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OZET

SICANLARDA KiIMYASAL PERITONITE BAGLI PERITON FiBROZIiSINDE
PENTOKSIFILININ FiBROZISE VE ILGILi GOSTERGELERE ETKISININ
INCELENMESI

Ayse Giil Temizkan

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

I¢ Hastaliklar1 A.B.D. Nefroloji B.D

Yazisma Adresi: DEUTF ¢ Hastaliklar1 A.B.D Nefroloji B.D Balgova/ IZMIR

Elektronik posta:aysegul.temizkan@deu.edu.tr

Giris: Periton fibrozisi siirekli ayaktan periton diyaliz tedavisinin (SAPD) sonlandirilmasinda
onemli bir nedendir. SAPD’ye bagh periton fibrozisinin tedavisi veya onlenmesi 6nemli bir
konu olarak kalmistir. Giiniimiizdeki kanitlar periton fibrozisinin gelismesinde matriksin asir1
tiretiminin sorumlu olabilecegini diislindiirmektedir. SAPD’li hastalarda gelisen periton
fibrozisinin tedavisi yiiz giildiiriicii degildir. Pentoksifilin bir metilksantin tiirevidir. Bir ¢cok
calismada; deri, karaciger ve bobrekte gelisen fibrozisi gerilettigi gosterilmistir.

Amag: Klorheksidin ile olusturulan periton fibrozisinde, pentoksifilinin; fibrozis {izerine olan
etkisini belirlemek ve bu olgu ile ilgili olabilecek; periton doku cAMP diizeylerindeki
degisikligi tespit edip bunlarin periton doku MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 dengeleri
tizerine etkisini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Calismaya 40 adet Wistar albino sican alindi. Bes gruba boliindii. Tiim
uygulamalar karin i¢ine 24 G igne ile 14 giin boyunca yapildi. Grup 1’de kimyasal peritonit
olusturuldu. Karin i¢ine %0,1 lik klorheksidin (KH) + %15’lik etanol + serum fizyolojik
karistmindan 3 ml/giin verildi. Grup 2’de karin igine, pentoksifilin 4mg/100 g (0,2 ml/100 g)
serum fizyolojik ile karistirilip 3 ml/glin verildi. Grup 3’de periton fibrozisin dnlenmesi
amactyla karin i¢ine: %0,1’lik KH + %15’lik etanol + serum fizyolojik ve 4mg/100 g (0,2
ml/100 g) pentoksifilin karigimindan 3 ml/giin verildi. Grup 4; pentoksifilinin iginde
bulundugu derisik tuzlu su idi, 1 ml ar1 su + 35 mg NaCl karisimindan 3 ml/giin karin igine
verildi. Grup 5 kontrol grubu olarak belirlendi ve karin igine %0,9’luk serum fizyolojikten 3

ml/giin verildi.



15.glinde sicanlar sakrifiye edildi ve paryetal periton i¢in karn 6n duvarindan ve visseral
periton i¢in karacigerden ornekler alindi. Patolojik inceleme i¢in Hematoksilen & Eosin (HE)
ve modifiye Masson’s Trichrome (MT) boyas1 kullanildi. Isik mikroskopisi ile su gostergeler
degerlendirildi:1) Periton kalinlig1 (paryetal ve visseral periton) 2) Fibrozis skorlamasi
(paryetal ve visseral periton) 3) Damarlanma skorlamasi (paryetal periton ) 4) Yangi
skorlamasi (paryetal ve visseral periton) 5) Paryetal periton fibrotik alan yilizdesi. Kalinliklar
ve fibrotik alan ylizdesi mikrometre (um) olarak diger skorlamalar boyama teknigine
dayanilarak degerlendirildi. Biyokimyasal degerlendirmede; paryetal ve visseral periton doku
orneklerinde; a) proMMP-2, b) proMMP-9 c) aktif MMP-2 d) aktif MMP-9 e) TIMP-1 f)
TIMP-2 g) cAMP gostergelerine bakildi. MMP’lerin ¢alisilmasinda jelatin zimografi,
TIMP’ler i¢in ELISA ve cAMP igin EIA yontemi kullanildi.

