3 ( MMP 13 ) 

Xenopus Kollajenaz ( MMP 18) 

 

KOLLAJENAZLAR 

 

Fibriller kollajenler : 

Tip I 

Tip II 

Tip III 

Gelatinaz A ( MMP 2 ) 

Gelatinaz B ( MMP 9 ) 

 

GELATİNAZLAR 

Fibriler olmayan kollajenler: 
Tip IV 

Tip V 

Stromelizin-1 ( MMP 3 ) 

Stromelizin-2 ( MMP 10 ) 

Matrilizin ( MMP 7 ) 

Proteoglikanlar 

Laminin 

Fibronektin 

Fibriler olmayan kollajenler 
Stromelizin-3 ( MMP 11 ) 

 

 

STROMELİZİNLER 

 

Serin proteaz inhibitörleri 

Metalloelastaz ( MMP 12 )  

ELASTAZLAR 

Elastin 

Fibriler olmayan kollajenler 

MT1-MMP ( MMP 14 ) 

MT2-MMP ( MMP 15 ) 

MT3-MMP ( MMP 16 ) 

MT4-MMP ( MMP 17 ) 

MT5-MMP ( MMP 21 ) 

 

 

MEMBRAN TİP 

 

Progelatinaz A 

Enamelizin ( MMP 20 ) 

MMP 19 

MMP 23 

MMP 24 

 

 

SINIFLANDIRILAMAMIŞ 

 

 

BİLİNMİYOR 
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MMP ekspresyonunun regülasyonu büyüme faktörleri, hormonlar, sitokinler, fagositoz, 

fiziksel stress, selüler tansformasyon ile kontrol edilirken; MMP proteolitik aktivitesinin 

inhibisyonu TGF β, steroidler ve TIMPs ile yapılır. Doku inhibitörleri olan TIMP’ler pek çok 

mezankimal hücre tarafından sentez edilir ve MMP’ların kontrolsüz yıkım yapmalarını 

engeller (38,56,57)  ( Şekil 2). 

 

 

 
Şekil 2. MMP Regülasyonu 

 

iv.Matriks metalloproteinaz inhibitörleri 

 

MMP’ların proteolitik aktiviteleri, prekürsörleri üzerinden ve endojen inhibitörler ile 

sağlanır. Bu endojen inhibitörler metalloproteinazların doku inhibitörleridir; TIMP (56,57). 

 

MMP regülasyonunun, MMP prekürsörleri üzerinden kontrolü, MMP genlerinin gen 

ekspresyonunun azaltılması ya da arttırılması ile yapılır. Bu kontrol mekanizmasına etki eden 

faktörlerin bazıları; büyüme faktörleri,  sitokinler, forbol esterleri gibi kimyasal ajanlar, 

fiziksel stres, onkojenik selüler transformasyon, transforming growth faktör, retinoik asit ve 

UYARANLAR: 
       PDGF 
       EGF 
       IL1/TNF 

İNHİBE EDENLER: 
    TGF β 
     EGF 
     Steroidler 

MMP  
Proenzim formu 

Aktive eden: 
Plazmin 

Aktif MMP 
    ECM   
Yıkımı 

İnhibe eden: 
TIMP 
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glukokortikoidlerdir. Sadece eriyebilen maddeler değil hücre-matriks ilişkisi ve hücreler 

arasındaki ilişki de bu genlerin ekspresyonlarını etkileyen fakörlerdir (57).  

 

MMP’ların doku düzeyindeki inaktivasyonu ise TIMP’ler tarafından sağlanır. TIMP’lar 

MMP’ların dokulardaki endojen inhibitörleridir. Tanımlandıkları zamanlara bağlı olmak üzere 

TIMP1’den TIMP4’e kadar 4 tip doku inhibitörü bulunmaktadır. TIMP’ler tümörigenezde, 

metastazda ve anjiogenezde hücre invazyonunu engellerler. Yalnızca doku düzeyinde değil 

hücre düzeyinde de etkinlikleri tespit edilmiştir. Apoptoz, mitoz ve hücre büyümesi üzerine 

de TIMP’lerin etkinliği mevcuttur. TIMP içerisinde bulunan sistin terminali MMP’ın katalitik 

çinko ucuna bağlanır ve onu etkisiz hale getirir  (38,52). 

 

v. Non-İnflamatuar glomeruler hastalıklarda matriks metalloproteinazların yeri 

 

Glomeruler hastalıkların çoğu selüleritede meydana gelen değişikliklerle karakterizedir. 

Bu durum ESM kompozisyonunu da yakından etkilemektedir. Glomerullerde ekstraselüler 

matriks yıkımının temel düzenleyicileri MMP’lardır (38). Normal şartlar altında ekstraselüler 

matriks sentezi ve yıkımı arasında bir denge mevcuttur. Çeşitli nedenlerle meydana gelen 

MMP ekspresyonundaki değişiklikler ekstraselüler matriksin değişimine ve glomeruler 

hasarlanma yanısıra glomerüler skar oluşumuna ve renal yetmezliğe sebep olur (55). 

 

Non-inflamatuar glomerular hastalıklarda MMP’nin rolü çeşitli deneysel çalışmalarla 

değerlendirilmiştir. Genel olarak hipertansif glomeruloskleroz, hidronefroz, eroin nefropatisi, 

siklosporin nefropatisi gibi non-inflamatuar glomerülar hastalıklarda MMP’ların down 

regülasyonu görülmüştür (55).  Streptozosin verilmiş diabetik sıçanlar ile yapılan bir 

çalışmada diyabetik nefropati gelişen sıçan böbreklerinde MMP azalma (6) yanısıra TIMP-1 

düzeylerinde artış (8) tespit edilmiştir .  

 

Progresif glomeruloskleroz pek çok hastalıkta ortaya çıkabilir. Progresif 

glomeruloskleroz, Ekstraselüler matriks yapım ve/veya yıkımındaki bozukluk nedeniyle 

gelişen matriks birikimi ve bunun sonucunda  glomerülün mezangial matriksinde meydana 

gelen artış ile karakterlidir.  
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Steinmann-Niggli K ve ark.’larının (58) 63 sıçan üzerinde yaptıkları bir çalışmada anti-

Thy1.1 akut mezangial proliferatif nefrit modelinde nefrotik hayvanlara verilen sentetik MMP 

inhibitörü ile mezangial hücre proliferasyonunda, ESM birikiminde, glomerular hipertrofide 

ve proteinüride azalma tespit edilmiştir. Kollajen IV ve fibronektin gibi ESM komponentleri, 

MMP ve TIMP ekspresyon farklılıkları diyabetik ve diğer nefropatilerde incelenmiştir (3,54, 

59,60). Tübüllerin çevresinde ve glomerüllerde ESM’in artması diyabet için tipiktir (61,62). 

Ahuja ve ark.’larının (63) yayınladıkları bir olguda kresentrik glomerülonefriti olan bir 

hastanın akne tedavisi nedeniyle doksisiklin alması sonucu proteinürisinde %70 azalma tespit 

edilmiştir. Doksisiklinin kesilmesi ile proteinüri hızla artmıştır. 

 

vi. Doksisiklin ve etki mekanizması 

 

Tetrasiklinler geniş-spektrumlu ilk antibiyotiklerdir. Değişik mikroorganizmalara karşı 

etkin olduklarından çoğunlukla herhangi bir ayrım gözetilmeden kullanılırlar. Tetrasiklinler 

Mycoplasma pneumoniae, klamidya,  riketsiyalarla bazı spiroketler tarafindan oluşturulan 

enfeksiyonlar için seçilmesi gereken ilaçlardır (64). Bakteri ribozomlarında protein sentezini 

baskılıyarak bakteriostatik etki oluştururlar, bakteri hücresi içerisine girerek ribozomların 30S 

alt-birimine bağlanırlar ve bunun sonucunda 50S alt birimin akseptör noktasına aminoasil 

transfer RNA’nın bağlanmasını bloke ederler ve böylece peptid zincirine aminoasid 

eklenmesini olanaksız duruma getirirler (65).  

 

Dört halkalı hidronaftasen çekirdeğine eklenen yan grupların oluşturduğu değişik 

farmakolojik özelliklere göre üç gruba ayrılırlar; 

 

1) Kısa etkili tetrasiklinler: klortetrasiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin 

2) Orta etkili tetrasiklinler: demoksiklin, metasiklin 

3) Uzun etkili tetrasiklinler: doksisiklin, minosiklin 

 

Tedavi dozlarında bakteriyostatik olan bu antibiyotiklerin, antimikrobiyal spektrumları 

benzerdir.  
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Minosiklin ve doksisiklin en lipofilik olan gruplar olup, tüm vücut dokuları ve sıvılarına 

dağılımları iyidir. Doksisiklin tetrasiklin ailesinin bir üyesidir. Antimikrobiyal ve 

antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Aynı zamanda MMP inhibitörüdür. Doksisiklin MMP'lerin 

inhibisyonunu bu enzimlerin çinko içeren katalitik bölümüne bağlanarak gerçekleştirir, geniş 

bir etki spektrumuna sahiptir (66). Roach ve arkadaşları, sıçanlarda yapmış oldukları deneysel 

bir çalışmada, ağızdan doksisiklin uygulamasının iskelet kasındaki MMP–2 ve MMP–9 

aktivitesini inhibe ederek iskemi reperfüzyon hasarında azalmaya yol açtığını göstermişlerdir 

(10). Ayrıca Afsoon ve arkadaşlarının yapmış oldukları bir pilot çalışmada diyabetik 

proteinürili hastalara non-selektif MMP inhibitörü olan doksisiklin verilmiştir ve yaklaşık 4 

ay sonra proteinüride anlamlı miktarda azalma tespit edilmiştir(53). 
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 GEREÇ VE YÖNTEM 

 

1. Deneysel Yöntem 

Bu çalışmada, ağırlıkları 200–400 gr arasında değişen 28 adet dişi Wistar albino sıçan 

kullanıldı. Kullanılan deney hayvanaları, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları Labaratuar’ından sağlanmış olup %87 homojenitesi vardı. Deneysel çalışma için  

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulundan etik kurul onayı alnımıştır. 

 

Sıçanlar apex kafeslerde, 7’şer rattan oluşan 4 grup halinde izlendi. Hayvanların 

standart pellet yemlerinde ve içme sularında kısıtlama yapılmadı. Deney süresince,  Dokuz 

Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma birimi labaratuarında optimal koşullarda  ( ısı: 

22±2 C, nem: %55±5 ) tutulan sıçanlardan, I ve II. gruplara unilateral nefrektomi uygulanımı 

ardından geriye kalan böbreğe subtotal ( 2/3) nefrektomi uygulandı.  Sıçanlara bu işlem 

sırasında eter ile anestezi uygulanıldı. 

 

Bu gruplardan, birinci ve ikinci gruba sağ nefrektomi yapıldıktan sonra, sol böbreğin 

yaklaşık 2/3’lük bölümünde, sol renal arterin extrarenal dallarının 3 ya da 4’ünün 2 ya da 

3’ünde selektif ligasyon ile infarkt oluşturuldu (67,68). Subtotal (5/6) nefrektomi uygulanılan 

ikinci gruba ayrıca doksisiklin verildi. Üçüncü grubu oluşturan sıçanlara yalnızca doksisiklin 

verildi, subtotal (5/6) nefrektomi uygulanmadı.  Dördüncü grubu oluşturan sıçanlar kontrol 

grubu olarak kabul edildi; subtotal (5/6) nefrektomi uygulanmadı ve doksisiklin verilmedi. 

Doksisiklin sıçanların günlük sularına katıldı. Günlük doz 40mg/kg/gün olarak belirlendi. (69)  

28. günde sıçanlar toksik doz eter ile sakrifiye edildi. Sıçanların böbreklerinin 1/3’ü disseke 

edilerek zymografi, ELISA ve Western blot analiz işlemi için ayrıldı.  Geriye kalan böbrek 

dokusu ( böbreğin 2/3’ü ) patolojik inceleme için alındı. 
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2.  Patolojik İnceleme Yöntemi 

 

Histopatolojik inceleme: Patolojik inceleme için alınan böbrek dokusunun 1/3’ü 

formaldehit içerisinde fikse edildi. Formaldehit ile fikse edilmiş dokular doku takibi 

işlemlerinden sonra parafin içerisinde gömülerek bloklandı. Daha sonra 2 mikron kalınlığında 

doku kesitleri alınarak hematoksilen eosin ve PAMS boyaları ile boyandı.  

 

i.Glomerulosklerozun değerlendirme yöntemi 

Segmental skleroz oranı Hematoksilen Eozin ( H&E) ve periodic acid methenamin 

silver (PAMS) ile boyanmış kesitlerde ışık mikroskobi düzeyinde değerlendirildi. Artmış 

mezangial matriks ve kapiller kollaps içeren alanlar glomeruloskleroz olarak değerlendirildi 

(70,71).  Her sıçana ait kesitlerde Gürayve arkadaşları (26) nın yapmış oldukları çalışmadaki 

gibi 100 glomerül değerlendirildi. Normal  (0), hafif skleroz  (1+, lezyon glomerüler 

yapılanmanın %50’sinden daha azında ise ), yaygın skleroz  (2+, lezyon, glomerüler 

yapılanmanın %50’sinden daha fazlasında  ise) ya da global sklerotik  (3+, lezyon glomerüler 

yapılanmanın %100’ünü tutuyor ise) olarak skorlandı. 

 

ii. İmmünhistokimyasal değerlendirme yöntemi 

Formaldehit ile fikse dokulardan poly-l- lizinli lamlara alınan kesitler ksilol’de 20 

dakika inkübe edildi. Ardından, toplam 30 dakika süren ve birbirini takip eden   %96, %90, 

%80 and %70 alkol serisinden geçirildi. Kesitler musluk suyunda yıkandıktan sonra sitrat 

tampon içerisinde 15 dakika süre kaynatıldı. İmmünhistokimyasal boyama Lab Vision 

Autostainer 360 ile gerçekleştirildi. Daha sonra 5 dakika süre tris solüsyonu içerisinde 

bekletilen kesitler %3 ‘lük H2O2 damlatılarak 15 dk. bekletilmiştir; ardından tekrar 10 dakika 

süre ile tris solüsyonu içerisinde bekletildi. Large Volume Ultra V Block damlatılarak 5 dk. 

protein bloklaması yapılmış ve TIMP–2 (1/50, Neomarker) ve tip IV kollajen (prediluted, 

Neomarker) primer antikorları uygulandı. 1 saat süren primer antikor uygulamasının ardından 

kesitler tris solüsyonu ile yıkandı. Ardından Biotinylated Goat Anti-polyvalent ile 20 dk 

süreyle yıkanmıştır ve onu izleyen tris yıkamasından sonra kesitler Large Volume 

Streptavidin Peroxidase ile 20 dk süreyle yıkanmıştır. DAB Kromojen damlatılarak 7 dk 
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süreyle bekletilmiştir.(DAB Kromojen solüsyonu 10 ml Tris içinde DAB kromojen tabletin 

eritilip 3 damla H2O2 eklenmesiyle elde edilmiştir.)Daha sonra distile su ile yıkanmış ve 

Mayer’s hematoksilen ile boyanarak birbirini takip eden %70, %80, %90 ve % 96 alkol 

serilerinden geçirildi.  Son olarak 20 dakika ksilol’de bekletilen dokular kapatılarak ışık 

mikroskobunda incelendi 

 

Glomerular ekspresyon semikantitatif olarak  (0:negatif, 1:hafif 2:orta derece, 3:yaygın) 

her antikor için değerlendirildi. (72) 

 

iii. İmmünfloresan ile değerlendirme yöntemi 

Börbrek dokusunun 1/3’ü -50 C’de CO2 jet ile donduruldu. Kesitler aseton ile fikse 

edildikten sonra 5 dakika phosphate buffered saline solüsyonu (PBS) ile yıkandı ve MMP9 

(1/50, Santa Cruz Biotechnology) primer antikoru 20 dakika uygulandı. PBS ile yıkanan 

kesitlere floresan izotiyosiyanat işaretli sekonder antikor (1/50, Eugene, Oregon, USA) 

uygulandı.  Tekrar PBS ile yıkanan kesitler glysergel ile kapatılarak immunofloresan 

mikroskobunda incelendi. Glomeruler boyanma semikantitatif olarak (0:negatif, 1:hafif, 2:orta 

derece, 3:yaygın) değerlendirildi (73).  

 

3.   Biyokimyasal Yöntem 

 
i. Jelatinazlar (MMP–2, MMP–9) ve TIMP–1, TIMP–2 için dokuların hazırlanması 

Sıçanlardan alınan örneklerinden 100 mg doku tartıldı. Doku örneklerine ağırlıklarının 10 katı 

hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortamı (0.15 M NaCl, 10 mM CaCl2 ve % 0.05 Brij 35 içeren 

50 mM Tris-HCl pH 7,0 ) ilave edildi. Sonics marka (Sonics&Materials Inc, Danbury 

Conneticut USA) sonikatör ile buz üzerinde homojenize edildi. 10 000xg de 10 dak. santrifüj 

edildikten sonra supernatantlar alındı ve analiz süresine kadar –80 °C de saklandı. 

ii. Protein Analizi 

Protein düzeyleri Bicinkoninik Asit (BCA) yöntemi ile belirlendi. Yöntemin temeli 

alkali ortamda Cu+2–protein kompleksi oluşumuna ve Cu+2 nin Cu+1 indirgenmesine 
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dayanmaktadır. Örneklerde var olan protein miktarı indirgenmiş Cu+1 miktarı ile doğru 

orantılıdır. Oluşan renk oluşumu 562 nm de spektrofotometrik olarak değerlendirildi. Standart 

protein olarak sığır serum albumin (BSA) proteini kullanıldı. 7 farklı konsantrasyonda (25, 

125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 µg/ml) hazırlanan standart ile oluşturulan standart 

ölçümleme eğrisinden yararlanılarak örneklerdeki protein miktarı hesaplandı. (74) 

 

iii.Jelatin Zimografi              

 