Bulgular: Paryetal peritonda fibrozisin tiim histopatolojik gostergeleri agisindan KH ve diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi. (p<<0.05). Visseral periton olusan
fibrozis i¢in yangi skorlamasi disinda diger gostergeler i¢in istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0.05). Paryetal peritonda Olgiilen proMMP-2 diizeyleri KH grubunda yiiksek
bulundu. Serum fizyolojik grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
vardi (p<0,05). Ancak KH ile KH + pentoksifilin verilen grup arasinda istatistiksel
anlamliliga rastlanilmadi. (p>0.05) Paryetal peritonda Olciilen aktif MMP-2, TIMP-1 ve
cAMP degerleri icin tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi
(p>0.05). TIMP-2 6l¢iimiinde ise KH + pentoksifilin grubunda KH grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir yiikseklik bulundu (p<0.05). Paryetal peritonda proMMP-9 olclimiine
hicbir grupta rastlanilmadi.

Visseral peritonda proMMP-2 ve proMMP-9 Sl¢timleri KH grubunda diger tim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Aktif MMP-2 KH grubu disindaki
gruplarda gosterilemedi. Yine aktif MMP-9 visseral peritonda gosterilemedi. TIMP-1, TIMP-
2 ve cAMP i¢inde tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi.

Sonug: Klorheksidinle paryetal ve visseral periton dokusunda fibrozis olusturulmustur.
Pentoksifilin ise olusturulan bu fibrozisi histopatolojik olarak engellemistir. Fibrozisin
olugsmasinda proMMP-2 ve proMMP-9 artis1 her iki periton dokusunda da gosterilmistir.
Pentoksifilin ile fibrozisin engellenmesinde visseral periton dokusunda proMMP-2 ve
proMMP-9’un diizeylerinin azalmas etkili olabilir. Pentoksifilin paryetal periton fibrozisini

onlemede TIMP-2 diizeyini artirabilir, ancak visseral peritonda buna rastlanmamistir. cAMP



diizeylerinde degisiklik olmamasi periton fibrozisinin onlenmesinde pentoksifilinin baska bir
yolu kullaniyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: MMP’ler, TIMP’ler, pentoksifilin, periton fibrozis, cAMP



SUMMARY

THE EVALUATION OF PENTOXYFILLIN REGARDING FIBROSIS AND POSSIBLE
RELATED INDICATORS IN RAT CHEMICAL PERITONITI.

Temizkan, Ayse Giil MD.
Department of Nephrology, School of Medicine, Dokuz Eyliil University Izmir
Address for correspondence: DEUTF I¢ Hastaliklar1 A.B.D. Nefroloji B.D.Balgova/ iIZMIR

e-mail: aysegul.temizkan@deu.edu.tr

Introduction: Peritoneal fibrosis is a common cause for terminating Continuous Ambulatory
Peritoneal Dialysis (CAPD) treatment. Treatment or prophylaxis of CAPD-related peritoneal
fibrosis, is still an important matter. Excessive production of matrix has been reported to be
responsible of peritoneal fibrosis. Up to now, treatment of peritoneal fibrosis in patients with
CAPD remains unsatisfactory. Pentoxifylline (PTX) is a methyl xanthine derivative. A
number of studies has shown that Pentoxifylline to impede the progress of skin, liver and
kidney fibrosis.

Objective: To determine the effect of Pentoxiphylline on chlorhexidin induced peritoneal
fibrosis and; to investigate the influence of peritoneal tissue cAMP level alterations on
peritoneal tissue MMP-2; MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 balances.

Method: 40 Wistar albino rats were divided into five groups. All administrations were done
intraabdominally with 24 G needle for 14 days.

In group 1; chemical peritonitis was formed. A mixture of %0,1 chlorhexidin (CHX) + %15
ethanol + normal saline 3 ml/ day were administered.

In group 2; PTX 4mg/100 g (0,2 ml/100g) mixed with normal saline were administered 3
ml/day

In group 3; to prevent peritoneal fibrosis, 3 ml mixture of %0,1 CHX + %15 ethanol + normal
saline and 4mg/100 g (0,2 ml/100g) PTX were administered daily.

In group 4; received a solvent including PTX that forms from 1 ml distilled water + 35 mg
NaCl 3 ml/day.