Jelatin Zimografi yöntemi jelatinazlar olarak adlandırılan MMP–2 ve MMP-9’un hem 

zimojen (pro), hem de aktif formlarının aynı jel üzerinde saptanmasına izin veren 

elektroforetik bir yöntemdir. Yöntem, substrat (jelatin) içeren sodyum dodesil sülfat (SDS) 

jelin (SDS-PAGE) inkübasyonu sırasında açığa çıkan proteazlar tarafından yıkıma 

uğratılmasına dayanır. Proteolizisin gerçekleştiği bölgeler, jelin coomassie mavisi ile 

boyanması sonucunda koyu mavi zemin üzerinde beyaz bantlar olarak ortaya çıkan alanlar 

olarak belirlendi.(75) 

 

iv.Jelatin Zimografi Yönteminin Uygulama Aşamaları 

Doku örneklerinden elde edilen homojenatlarda mevcut jelatinazların aktivitelerini 

ölçmek için %1 Tip I jelatin ve %10 SDS içeren % 7,5’luk poliakrilamid jeller kullanıldı: 

ü Laemmli’nin tanımladığı gibi SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel 

Elektroforez)  jel hazırlandı (75). Önce ayırıcı jel % 7,5 oranında hazırlandı (Tablo 6) 

ve önceden kurulmuş olan elektroforez düzeneğinde yer alan iki cam arasına döküldü 

ve 1 saat jelin polimerize olması için beklendi. Jel-hava temasını engellemek için 

yüzey üzerine n-propanol eklendi. 

ü Jelleşme gerçekleştikten sonra % 4 oranındaki paketleyici jel hazırlandı (Tablo 6) ve 

ayırıcı jel üzerine döküldü. Örneklerin uygulanacağı kuyucukların oluşturulması 

amacıyla jel üzerine 12 dişli tarak yerleştirilerek jelleşme beklendi. Jelleşme 

oluştuktan sonra tarak dikkatli bir şekilde çıkarıldı.
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     Tablo 4. Jelatin Zimografi yönteminde poliakrilamid jellerin hazırlanması 

 
REAKTİF 

 
% 7.5 AYIRICI JEL 

 
% 4.0 PAKETLEYİCİ JEL 

 
Bidistile su 
 7.7 ml 6.10 ml 

10 mg/ml Jelatin substratı 2.0 ml  
--- 

 
% 30 Akrilamid 

 
5.0 ml 

 
1.3 ml 

1.5 M Tris-HCl, pH:8.8  
5.0 ml 

 
--- 

0.5 M Tris-HCl, pH; 6.8  
---- 

 
2.5 ml 

% 10’luk SDS  
200 µl 

 
100 µl 

% 10’luk APS  
200 µl 

 
100 µl 

TEMED  
20 µl 

 
10 µl 

 

ü Hazırlanan jeller, elektroforez tankına yerleştirildi.  

ü Eşit hacimde doku homojenatları, indirgeyici-olmayan örnek tamponu (Tablo 7) ile 

karıştırılarak jel üzerindeki kuyucuklara 50 µg protein olacak şekilde uygun hacimde 

yüklendi.  

ü Sisteme “Elektroforez Yürütme Tamponu” (Tablo 7) eklendi. 

ü Elektroforez +40C soğuk oda koşullarında gerçekleştirildi. Karşılıklı iki jel için 125 

sabit voltaj, 40-60 mA/jel 4.5 saat uygulanarak elektroforez yapıldı.  

ü Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklaştırmak için jeller iki kez 15’şer dakika 

% 2.5’lik Triton X-100 “Renatürasyon Tamponu” ile yıkandı. 

ü Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel içindeki substratlarını (jelatin) 

tüketmelerini sağlamak için 18 saat 37 0C’de “Aktivasyon Tamponu” ile inkübe edildi.  

ü Jeller, % 0.5’lik Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyandı ve % 40 metanol-% 10 

asetik asit içeren tampon ile jel zeminindeki fazla boya uzaklaştırıldı.  
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ü Jellerin, jel dökümantasyon sistemi ile (UVP Marka Jel Dökümantasyon Sistemi) 

densitometrik analizi yapıldı. Her bir bantın (pro ve aktif) alan/mm2 ve optik densitesi 

(OD) saptandı. Substrat jelin lizis miktarı “Alan x OD /µg protein” formülünden 

yararlanılarak hesaplandı. 

ü  Pozitif kontrol olarak MMP–2 ve MMP-9 un hem pro hem de aktif formlarını içeren 

ticari olarak üretilmiş MMP marker kullanıldı. 

ü Kullanılan çözeltilerin içerikleri Tablo 7’de açıklanmaktadır. 
 

      Tablo 5. Jelatin Zimografi yönteminde kullanılan çözeltilerin hazırlanması 

ÇÖZELTİLER İÇERİK 

Aktivasyon Tamponu 

50 mM Tris-HCl, pH:7.6 
10 mM CaCl2.2H2O, 
50 mM NaCl, 
% 0.05 Brij 35 

5x Yürütme Tamponu 
125 mM Tris-HCl, pH:8.3 
1.23 M Glisin 
% 0.5 SDS  

Renatürasyon Tamponu 
Triton X-100 % 2.5’lik Triton X-100 

2x İndirgeyici Olmayan Tampon 
 

1.0 ml 0.5 M Tris-HCL, pH:6.8 
0.8 ml  Gliserol 
3.2 ml %10’luk SDS 
0.2 ml % 0.2’lik Bromfenol  
2.8 ml d H2O  

% 30’luk Akrilamid Çözeltisi 29.2 g Akrilamid 
0.8 g N’N’-bisakrilamid  

Boya Çözeltisi 

% 0.5’lik Coomassie Brilliant Blue R-
250 

% 40 metanol  
% 10 asetik asid 

Jel Zeminindeki Boyayı Uzaklaştıran Çözelti % 40 metanol  
% 10 asetik asid  

 



23 
 

 

v.TIMP-2 ELISA Analizi 

         Hazırlanan doku homojenatlarında TIMP-2 analizi, ELISA temelli Amersham marka 

(Kat No: RPN 2618) kit ile yapıldı. Bu ölçüm yöntemi, TIMP-2 düzeylerinin kantitatif olarak 

ölçümü için hazırlanmış “sandwich tip enzim immünoassay” tekniğine dayanır. Ölçüm 

gereçleri (standartlar, örnekler) daha önceden TIMP-2 için özel olan anti TIMP-2 ile 

kaplanmış olan kuyucuklara uygulanır ve inkübasyona bırakılır. Örnekler içinde bulunan 

TIMP-2 kuyucuklara bağlanır, kuyucuklara bağlı ilk antikor tarafından tanınan TIMP-2 at 

radish peroksidaz enzimi ile işaretli monoklonal anti TIMP-2 tarafından tanınır. Kuyucuklara 

bağlanmayan maddeler ve/veya antikor-enzim reaktifi yıkama işlemleri ile uzaklaştırılır. Her 

kuyucuktaki peroksidaz miktarı, TMB substratı (3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidin(TMB)/Hidrojen 

Peroksit)  eklenerek belirlenir. Oluşan renkli çözeltinin absorbansı 650 nm de okunur. Beş 

adet farklı TIMP-2 standartı (8, 16, 32, 64, 128 ng/ml) kullanılarak standart kalibrasyon eğrisi 

hazırlanır ve bu standart kalibrasyon eğrisi kullanılarak örneklerdeki bilinmeyen TIMP-2 

konsantrasyonları belirlenir.  Sonuçlar mg protein başına ng TIMP-2 olarak ifade edildi. 

 

vi.TIMP-1 ELISA analizi 
        Dokulardan hazırlanan homojenatlarda TIMP-1 analizi için Amersham marka enzim 

immunoassay (EIA) kiti kullanıldı. TIMP-1 antikoru ile kaplanmış kuyucuklara standartlar ve 

örnekler uygulandı. Örneklerdeki TIMP-1 in antikora bağlanması için inkübasyona bırakıldı. 

Kuyucuklara bağlanmayan proteinler yıkama işlemi ile uzaklaştırıldı. Daha sonra tüm 

kuyucuklara “biotinlenmiş anti–TIMP-1 antikoru” ilave edildi. Bağlanmayan fazla 

“biotinlenmiş antikoru” ortamdan uzaklaştırmak için yıkama işlemi yapıldıktan sonra tüm 

kuyucuklara “Streptavidin ile konjuge edilmiş at radish peroksidaz (HRP) enzimi” eklendi. 

Yıkama işleminden sonra TMB solüsyonu eklenerek TIMP-1 miktarı ile doğru orantılı olarak 

gelişen renk oluşumu 450 nm de değerlendirildi. 1.56, 3.12, 6.25 ve 25 pikogram (pg)/ml 

TIMP-1 standartları ile oluşturulan standart kalibrasyon eğrisinden yararlanılarak 

örneklerdeki TIMP-1 miktarı mg protein başına pg olarak ifade edildi.



24 
 

 

 

vii.Doku homojenatlarında protein düzeyleri            
Doku homojenatlarında protein düzeyleri Şekil’de gösterilen standart kalibrasyon 

eğrisinden yararlanılarak hesaplandı. 

y = 0,0018x
R2 = 0,9822
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                 Şekil 3: BSA standart kalibrasyon eğrisi 

 
Her doku örneği için saptanan protein düzeyleri; jelatinaz aktivite düzeylerinin µg 

protein başına (AU/µg protein), TIMP-2 düzeylerinin mg protein başına ng TIMP-2 (ng/mg 

protein) ve TIMP-1 düzeylerinin ise mg protein başına pikogram (pg) TIMP-1  (pg/mg 

protein) olarak ifade edilmesinde kullanıldı.  

 

viii.TIMP-2 Düzeyleri 
Dokularda TIMP-2 protein düzeyleri oluşturulan standart kalibrasyon eğrisinden (Şekil) 

yararlanılarak hesaplandı. 
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y = -352,05x2 + 459,02x - 16,795
R2 = 0,9947
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ix.TIMP-1 Standart Kalibrasyon Eğrisi 
Dokularda TIMP-1 protein düzeyleri oluşturulan standart kalibrasyon eğrisinden (Şekil) 

yararlanılarak hesaplandı. 

 
 

y = 7,9716x2 + 11,444x 
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Şekil 4: TIMP-2 standart kalibrasyon eğrisi 

Şekil 5 : TIMP-1 standart kalibrasyon eğrisi 
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4. İstatistiksel Yöntem: 

  Tüm grupların değerlerinin ortalama ve standart sapmaları belirlendi. Önce tüm 

grupları karşılaştırmak için nonparametrik testler kullanıldı (Kruskal Wallis Testi) ve 

daha sonra fark saptanan gruplarda ikili karşılaştırma için Mann Whitney U Testi 

uygulandı. Bu işlemler sırasında Statistical Package for the Social Sciences 11.00  (SPSS 

Inc, Chicago, USA) bilgisayar programından yararlanıldı. 
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BULGULAR 

Glomeruloskleroz sadece kontrol grubunda izlenmemiş olup diğer gruplarda 

saptanmıştır. TipIV kollajen, MMP-9, TIMP2, farklı gruplarda değişen oranlarda izlendi. 

Biyokimya analiz sonuçları ve histopatolojik verilerin ortalama ve standart sapmaları 

Tablo 6’da sunulmuştur.  
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Tablo 6. Glomeruloskleroz, Tip IV kollajen, MMP–9 ve TIMP II’nin skorları ile proMMP-9, proMMP-2, aktif MMP-2, 

TIMP 1 ve TIMP2’nin biyokimyasal ölçüm değerlerinin ortalama ve standart sapmaları  (BTIMP1: Biyokimya TIMP 1, BTIMP2: 

Biyokimya TIMP 2 , BProMMP-9: Biyokimya ProMMp-9, BPro MMP-2: Biyokimya ProMMP-2, BAktif MMP-2: Biyokimya 

Aktif MMP-2) 

 SKLEROZ TipIVKoll MMP 9 TIMP2 BTIMP1(pg)/ml BTIMP2(pg)/ml BProMMP-9(pg)/ml BProMMP-2(pg)/ml BAktif MMP-2(pg)/ml 

Grup 1 2,14±0,38 1,71±0,76 1,29±0,49 2,86±0,38 75,66±14,99 1083,21±129,82 1273419±335651,4 44837,37±19523,81 27983,02±25607,06 

Grup 2 0,63±0,52 1,75±0,71 2,13±0,99 1,75±0,88 167,30±243,471 1201,7±137 1567954±285709,2 94796,95±46939,77 54216,61±22105,32 

Grup 3 0,29±0,49 2,29±0,49 2,29±0,49 0,29±0,49 78,81±7,7 1164,74±182,04 898070,6±130706 52152,76±15107,95 23687,35±10954,45 

Grup 4 0 2,83±0,41 0 0,5±0,55 45,70±2,82 662,40±73,23 1441713±568313,8 94249,79±21957,19 18191,06±10326,74 

Toplam 0,79±0,92 2,11±0,74 1,5±1,07 1,39±1,2 96,21±132,99 1047,27±246,70 1299798±421437,2 71528,76±36784,82 32306,14±23009,52 
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1.Glomeruloskleroz Bulguları:  

Gruplar arasında glomeruloskleroz gelişimi açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001, Kruskal Wallis Test). Glomeruloskleroz skorunun kontrol 

grubunda 0 olduğu, 5/6 nefrektomi grubunda en yüksek olduğu buna karşın 5/6 nefrektomi 

olup doksisiklin alanlarda belirgin olarak azaldığı saptandı. İlginç olarak sadece doksisiklin 

alan grupta da skleroz saptandı. Bu sıçanlarda izlenen skleroz, 5/6 nefrektomi olup doksisiklin 

alan gruptan daha az bulunmakla birlikte her iki grup karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı fark saptanmadı. (Tablo 7, Şekil 6, Resim 1,2,3). 

 

Tablo 7. Glomeruloskleroz için yapılan değerlendirmede gruplar arası fark 

saptandı, Mann Whitney U Test p değerleri  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan 

sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol 

grubu) 
 

 
 
 

Glomeruloskleroz 1.grup 2.grup 3.grup 

1.grup    

2.grup 0,001   

3.grup 0,001 0,204  

4.grup 0,001 0,020 0,171 
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Şekil 6: Gruplar arasında glomeruloskleroz gelişimi açısından farkın 

değerlendirilmesi 
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A 

Resim 1:Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup 

A: HE boyası X 400 B: PAMS boyası X 200 

B 
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A 

B 

Resim 2:  Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup 

A: HE boyası X 400 B: PAMS boyası X 200 
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A 

B

Resim 3: Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup 

A: HE boyası X 400 B: PAMS boyası X 200 
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2.Kollajen Tip IV Ekspresyon Bulguları: 

 

Gruplar arasında kollajen Tip IV ekspresyonu açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001,  Kruskal Wallis Test). İmmunohistokimyasal yöntemlerle 

değerlendirilen kollajen tip IV skorlarının kontrol grubunda en yüksek düzeyde olduğu buna 

karşın diğer gruplarda azaldığı saptandı. 5/6 nefrektomi olup doksisiklin alan gruba ait 

kollajen skoru 5/6 nefrektomi grubundan daha yüksek olduğu saptandı. Sadece doksisiklin 

alan grupta kollajen tip IV ekspresyonunun kontrol grubundan daha az oranda olduğu  

saptandı.(Tablo 8, Şekil 7, Resim 4,5,6,7) 
 
 

Tablo 8: Tip IV kollajen için yapılan değerlendirmede Gruplar arası fark, (Mann 

Whitney U Test ) 

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan 

sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol 

grubu) 

 
Tip IV 

kollajen 
1.grup 2.grup 3.grup 4.grup 

1.grup     
2.grup 0,116    
3.grup 0,116 0,01   
4.grup 0,014 0,01 0,058  
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Şekil 7:TipIV kollajen birikimi için gruplar arasında anlamlı fark 

saptandı (p=0,003 Kruskal-Wallis Test) 

Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup 

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

Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup 

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

Resim 5 : Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan sonra Doksisiklin 
verilen grup 

Kollajen Tip IV . X200 



37 
 

               Resim 6:  Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup 
Kollajen Tip IV X400 

Resim 7: Grup 4: Kontrol grubu 
Kollajen Tip IV . X400 
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3.MMP 9 Ekspresyonu Bulguları: 

 

Gruplar arasında MMP 9 ekspresyonu açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001,  Kruskal Wallis Test). İmmunfloresan yöntemlerle 

değerlendirilen MMP–9 ekspresyonu, kontrol grubunda negatif olarak saptandı. Sadece 

doksisiklin alan grupta en yüksek MMP 9 ekspresyonu izlendi. 5/6 nefrektomi  olan grupta bu 

ekspresyonun sadece doksisiklin alan gruba göre azaldığı, doksisiklin alan ve 5/6 nefrektomi 

olanlarda ise bunların arasında bir düzeyde ekspresyon olduğu ancak bunların istatistiksel 

olarak sadece kontrol grubundan farklı bulunduğu saptandı. (Tablo 9, Şekil 8, Resim 

8,9,10,11). 

 

Tablo 9: MMP 9 için yapılan değerlendirmede Gruplar arası fark, (Mann Whitney 

U Test) 

 (Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, 

Grup 4: Kontrol grubu) 

 

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

1.grup     

2.grup 0,085    

3.grup 0,011 0,867   

4.grup 0,001 0,001 0,001  
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 Şekil 8:MMP–9 ekspresyonu için gruplar arasında anlamlı fark 
saptandı (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 
nefrektomi uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca 
Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu) 
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Resim 8:: Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup 
MMP-9 . X400 

Resim 9: Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan sonra Doksisiklin 
verilen grup 

MMP-9 . X400 
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Resim 11:  Grup 4: Kontrol grubu 

MMP-9 . X400 

Resim 10: Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup 
MMP-9 . X400 
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4. TIMP-2 Miktarının Değerlendirilmesi 

 

Gruplar arasında TIMP 2 ekspresyonu açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001,  Kruskal Wallis Test). İmmunohistokimyasal yöntemlerle 

değerlendirilen TIMP 2 miktarlarının 5/6 nefrektomi grubunda en yüksek düzeyde olduğu; 

5/6 nefrektomi yapılıp doksisiklin alan grupta buna göre azaldığı izlendi. Ayrıca 5/6 

nefrektomi olup doksisiklin alan grupta da kontrol grubuna göre artmış miktarda olduğu 

saptandı.  Yalnızca Doksisiklin alan grupta TIMP 2 miktarları ile kontrol grubu arasında 

anlamlı fark saptanmadı ( Tablo 10, Şekil 9, Resim 12,13,14). 