In group 5; was described as control group and received %0,9 NS 3 ml/day



All rats were sacrificed at 15. day and samples were obtained from anterior abdominal wall
for parietal peritoneum and from liver for visceral peritoneum for tissue analysis.

Sections were stained with Hematoxilene & Eosine (HE) and modified Masson’s Trichrome
(MT) for pathological examination.

These parameters were evaluated by light microscope; 1) thickness of peritoneum (parietal
and visceral peritoneum) 2) fibrosis score (parietal and visceral peritoneum) 3) angiogenesis
score (parietal peritoneum) 4) inflammation score (parietal and visceral peritoneum) 5)
percentage of fibrotic areas on parietal peritoneum

Thicknesses and percentage of fibrotic areas were evaluated as um. Other score evaluations
were based on staining techniques.

a) proMMP-2 b) proMMP-9 c) active MMP-2 d) active MMP-9 ¢) TIMP-1 f) TIMP-2 g)
cAMP were analysed biochemically from parietal and visceral peritoneal tissues.

To measure TIMP’s ELISA; for cAMP Enzyme-linked immunoassay and for MMP’s gelatin
zymography were used. TIMP’s activities were measured by ELISA; cAMP activities by
Enzyme-linked immunoassay and MMP’s activities were measured by gelatin zymography.
Results: There was statistically significant difference among all histopathological indicators
of fibrosis between CHX and other groups ( p<0.05) on parietal peritoneum.

There was also significant difference among other indicators except inflammation score for
visceral peritoneum( p <0.05).

Pro MMP-2 levels of parietal peritoneum in CHX group were significantly higher than the
other groups ( p<0.05). When compared with the SF group there was statistically significant
difference (p<0.05). However there was no statistically significant finding between CHX and
CHX+PTX.

There was no significant difference concerning measured active MMP-2, TIMP-1 and cAMP
levels between groups (p>0.05) .

TIMP-2 was measured in CHX+PTX group as significantly higher than CHX group(p<0.05).
ProMMP-9 was not measured in any groups on the parietal peritoneum.

Levels of proMMP-2 and proMMP-9 were determined significantly higher than other groups
on visceral peritoneums of CHX group. (p<0.05).

Active MMP-2 wasn’t measured except CHX group. Also active MMP-9 was not established
in visceral peritoneums.

Significant difference was not determined among groups about TIMP-1, TIMP-2 and ¢c AMP.



Conclusion:

Fibrosis was formed with Chlorhexidin on parietal and visceral peritoneal tissue.
Pentoxifylline prevented this Chlorhexidin induced fibrosis histopathologically. ProMMP-2
and proMMP-9 increment was demonstrated on both peritoneal tissues during fibrosis
formation. Pentoxifylline may have a role in preventing peritoneal fibrosis on visceral
peritoneum by reducing proMMP-2 and pro MMP-9 levels. Pentoxifylline may increase
TIMP-2 levels for preventing parietal peritoneal fbrosis. Since there is no change in cAMP
levels, it can be thought that pentoxifylline prevents peritoneal fibrosis using another
pathway.

Key Words: Matrix metalloproteinases (MMP’s), tissue inhibitors of matrix

metalloproteinase (TIMP’s), Pentoxifylline (PTX), peritoneal fibrosis, cAMP



GIRIS VE AMAC

Periton diyaliz son donem bobrek yetmezliginde siklikla ve basari ile uygulanan bir
tedavi yOntemidir. Zaman iginde periton zarinda gelisen degisiklikler periton diyalizinin
sonlandirilmasina neden olmaktadir. Periton diyaliz etkinliginin azalmasinin en &nemli
nedenlerinden biri ise periton fibrozisidir.

Periton zari, periton boslugunu sinirlayan seréz bir zardir. Periton zari; mikrovilliisleri
olan ve iizerinde ince ve kaygan bir sivi tabakasi bulunan mezotel hiicrelerine sahiptir.
Mezotelyal dokunun altinda peritonun kilcal damarlari, lenfatikleri, kollajeni ve diger lifleri
iceren matriksten olusan interstisyum bulunur.