 
 

Tablo 10: TIMP II ekspresyonu için yapılan değerlendirmede Gruplar arası fark, 

(Mann Whitney U Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan 

sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol 

grubu) 
 

TIMP II 1.grup 2.grup 3.grup 

1.grup    

2.grup 0,007   

3.grup 0,001 0,006  

4.grup 0,001 0,015 0,447 
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Şekil 9:TIMP II patolojik inceleme bulguları: TIMP II ekspresyonu için 

gruplar arasında anlamlı fark saptandı (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin 

verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu) 
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Resim 12: Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup 
TIMP-2. X400 

Resim 13:Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan sonra Doksisiklin 
verilen grup 

TIMP-2. X400 
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Resim 14: Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup 
TIMP-2. X400 
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5. Biyokimyasal TIMP-1 ve TIMP-2 Bulgularının Değerlendirilmesi 

i. TIMP 1: 

Gruplar arasında TIMP 1 ekspresyonu açısından anlamlı fark saptanmadı  (p<0,001,  

Kruskal Wallis Test) 

 

ii. TIMP II: 

Gruplar arasında TIMP 2 ekspresyonu açısından anlamlı fark saptanmadı  (p<0,001,  

Kruskal Wallis Test) 

 

iii. ProMMP–9: 

Gruplar arasında proMMP-9 ekspresyonu açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001,  Kruskal Wallis Test). Yalnızca doksisiklin verilen grupta 

pro-MMP-9’un belirgin olarak baskılandığı izlendi. En yüksek değer 5/6 nefrektomi yapılıp 

ayrıca doksisiklin alan grupta bulundu.( Tablo 11, Şekil 10) 

 

Tablo 11: MMP-9 ekspresyonu için yapılan değerlendirmede Gruplar arası fark, (Mann 

Whitney U Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, 

Grup 4: Kontrol grubu) 

 

MMP–9 1.grup 2.grup 3.grup 

1.grup    

2.grup 0,064   

3.grup 0,006 0,001  

4.grup 0,317 0,606 0,046 
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Şekil 10: proMMP-9. Biyokişmyasal inceleme bulguları. Gruplar 

arasında anlamlı fark saptandı (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin 

verilen grup, Grup 4: Kontrol grubu) 
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iv. Aktif MMP-9: 

 Jelatin zymografi yöntemi ile aktif MMP-9 tüm gruplarda izlenmedi 

 

 

v. ProMMP–2:  

Gruplar arasında proMMP-2 ekspresyonu açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001,  Kruskal Wallis Test). ProMMP-2 ekspresyonu, kontrol 

grubuna göre doksisiklin alan deneklerde anlamlı olarak azalmış olarak bulundu. Buna karşın 

5/6 nefrektomi grubunda proMMP2’nin azaldığı ancak doksisiklin verilen 5/6 nefrektomide 

belirgin şekilde arttığı saptandı. (Tablo 12, Şekil 11) 

 

 

Tablo 12: Pro MMP2 ekspresyonu için yapılan değerlendirmede Gruplar arası 

fark, (Mann Whitney U Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, 

Grup 4: Kontrol grubu) 

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

1.grup    

2.grup 0,005   

3.grup 0,406 0,008  

4.grup 0,007 0,366 0,010 
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Şekil 11. proMMP-2. Biyokişmyasal inceleme bulguları. Gruplar 

arasında anlamlı fark saptandı (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin 

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

Gruplar arasında aktif-MMP-2 ekspresyonu açısından farkın değerlendirilmesi sonucu 

anlamlı fark saptandı (p<0,001,  Kruskal Wallis Test). Aktif MMP-2 ekspresyonu, kontrol 

grubuna göre doksisiklin alan deneklerde farklı bulunmadı. 5/6 nefrektomi grubunda ise 

proMMP2’nin değişmediği, ancak doksisiklin verilen 5/6 nefrektomide belirgin şekilde arttığı 

saptandı. (Tablo 13, Şekil 12) 
 

 

Tablo 13: Aktif MMP-2 ekspresyonu için yapılan değerlendirmede Gruplar arası 

fark, (Mann Whitney U Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi uygulandıktan 

sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen grup, Grup 4: Kontrol 

grubu) 

 
Aktf MMP-2 1.grup 2.grup 3.grup 

1.grup    

2.grup 0,028   

3.grup 0,749 0,011  

4.grup 0,568 0,010 0,475 
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Şekil 12. aktifMMP-2. Biyokimyasal inceleme bulguları. Gruplar 

arasında anlamlı fark saptandı (p=0,003 Kruskal-Wallis Test)  

(Grup 1: Yalnızca 5/6 nefrektomi uygulanan grup Grup 2: 5/6 nefrektomi 

uygulandıktan sonra Doksisiklin verilen grup, Grup 3: Yalnızca Doksisiklin verilen 

grup, Grup 4: Kontrol grubu) 
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 TARTIŞMA 

 

 Bu araştırmada daha önce yayınlanmış literatür bilgisi bulunmayan bir deneysel model 

oluşturularak 5/6 nefrektomi olan deneklerde MMP inhibitörü olarak tanımlanan bir 

tetrasiklin grubu antibiyotik olan doksisiklinin etkisi araştırıldı.  

 

Bu araştırma sonunda doksisiklinin bu modelde glomerulosklerozu azalttığı literatürde 

uygulanmış yöntemler kullanılarak histopatolojik olarak saptandı (67). Ancak kontrol 

grubunda hiç glomeruloskleroz bulunmamasına karşın sadece doksisiklin alanlarda da 

glomerulosklerozun oluştuğu izlendi.  

 

Deneysel modelde kullanılan doksisiklinin antibiyotik özelliği yanı sıra  MMP 

inhibitörü olduğu bilinmektedir (10). MMP’ler pro formlarında sentezlenirler ve gereksinim 

durumunda membran tip MMP’ler ile de aktif hale gelirler ve etkin olan sadece bu 

formdur(4). 

 

 Literatürde matriks metallo proteinazlar pek çok çalışmada yer almıştır. MMP–1 ile 

ilgili karsinogenez (76) çalışmalarının yanısıra daha çok bağ dokusu ile ilgili patolojik 

durumlar ile ilişkisini gösteren çalışmalar yapılmıştır (77,78,79).  

 

MMP–2 daha sıklıkla çalışılmış MMP üyesi olup karsinogenez ile ilişkisi 

(49,50,51,80,81) yanısıra, inflamatuar durumlar (82,83) ve lipogenez (84), vasküler 

değişiklikler (85,44) ile ilişkisi araştırılmıştır.  

 

MMP-3’ün özellikle inflamatuar süreçle yakın ilişkisi saptanmıştır (86) ve özellikle 

artropatiler ile ilişkileri araştırılmıştır (41,87,88). Zhu ve Yu’nin spondiloartropatilerde 

matriks metalloproteinaz ekspresyonları ile ilgili yayınlamış oldukları çalışmada (89) 

spondiloartropati atakları sırasında synoviumda matriks metalloproteinaz düzeylerinin arttığı 

ve özellikle yoğun miktarda artış gösteren MMP–3 düzeylerinin ankilozan spondilitte 

görüldüğü saptanmıştır.  
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Literatürde özellikle tümör invazyon patogenezini aydınlatmaya çalışan MMP–4 ve 

inhibitörleri ile MMP-7 ile ilgili tümör invazyonu konusunda pek çok çalışma vardır (90-97).  

 

MMP–5  ve 6 ile ilgili araştırmalar yok denecek kadar azdır (98). 

 

MMP-8’in kanda ölçümü yapılan tek MMP’dir. Ayrıca karsinogenez ile ilgili çalışmalar 

(99, 100) yanı sıra erken membran rüptürü ilişkili çalışmalar da vardır (101).  

 

MMP–9 en çok çalışmaya konu olmuş MMP üyesidir. Bir gelatinaz olan MMP–9 

inflamasyonda rol aldığı gibi (102,103), malignitelerle ilişkisi de incelenmiştir (40,104-108). 

Ayrıca vasküler patolojiler ile ilişkisi de araştırma konularından olmuştur (109–111,112,113).  

 

 Pek çok diğer MMP gibi MMP–10 için de tümör patolojisiyle ilişkisine ışık tutacak 

araştırmalar yapılmıştır (114,115,116).Ayrıca vasküler hasarlanma ile ilgili  bazı araştırmalara 

da konu olmuştur (117,118).  

 

MMP–11 ve 12 de literatürde özellikle tümör ve tümör invazyonu ile ilişkisi 

araştırılmıştır (119,-,123). Ayrıca MMP-12’nin inflamatuar reaksyonlardaki rolü 

araştırılmıştır (124).  

 

MMP-13’ün kemik rejenerasyonuna etkisi (125), inflamasyondaki yeri (43) ve 

karsinogenez sürecine etkisi(126)  araştırılmıştır.  

 

MP–14,15,16,17,21 membran tip MMP’lerdir. MT-1MMP (MMP–14) hücre yüzeyinde 

aktif haldedir ve görevi proMMP-2’yi aktiflemektir (127). Böylece MMP-2’nin 

patogenezinde etkinliği olduğu düşünülen tüm durumlarda etkindir. Bu MMP’leri eksprese 

eden genlerin lokalizasyonları hakkında (128),  diyabetik ülserlerle (37) ve anjiogenez (33) ile 

ilişkilerine yönelik araştırmalar vardır.  

 

Büyük Matriks metalloproteinaz ailesinin iki üyesi olan MMP–2 ve 9’un bazal 

membran yapılanması ile ilişkisi vardır (129). Özellikle vasküler yapılar ile ilgili 

hasarlanmalarda ve enflamasyonun erken aşamalarında kollajen TipIV’ün parçalanması 
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basamaklardan birini oluşturmaktadır. Jelatinazlardan MMP-9’un bu aşamadaki rolü 

büyüktür. Ayrıca inflamatuar ve non-inflamatuar böbrek hastalıklarıyla en yakın ilişkili 

MMP’ler bunlardır (55,130–133). Özellikle glomeruloskleroz ile giden kronik böbrek 

hastalıklarında patofizyolojisinde etkin olan matriks metalloproteinazlar MMP–2 ve MMP-

9’dur (4). Öncelikli olarak MMP-9’un glomeruloskleroz ile ilişkili olduğu saptanmıştır (134). 

Tüm bu sebeplerle çalışmamızda bir MMP inhibitörü olan Doksisiklinin glomeruloskleroz 

üzerine olan etkisi; glomeruloskleroz ile ilişkili  MMP-2 ve  MMP–9 düzeyleri ile 

değerlendirilmiştir.  

 

 TIMP 1 ve TIMP 2 MMP’ların doku inhibitörleri olup glomerullerde ekspresyonu 

gösterilmiştir(135) . Çalışmamızda glomeruloskleroz ile ilişkisi saptanmış olan TIMP–1ve 2 

biyokimyasal veriler ile değerlendirilmiştir. Glomerullerde eksprese edilen ve MMP–9 

inhibisyonu açısından spesifiklik gösteren TIMP–2  ise immunohistokimyasal yöntemler ile 

değerlendirilmiştir (135). 

 

MMP’ların pek çok hastalığın patogenezindeki etkinlikleri tespit edilince sentetik MMP 

inhibitörleri de bir umut ışığı olmuştur. Daha önce CGS 27023A, AG3340, Ro 32-3555 ve 

marimastat (136), MMI270 (137) , BB-94 (45) gibi pek çok MMP inhibitörü fonksiyonları 

araştırılmıştır. Daha sonra Tetrasiklinler de bu gruba dahil edilmişlerdir (138). Tetrasiklinler 

bakteride protein sentezini inhibe ederek bakteriostatik bir etki oluştururlar (64). Bir 

Tetrasiklin grubu üyesi olan doksisiklinin bu işlevden farklı olarak MMP’ları inhibe etme 

yeteneği vardır (10). Doksisiklin MMP'lerin inhibisyonunu bu enzimlerin çinko içeren 

katalitik bölümüne bağlanarak gerçekleştirir (66). Doksisiklinin etki mekanizmaları 

TIMP’lere benzerdir (38,52). MMP inhibisyonu ve bakteriostatik inhibisyonu yanısıra son 

zamanlarda doksisiklinin daha ne gibi ek fonksiyonları olabileceği araştırılmıştır; Lalu ve 

arkadaşları (46) yapmış oldukları deneysel çalışmada; sepsis oluşturulmuş sıçanlarda kardiyak 

işlev bozukluğunun karın içine doksisiklin uygulaması sonrası kalp kasındaki MMP-9 

aktivitesini azalttığını ve bunun sonucunda kalp işlevlerinin düzeldiğini saptamışlardır. 

Toshinao ve arkadaşlarının (139) insan kolorektal kanser hücreleri üzerinde yapmış oldukları 

bir çalışma da tetrasiklinlerin büyümeyi durdurucu etkileri ve mitokondrial kaynaklı 

apopitozu indüklediklerini gösterilmektedir. Literatürde Doksisiklin artık pek çok çalışma 

içerisinde MMP inhibitörü olarak yer almaktadır. Cintia S. De Paiva ve arkadaşlarının yapmış 
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oldukları bir deneysel çalışmada (140) farelere ‘scopolamine hydrobromide’ subkutan 

enjeksyonu ile kuru göz modeli uygulanmıştır ve araştırılan gruba günde dört kez topikal 

doksisiklin uygulanmıştır. Çalışma sonunda MMP-9’un korneal epitel hücreleri arasındaki 

interselüler bağları koparttığını ve doksisiklinin inhibitör etkisi ile bu bariyerin korunmasında 

ve kuru göz tedavisinde önemli yeri olduğunu ispat etmişlerdir.  Ayrıca Björn Pasternak ve 

arkadaşlarının sıçanlar üzerine yaptıkları bir çalışmada (141) aşil tendonlarına sütür atılıp oral 

olarak doksisiklin verilen grup ile doksisiklinli filmle kaplanmış sütürle aşil tendonları 

sütürlenen grup kontrol grubuyla kıyaslandığında doksisiklinin her iki uygulamasıyla da sütür 

kuvvetini ve direncini arttırdığı görülmüştür. Dorothe Burggraf ve arkadaşlarının yapmış 

oldukları bir çalışmada (142) sıçanlara içme sularının içerisinde on gün doksisiklin 

verilmesinin ardından beyin iskemisi gerçekleştirilmiştir. Beyin dokularındaki MMP 

düzeyleri jelatin zymografi ve western blot yöntemleriyle değerlendirilmiştir. Çalışmanın 

sonucunda iskemi öncesinde verilen Doksisiklinin MMP inhibisyonu yaptığı ayrıca hasarlı 

beyin volumünü ve fokal serebral iskemiye bağlı kılcal damar hasarını azalttığı saptanmıştır. 

Björn Pasternak ve arkadaşlarının (143) doksisiklin kaplı sütürlerle yaptıkları deneysel 

çalışmada sıçanlara kolonik anastomoz yapılmış ve Doksisiklinli filmle kaplı sütür ile yapılan 

anastomozlarda doku bütünlüğünün ve kuvvetinin arttığı saptanmıştır. Bu çalışmalarda genel 

olarak doksisiklinin MMP inhibitör etkisi dikkati çekmektedir. Renal araştırmalar ise 

sınırlıdır. Doksisklinin proliferatif glomerülonefritte iyileştirici klinik etkisi öne sürülmüş 

olup (11), bizim 24 sıçan üzerinde yapmış olduğumuz immün-kompleks nefriti modelinde 

immün-kompleks nefritli olup doksisiklin alan grupta MMP–9 düzeyinde belirgin azalma 

saptanmış olmakla birlikte yalnızca Doksisiklin alan grupta MMP–9 ekspresyonu kontrol 

grubuna göre yüksek bulunmuştur (144) Genel olarak doksisiklinin iyileşmeyi arttırıcı ve 

MMP inhibitörü etkisini kuşkulu duruma getiren bu veriler Hiramatsu N ve arkadaşlarının 

(145,146) yapmış oldukları bir çalışmalar da göz önünde bulundurularak tartışılmalıdır. İnsan 

immün yetmezlik virüsü (HIV) ilişkili genlerin aktarımı ile oluşturulan transgenik ratlarda 

doksisiklin bu genlerden birinin ekspresyonunu uyarmakta ve böylelikle segmental skleroz 

gelişimi oluşmaktadır. Bu durum doksisiklinin beklenmedik gen ekspresyonlarını indüklemek 

gibi bir rolü bulunabileceğini de düşündürmektedir. Bir diğer önemli nokta Doksisiklinin 

MMP’ler üzerine etkisinin in vivo çalışma gruplarında in vitro çalışmadan farklı bulunmasıdır 

(147,40). Wong ET ve arkadaşlarının (40) çalışmalarında, malign gliomlu hastaların 

tedavilerine oral Doksisiklin eklenip beyin omurilik sıvılarında MMP 2 ve MMP 9 
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düzeylerini incelenmiş ve arttığı bulunmuştur. Buna karşın in vitro glioma hücrelerine 

Doksisiklin uygulandığında MMP düzeylerini azaldığı saptanmıştır. Bu tabloda MMP’lerin 

pro formlarından aktif formlarına geçişlerinde doksisiklin etkisinin bulunması, buna bağlı 

olarak in vivo ve in vitro fark olması söz konusu olabilir, ancak bu makalede bu konuda 

değerlendirme bulunmamaktadır.  