Periton zarinda, mezotelyal hiicreler ve alttaki stromal tabakada, diyaliz sirasinda ¢esitli
etkenler sonucu (bakteriyel, kimyasal) hasarlanma olusur ve zarda yapisal degisiklikler
gelisir. Bu degisiklikler; tabaklanmis deri goriintlisiinden, ciddi ve yasami tehdit eden
enkapsiile peritonite kadar farkliliklar gosterir.

Peritonda ki yangi reaksiyonu; periton diyaliz soliisyonlarinda bulunan; a) yiiksek
glikoz igerigine b) yiiksek osmotik yapiya c) diisik PH’a d) laktat icerigine, e) ileri
glikozilasyon son firiinlerine ayrica tekrarlayan peritonitler ve iireminin neden oldugu
karbonil strese bagh olarak baslamaktadir. Bu etkenler; periton mezotelyal hiicreler, periton
fibroblast, makrofaj, monosit, notrofil ve bunlardan salinan sitokinler ile periton fibrozisinin
gelismesine neden olur. Periton fibrozisinin gelisiminde asil mekanizma periton mezotelyal
hiicrelerin ve / veya periton fibroblastlarin asiri iiretimi ve hiicre dis1 matriksin asirt
birikimidir.

Hiicre dis1 matriks yikimi serin proteaz, plazmin ve matriks metalloproteinazlar
(MMP’ler) ile gerceklestirilmektedir. Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) hiicre disi
matriks yikiminit saglayan nétral endopeptidazlar olup hiicresel ¢ogalmanin yangisal ve
fibrotik fazlarinda rol oynar. MMP’ler substrat 6zelliklerine gore siniflandirilirlar. MMP-1
(Interstisiyel kollajenaz) Tip 1 kollajenin yikimimdan sorumlu iken MMP-2 ve -9 (Jelatinaz A-
B) Tip 4 kollajenin (peritonun hiicre dis1 matriksinde bulunur), MMP-3 ise (Stromelizin) Tip
4-5 kollajen ve proteoglikanlarin yikimindan sorumludur. MMP’lerin aktiviteleri; dokularda
enzime 0zgiil ve dogal olan doku matriks protein inhibitorleri (TIMP’ler) ve a-makroglobiilin

tarafindan durdurulur. Dort farkli TIMP tanimlanmistir (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4).



TIMP’ler ve MMP’ler arasindaki denge hiicre dis1 matriks depolanmasi ve yikimi
arasindaki dengede anahtar rol oynar.

MMP’lerin ve TIMP’lerin periton mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve makrofajlar
tarafindan iretildikleri gosterilmistir. Yine periton da MMP-2, MMP-3 ve MMP-9, TIMP-1
ve TIMP-2 aktivitesinin belirgin oldugu goriilmiis ve periton yangisinda peritondaki fibroblast
/miyofibroblast ve makrofaj gibi stromal hiicrelerde dikkate deger Glgiide MMP-2 artisi
gosterilmistir. Yapilan farkli ¢aligmalarda periton fibrozisinde ve peritonitler sirasinda periton
stvisinda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 artis1 gosterilmistir.

Pentoksifilin bir metilksantin tiirevidir ve 6zgiil olmayan yoldan fosfodiesterazi inhibe
eder boylece hiicre ici cAMP artis1 yapar. Pentoksifilin klinikte; periferal damar hastaliklari
ve serebrovaskiiler hastaliklarda kullanilir. Yayinlarda cAMP artis1 saglayan ilaglarin hiicre
cogalmasini ve hiicre dis1 matriks birikimini azalttiklar1 gdsterilmistir. Pentoksifilinin si¢an
kresentik glomeriilonefrit modelinde ilerlemeyi durdurdugu, deneysel mesengial proliferatif
glomerulonefrit modelinde de mezengial hiicrelerde hiicre ¢ogalmasini durdurdugu ve
kollajen sentezini baskiladig1 gdsterilmistir. Insan periton fibroblastlarinda pentoksifilinin in
vitro olarak kollajen sentezini ve bilylimeyi durdurdugu gosterilmistir. Ayrica ayni ¢alismada
insan periton fibroblastlarinda in vitro MMP’lerin (MMP-1 ve MMP-8) etkisine bakilmig
ancak etkisi gosterilememistir. Yine bu calismada silika iliskili peritonite bagh fibrozisin de
pentoksifilin ile diizeldigi goriilmiistiir.