 

Bu ilginç etki mekanizma ve sonuçlarının ortaya konulduğu MMP inhibitörü olarak 

tanımlanan, sadece antibiyotik etkisi için günlük kullanıma giren bir etken olan doksisiklinin 

ablasyon nefropatisindeki etkisi araştırılmamış olduğundan bu çalışma planlanmıştır.  

 

Fokal Segmental Glomeruloskleroz sık görülen son dönem böbrek yetmezliği 

nedenlerinden biridir. Bununla ilgili deneysel model sıklıkla 5/6 nefrektomi modelidir (27). 

Daha önce değişik maddelerle glomerulosklerozu azaltmaya yönelik çalışmalar yapılmıştır. 

1996 yılında Amann ve arkadaşlarının  148) yaptıkları bir çalışmada 5/6 nefrektomi 

uygulanan sıçanlara operasyondan sekiz saat sonra ayrı gruplar halinde ramipril, nifedipine ve 

moxonidin uygulanmıştır. Işık mikroskobu ile yapılan glomerul değerlendirilmesinin ardından 

ramipril ve moxonidin uygulanan grupta glomerulosklerozda belirgin azalma saptanmıştır. 

Başka bir araştırma da Zhang G ve arkadaşları (149) bitkisel tedavi amaçlı kullanılan rhubarb 

(R. palmalum) bitkisinin glomeruloskleroza olan etkisi araşırmış ve 120 gün sonra rhubarb ( 

R. palmalum) bitkisinin köklerinin bulunduğu suyu içen grupta glomerulosklerozda belirgin 

azalma izlenmiştir.  Hamaguchi A ve arkadaşları 150) 5/6 nefrektomi uyguladıkları sıçanlara 

operasyondan iki hafta sonra ayrı gruplar halinde anjiotensin II tip 1 reseptör antagonisti ve 

Ca kanal blokörünü oral olarak vermişlerdir. Çalışmanın sonunda glomerulosklerozun 

belirgin ölçüde azaldığı bulunmuştur. Hahn S ve arkadaşları  (151) 5/6 nefrektomi modelini 

uyguladıkları sıçanlarda 2 hafta sonra başlayan α-tocopherol ile glomerulosklerozda belirgin 

azalma bildirmişlerdir. Soylu ve arkadaşlarının  (152) yapmış oldukları ablasyon nefropati 

deneysel modelinde Vitamin A’nın skleroz gelişimini önleyici etkisi bulunmamıştır. Lin SL 

ve arkadaşları ise (153) fosfodiestera inhibitörü olan pentoksifilin ile 5/6 nefrektomi 

modelinde glomerulosklerozda belirgin azalma tespit etmişlerdir. Ma LJ ve arkadaşları (154) 

5/6 nefrektomi uyguladıkları sıçanlara operasyondan 8 hafta sonra diyet içerisinde ACE 

inhibitörü ve anjiotensin 1 reseptör antagonisti uygulamışlardır. Anjiotensin 1 reseptör 

antagonisti alan grupta belirgin olmak üzere her iki grupta da glomerulosklerozda gerileme 
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saptanmıştır. Literatürde antihipertansif ve antioksidanlarla glomeruloskleroz azaltıcı etki 

araştırılmış olmakla birlikte farklı mekanizmalara yönelinmemiştir. Aslında önemli bir böbrek 

yetmezliği nedeni olan glomerulosklerozla ilişkili daha çok araştırma gereksinimi dikkati 

çekmekte olup, bu araştırmada 5/6 nefrektomi modelinde Doksisiklinin glomeruloskleroza 

olan etkisi değerlendirilmiştir.  

 

Bu araştırmada deneysel olarak 5/6 nefrektomi başarıyla gerçekleştirildi ve bu gruplarda 

glomerulosklerotik değişiklikler saptandı. 5/6 nefrektomi modelinde doksisiklinin 

glomerulosklerozu azaltıcı etkisi; yalnızca 5/6 nefrektomi yapılan ve 5/6 nefrektomi yapılıp 

birlikte doksisiklin verilen gruplardaki glomeruloskleroz düzeyleri karşılaştırılarak aralarında 

istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı ve glomerulosklerozun azaldığı bulundu. İlginç 

olarak sadece doksisiklin alan grupta da kontrol grubunda bulunmayan glomerulosklerotik 

değişikliklere rastlanıldı ancak arada istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı. Literatürde 

Doksisiklinin glomeruloskleroz geliştirici etkisi sadece HIV ilişkili fokal segmental skleroz 

modelinde, HIV ilişkili genler taşıyan transgenik farelerde bu genlerin ekspresyonunu 

indükleyerek tanımlanmıştır (155,156).  Ancak normal sıçanlarda böyle bir mekanizma 

tanımlanmamıştır. Doksisiklinin MMP inhibisyonu, doğal homeostasis sürecini bozarak 

saptadığımız bu etkiye neden olmuş olabilir. Kollajen TipIV skorlarındaki azalma da bu 

denge bozukluğu ile ilişkili olabilir. Mekanizma tanımlanamamakla birlikte bulgular 

doksisiklinin tek başına glomerulosklerozla ilişkisi olabileceğini düşündürmektedir. Hatta 

sadece doksisiklin alan grup ile 5/6 nefrektomi olup doksisiklin alan grup arasında fark 

bulunmamıştır. Sadece doksisiklin alan ve 5/6 nefrektomi olup doksisiklin alan denekler 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaması, 5/6 nefrektominin olumsuz etkisini 

azaltan bir tablo varlığını ortaya koymakta, izlenen glomerulosklerotik değişikliklerin ise 

doksisikline mi yoksa 5/6 nefrektomiye mi bağlı olduğu konusunda soru işaretine yol 

açmaktadır.  

 

Bu araştırmada doksisiklinin inhibitör etkisinin tanımlandığı MMP-2, 9 ve TIMP-1, 2 

ekspresyonları değerlendirilmiş, yine glomerül bazal membranının doğal komponenti olan 

kollajen Tip IV ile ilişkileri incelenmiştir. Doğal glomerül yapısının yapısal ve işlevsel olarak 

korunmasında ve glomeruloskleroz patogenezinde sadece sözü geçen bu faktörler etkili 

olmamakta aynı zamanda diğer MMP’ler ve inhibitörleri ile ekstrasellüler matriks 
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komponentleri de büyük önem taşımaktadır (5,18,14). Bu araştırmada belirtilen 

parametrelerin araştırılmasının gerekçesi; böbrek dokusunda en yoğun bağ dokusu elamanının 

Tip IV kollajen olması ve bu jelatinazların Tip IV kollajene daha spesifik olmasıdır. Ayrıca 

MMP 2 ve 9’un bazal membran yapılanması (129) ile ilişkisi olduğu bilinmektedir. MMP-

9’un glomeruloskleroz ile ilişkili olduğu saptanmıştır (134). Araştırmanın sonucunda bu 

parametreleri değerlendirdiğimizde glomeruloskleroz oranı ile ters ilişkili olarak kollajen tip 

IV birikiminde azalma saptadık.  Bu azalış glomerüler hasar ile ters ilişkili olduğunu 

düşündürecek şekilde en yoğun olarak 5/6 nefrektomi grubunda ardından daha az olarak da 

5/6 nefrektomi yapılarak doksisiklin verilen grubta ve sadece Doksisiklin alan gruplarda da 

izlendi. Her üç grup ta da kontrol grubuna göre kollajen tip IV miktarında azalma oldu. Tip 

IV kollajen artış göstermiyor hatta azalıyorsa artmış glomeruloskleroz durumunda onun 

yerine başka bir bağ dokusu elamanının artmış olması gerekliliği açıktır. Olgemöller ve 

Schleicher (5) diabetik nefropati üzerine yapmış oldukları çalışma dikkat çekicidir. 

Araştırmacılar glomerüllerde meydana gelen sklerotik değişikliklerde irreversible hasarın da 

bir belirteci olarak glomerüllerde tip IV kollajen yerine Tip III kollajen biriktiğini 

göstermişlerdir. Bu durum özellikle 5/6 nefrektomide saptamış olduğumuz yoğun skleroza 

eşlik eden belirgin azalmış Tip IV kollajen ekspresyonunu açıklayabilir.  

 

Tüm MMP ve TIMP verilerini ele aldığımızda biyokimyasal incelemenin tüm kortikal 

alanı yansıttığını buna karşın doku kesitlerindeki patolojik incelemenin izole olarak 

glomerülleri değerlendirme olanağı sağladığı göz önünde bulundurulmalıdır. Farklı sonuçlar 

bu durumdan da kaynaklanıyor olabilir.  

 

Bu araştırmada biyokimyasal inceleme sonuçları ve patolojik inceleme ile doku 

kesitlerindeki MMP–9 düzeyleri farklı bulundu.  