Pentoksifilinin periton fibrozisteki etkinligini gosteren az sayida ¢alisma vardir. Ayrica
bu etkiyi yaparken hangi yolagi kullandigi ve matriks metalloproteinazlari ile onlarin
durdurucular1 olan TIMP’ler iizerine etkili olup olmadig1 bilinmemektedir. Yine simdiye
kadar periton fibrozisinde, periton dokusunda MMP ve TIMP’lerin etkisini gosteren bir
calismaya taradigimiz literatiirlerde rastlayamadik.

Amac:

Klorheksidin ile olusturulan periton fibrozisinde pentoksifilinin fibrozis iizerine olan
etkisini belirlemek ve bu olgu ile ilgili olabilecek; periton doku cAMP diizeylerinde ki
degisikligi tesbit edip bunlarin periton doku MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 dengeleri

lizerine etkisini arastirmaktir.



GENEL BiLGILER

1. Siiregen Bobrek Yetmezligi:

Siiregen bobrek yetmezligi; bobrek islevlerinin ilerleyici ve geri doniistimsiiz kaybi
olarak tanimlanir. Bobrek hasarlanmasina bagli olarak glomeriiler filtrasyon hizinin (GFH) ti¢
ay veya daha uzun siire 60 ml/dk’nin altinda olmasidir. Giiniimiizde Bobrek Hastaliklar
Sonuglar1 Kalite Girisimi (K/DOQI) (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative)

kilavuzuna gore bes evreye ayrilmaktadir.

Evre 1: GFH normal veya artmis, ancak mikroalbiiminiiri/proteiniiri, hematiiri veya bobrekte

histolojik degisiklikler gibi bobrek hasarlanmasinin bazi kanitlar1 vardir.
Evre 2: GFH 1limli derecede azalmistir (60-89 ml/dk/1,73 m?).

Evre 3: GFH orta derecede azalmistir (30-59 ml/dk/1,73 m?).

Evre 4: GFH ciddi derecede bozulmustur (15-29 ml/dk/1,73 m?).

Evre 5: Son donem bobrek yetmezligi (SDBY)(GFH < 15 ml/dk/1,73 m?).

Evre 5 teki hastalarin yasamlarinin siirdiiriilebilmesi i¢in bobrek yerine koyma tedavisi

gereklidir (1).

Diyaliz yar1 gecirgen bir zar araciligi ile hastanin kani ve uygun diyaliz soliisyonu arasinda
stvi-soliit degisimini temel alan bir tedavi seklidir. S1v1 soliit hareketi genellikle hastanin

kanindan diyalizata dogru olur. Diyaliz isleminde diffiizyon ve ultrafiltrasyon kurallar isler
(2).
Diyaliz tedavisi hemodiyaliz ve periton diyalizi olarak iki sekilde yapilabilir.

2. Periton Diyalizi:

Periton diyalizi(PD); s1v1 iceren iki bdliim arasinda, bir zar araciligi ile su ve soliitlerin
gecisi islemidir. Bu iki boliimden birincisi periton kan damarlari, ikinci boliim ise periton
icine verilen glikoz igeren periton diyaliz sivisidir. Diyalizer olarak iglev goren periton zarinin

ise farkli yapida delikleri olan, heterojen ve yar1 gecirgen 6zellikleri vardir.

Siiregen periton diyalizi baglica ikiye ayrilir; siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) ve
aletli periton diyalizi (APD). Siirekli ayaktan periton diyalizinde giinde dort veya bes kez;

hastanin karin i¢i hacmine ve siviy1 tahammiil edebilirligine gore 2-2,5-3 L siv1 verilir, 4-6



saatlik bekleme siireleri sonrasinda s1vi bosaltilir ve yerine yeni siv1 verilir. Bu islem hasta

tarafindan elle yapilir ve yer ¢ekimi kurallarindan yararlanilir.