 

Kontrol grubu ve sadece Doksisiklin alan grup karşılaştırıldığında immünfloresan 

incelemede Doksisiklin alan grupta MMP–9 ekspresyonu kontrol grubundan yüksek olarak 

bulundu. Ancak biyokimyasal olarak proMMP–2 ve proMMP-9’un sadece doksisiklin alan 

grupta normale göre azaldığı saptandı. Aktif MMP–9 hiçbir grupta saptanmazken aktif MMP–

2 sadece doksisiklin alan grupta artmış olarak saptandı. İki yöntemin kontrol grubu ele 

alındığında farklı sonuç vermesi yani MMP-9’un immünfloresan incelemede detekte edilemez 
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düzeyde bulunurken biyokimyasal olarak belirgin olarak saptanması yöntemlerin 

duyarlılıkları arasındaki farkı göstermektedir. Ayrıca aktif MMP2 nin artışı ve immünfloresan 

olarak hem aktif hem de pro MMP9’un gösterildiği durumda MMP9’un artışı, doksisiklinin 

MMP–2 ve 9’un aktif formu üzerindeki inhibitör etkisini kuşkulu hale getirmektedir.  TIMP–

1 ve 2 düzeylerinde biyokimyasal olarak farklılık saptanmamış immünhistokimyasal olarak da 

TIMP 2 anlamlı değişim göstermemiştir. Kollajen Tip IV’ün azalması da doksisiklin alanlarda 

kontrol grubuna göre belirgin azalmıştır (p=0,058). Bu veriler ele alındığında doksisiklinin 

sadece pro-MMP 2 ve 9’u inhibe ettiğini söyleyebiliriz. Oysa genel MMP–2 ve 9 

inhibisyonundan çok arttırıcı etki izlenmekte bu hem glomeruloskleroz hem de kollajen Tip 

IV azalması ile de ortaya konulmaktadır. Doksisiklinin MMP üzerine olan inhibitör etkisinin 

MMP’nin sentezini inhibe etmekten çok bu enzimlerin çinko içeren katalitik bölümüne 

bağlanarak gerçekleşmesi nedeniyle (66) işlevsiz kalanın yerine yeninin sentezlenmesi söz 

konusu olabileceği de hatırda tutulmalıdır.  

 

Sadece 5/6 nefrektomi yapılan grupta glomeruloskleroz oluşmuş, kontrol grubuna göre 

TipIV kollajen azalmış; histopatolojik incelemede MMP–9 ve TIMP–2 artmış, TIMP–1 ve 2 

düzeylerinde biyokimyasal olarak farklılık saptanmamış, ancak aktifMMP–2 ve proMMP–9 

değişmemiş, oysa proMMP–2 belirgin şekilde azalmıştır. Bu bulgular proMMP-2’nin belirgin 

şekilde aktif forma geçtiği, genel olarak MMPve TIMP-2’nin ekspresyonunun belirgin şekilde 

arttığı bu durumda da Tip IV kollajen’in belirgin şekilde azaldığı ve bununla birlikte 

glomerulosklerozun arttığı görülmektedir. Bu bulgular beklenen mekanizmayla uyumludur. 

Daha önce Catania ve arkadaşlarının (4) yaptıkları bir çalışmada tek taraflı üreter obstriksyon 

modeliyle ratlarda glomeruloskleroz geliştirmiş araştırmanın sonucunda renal skar geliştikçe 

TIMP–1 düzeyleri artmıştır. 

 

5/6 nefrektomi olup Doksisiklin alan ve almayanlar karşılaştırıldığında Doksisiklinle 

glomeruloskleroz, TIMP–2 ekspresyonu azalmış, biyokimyasal olarak TIMP–1 ve 2 

düzeylerinde farklılık saptanmamıştır. Ancak aktif ve proMMP–2 belirgin şekilde artmış, 

proMMP–9 ve histopatolojik olarak değerlendirilen MMP-9’da değişiklik olmamıştır. TipIV 

kollajen ise daha fazla düzeyde saptanmıştır. Bu bulgular Doksisiklinin glomeruloskleroz 

üzerine azaltıcı etkisini ortaya koymakta, ancak bunun MMP–2 ve 9 inhibisyonuyla ilişkisi 

açıklık kazanmamaktadır.  
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Sıçanlarda immün-kompleks nefriti geliştirmiş olduğumuz bir diğer çalışmada immün-

kompleks nefritli olup doksisiklin alan grupta MMP–9 düzeyinde belirgin azalma saptanmıştır 

(157). Bu veri ve şu anki çalışma sonuçları ele alındığında Doksisiklinin MMP üzerine olan 

inhibitör etkisini kuşkulu hale getirmekte ve inhibisyon olasılığının farklı durumlarda 

sürdüğünü göstermektedir. Yukarıda belirtildiği gibi MMP’nin sentezini inhibe etmekten çok 

bu enzimlerin çinko içeren katalitik bölümüne bağlanarak gerçekleşmesi nedeniyle (66) 

işlevsiz kalanın yerine yeninin sentezlenmesi söz konusu olabilir. Miktarı artsa da aktif kısmı 

bağlandığı için artan MMP’ler işlevsiz olmaktadır. Bu durum Wong ET ve arkadaşlarının (40)  

yapmış oldukları bir çalışmalarında da izlenmiştir. İn vivo doksisiklin uygulanan grupta MMP 

düzeyi yükselmiş olarak tespit edilmiştir. İn vitro değerlendirmede böyle bir artış olmamıştır. 

Bizim ablasyon nefropatisi çalışmamızda da böyle bir mekanizma söz konusu olabilir. 

Doksiklin MMP’lara bağlanarak etkilerini inhibe etmekte ve ihtiyaç halinde salınımları 

üzerine etkisi olmamaktadır. Ancak bu durum sonucu olasılıkla aktif MMP–2 düzeylerinin 

gereksinim duyulan düzeye yükselememesi, sentezlerinin de artışına neden oluyor olabilir ve 

bu durum da proMMP artışına sebep olabilir. Bu nedenle aktif MMP’lerin öncülleri 5/6 

nefrektomi yapılıp doksisiklin alan grupta en yoğun düzeyde bulunmuştur. Aktif MMP–2 

ekspresyonunun yalnızca 5/6 nefrektomi yapılan grupta, yalnızca doksisiklin alan gruba göre 

daha yüksek çıkması MMP-2’nin renal ablasyon modeliyle gelişen glomeruloskleroz 

patogenezinde etkin rol oynadığının bir göstergesi olabilir. Jelatin zymografi yöntemiyle aktif 

MMP-9’un hiçbir grupta izlenmemesi uygulamadan kaynaklanan teknik hatalara bağlı olabilir 

ancak bu durum verilerin yorumunu güçleştirmektedir.  

 

MMP inhibitörü ile MMP-9’un etkilenmesi yanı sıra Tip III kollajene spesifik 

kollajenazlar olan MMP–1, MMP–8, MMP–13 ve MMP-18’in bu dokularda değişimi söz 

konusu olabilir. Doksisiklin böbrek dokusunda mevcut olan pek çok MMP’ı da inhibe 

etmektedir. Bu metalloproteinazlardan MMP–14; MMP–2 ve MMP–9 gibi diğer 

proteinazların salınım ve aktiflenme aşamaları üzerine etkindir. Böylece bunlar üzerindeki 

inhibitör etki MMP–2 ve 9’nin aktifleşmesini azaltarak total aktif formun azalması sonucu 

pro-formların ekspresyonları indüklenebilir (127). Bu durum da 5/6 nefrektomi olup 

doksisiklin alan gruptaki glomerulosklerozun ilk gruba göre azalması ile ilgili olarak bu 

kollajenazların da benzer bir modelde araştırılmasını düşündürmektedir.  
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Bu araştırmanın temel bulguları doksisiklinin ablasyon nefropatisinde 

glomerulosklerozu azaltıcı rolünün ortaya konulmasıdır. Bu mekanizmada MMP–9, MMP–2 

ve TIMP–2 ekspresyon paternlerinin etkilendiği ve özellikle glomerülosklerozla Tip IV 

kollajenin azaldığı ortaya konulmuştur. Ancak bu araştırmada incelenen MMP ve TIMP 

ekspresyonlarına dayanan bulgular doksisiklinin renal ablasyondaki iyileştirici etkisini 

açıklamak için yeterli görülmemektedir. Kollajen Tip III, diğer MMP ve inhibitörlerinin de 

değerlendirilmesi mekanizmaya daha fazla ışık tutabilir. 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

ü Doksisiklinin renal ablasyon nefropatisinde glomerulosklerozu azaltıcı rolü vardır. 

ü Doksisiklinin izole uygulamasında MMP 2 ve 9’un proformlarında azalma 

gerçekleşmektedir. Ancak toplam MMP’de artış olmaktadır. Bu nedenle doksisiklinin 

MMP’ler üzerinde kompleks etkisi vardır.  

ü Glomerulosklerozda glomerulde eksprese edilen MMP-2, MMP–9 ve TIMP-2 

ekspresyon paternleri etkilenmektedir. 

ü Glomerulosklerozda glomerullerde azalan TipIV kollajen miktarı TIMP-2 

ekspresyonu ile benzer şekildedir ancak MMP 2 ve 9 ekspresyonu ile ilişkisi tam 

olarak açıklanamamıştır .  

ü Doksisiklinin renal ablasyondaki iyileştirici etkisini açıklamak için Kollajen III, diğer 

MMP ve inhibitörlerinin de değerlendirilmesi mekanizmaya daha fazla ışık tutabilir 
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