APD de ise s1viy1 hastanin karnina veren ve daha sonrada bosaltim1 saglayan bir cihaz
kullanilir. APD’de kendi i¢inde siirekli dongiisel periton diyalizi (SDPD: hastanin giindiiz
karninda s1v1 vardir ve gece cihaza baglanmadan 6nce bu s1viy1 bosaltir) ve gece aralikli
periton diyalizi (GAPD: hastanin karn1 glindiiz bos tutulur ve gece cihaza baglanir) olmak
tizere ikiye ayrilir . Ayrica SAPD ve APD’nin ortak kullanildig1 melez tedavi se¢enekleri de

vardir.
3. Periton Zari:

Periton; barsaklar1 ve diger i¢ organlar1 6rten visseral periton ve karin duvarini 6rten
paryetal peritondan olusan serdz bir zardir. Biiyiikliigii yaklasik olarak viicut ylizey alanina
esittir ve 1-2 m? civarindadir. Visseral periton; peritonun %80°nini olusturur, siiperior
mezenterik arterden beslenir ve vendz doniisli portal sisteme olur. Paryetal periton lomber,
interkostal ve epigastrik arterlerden kanlanir ve vendz doniisii inferior vena kavaya olur.
Toplam periton kan akiminin 50- 100 ml/dk arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Periton ve
periton boslugunun ana lenfatik drenaji1 diyafragmatik peritonda bulunan agik agizlar, visseral

ve paryetal peritondaki lenfatik kanallar yoluyla olmaktadir.

Periton zar1 mikrovilliislari olan; ince ve kaygan bir sivi tabakasi olusturan tek katl
mezotel hiicreleri ile ortiiliidiir. Bunun altinda kollajen lifler ve kan damarlar1 ve lenfatiklerin

yer aldig1 jele benzer matriksten olusan ara doku vardir (2).
4. Periton Diyaliz Yeterliligi:

Hem hemodiyaliz hem de periton diyalizinde amag birikmis atik iirtinlerin ve/veya agiri
stvinin uzaklastirilmasidir. Bu nedenle diyaliz yeterliliginde bu iki gdstergenin
degerlendirilmesi 6nemlidir. Periton diyaliz tedavisi ile uzun donemde bu iki gostergede
bozukluk olugsmakta ve periton zarinin gegirgenligi azalmaktadir. Bu ise klinige
ultrafiltrasyonda ve soliit gecirgenliginde azalma olarak yansimakta ve hastanin periton
diyalizinin sonlandirilmasina neden olmaktadir (3). Periton diyalizi yeterliliginde 6nemli olan
sadece periton zar1 6zellikleri degildir, ayrica; geriye kalan (rezidiiel) bobrek islevleri,
hastanin tedaviye uyumu, peritonun yiizey alani ve gegirgenlik 6zellikleri, lenfatik emilim,
kullanilan diyalizatin hacmi, yogunlugu, bekleme siiresi gibi bir takim faktorlerin varligi da

sOz konusudur.
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5. Periton Fibrozisi:

Fibrozis doku hasarlanmasina verilen olagan bir yanittir ve yara iyilesmesi,

glomeriilonefrit, siroz, akciger fibrozisi gibi farkl klinik durumlarda goriiliir.

Yara iyilesmesi disindaki durumlarda goriilen fibroziste, fibr6z doku normal dokunun
yerini almakta ve organ iglev bozukluklar1 gelismektedir. Periton fibrozisi diizenli periton
diyalizi yapan hastalarin periton biyopsilerinde yaygin bir bulgudur. Biiyiik kohort
calismalarinda periton diyalizi yapan hastalarda periton membran degisiklikleri periton
biyopsileri ile gosterilmistir (4). Periton membraninda olusan degisiklikler 6zellikle mezotel
altinda goriilen yangi, fibrozis ve damarlanmaya neden olmakta ve sonugta ultrafiltrasyon
yetmezligi gelismektedir (5). Yapilan caligmalarda periton diyaliz siiresi ile paryetal
peritondaki submezotelyal yogun bélgede artis gézlenmistir. Uremi tek bagina submezotelyal
kalinlagma ile iliskili iken 6zellikle sekiz yildan fazla siiredir periton diyalizi yapan hastalarda
bu kalinlagsma ¢ok daha belirgin olup periton membraninin yetmezliginden dolay1 kateterin
cikartilmasina neden olmaktadir (6). Periton diyalizi ile iliskili olan periton fibrozisi periton
parlaklik kaybindan, sklerozan enkapsiile peritonite kadar olan ¢esitli goriinlimlerde kendini
gosterir. Sklerozan enkapsiile peritonit; periton diyalizinin sonlandirilmasz, kilo kaybz,
ultrafiltrasyon yetmezligi barsak tikanmasi hatta 6liime kadar giden durumlara yol acgabilir
(7). Periton fibrozisi, periton diyalizi yapan hastalarda cesitli hasarlanmalara kars1 yanit olarak
gelisir. Bu hasarlanmalar arasinda biyouyumsuz diyaliz soliisyonlari, peritonitler, liremi ve
siiregen yangi sayilabilir (8). Uremi; periton karbonil stres ve ileri glikozilasyon son
tirtinlerinin (AGEs) olusumunu hizlandirir (9). Peritonit ataklar1 ve periton diyaliz
soliisyonlart ile peritonda ki yangi siirekli uyarilir. Bu bilesenlerin birlikteligi ile periton
mezotel hiicreleri, diger periton hiicre topluluklar1 ve onlardan salinan ¢esitli sitokinler
araciligiyla (periton makrofaj, fibroblast, monosit ve nétrofiller) periton fibrozisi gelisir
(Sekil-1). Periton fibrozisi gelisiminde ana mekanizma peritonun mezotelyal hiicrelerinin ve

fibroblastlarinin asir1 iiretimi sonucu hiicre dis1 matriks birikimidir (8-10).

Periton fibrozisi gelisiminde mezotel hiicrelerinin fibroblastlara doniisiimii ve
cogalmalar1 gosterilmistir (11). MMP-2"nin ise mezotel hiicrelerindeki bu dontisiimii 6nledigi
gosterilmistir (12). Fibrozisin baglamasi ve devam etmesinde kollajenazlar ve onlarin

durduruculari rol almaktadir (8).
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Sekil 1. Periton fibrozisinin sematik olarak gosterilmesi

A

(IL-1B: Interldkin-1B, TNF-ou: Tiimér nekrozis faktor-o., IL-6: Interldkin -6, FGF2: Fibroblast

biiylime faktorii-2, TGF-f: Tiimor biiytiime faktori-, VEGF: Damar endotel biiylime faktorii,

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz)

6. Matriks Metalloproteinazlar ve Doku Inhibitorleri:

Matriks metalloproteinazlari; matriksin diye adlandirilan ve; embiriyonik geligim,

apopitoz, kemik uzamasi, iireme, damar olusumu (anjiyogenez), dokunun yeniden

yapilanmasi, multipl skleroz, sistemik lupus eritematozus, artrit, periodontit, glomerulonefrit,

ateroskleroz, doku {ilserleri, kanser hiicresi invazyonu ve yayilimi, sepsis gibi bir cok olayda

rol alan bir enzim grubudur. MMP’ler ¢inko ve kalsiyum bagimli enzimlerdir. Cok sayida

MMP tanimlanmistir (Tablo 1).
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ENZIM

MMP ailesi Tammlayrcr isim Numara Yiktiklar1 Ana maddeler
Aradoku MMP-1
kollajenazlari
KOLLAJENAZLAR Notrofil kollajenazi MMP-8 Fibriller kollajenler;
Kollajenaz-3 MMP-13 Tip L, I, 1T
Xenopus kollajenaz MMP-18
Jelatinaz A MMP-2 Fibriller olmayan
JELATINAZLAR Jelatinaz B MMP-9 kollajenler, tip IV, V
Stromelizin-1 MMP-3 Proteoglikanlar, laminin,
Stromelizin-2 MMP-10 fibronektin, fibriller
STROMELIZINLER Matrilizin MMP-7 olmayan kollajenler
Stromelizin-3 MMP-11 Serin proteaz inhibitdrleri
ELASTAZ Metalloelastaz MMP-12 Elastin, fibriller olmayan
kollajenler
MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MEMBRAN TiP MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17 Projelatinaz A
MT5-MMP MMP-21
SINIFLANDIRILMAMIS | Enamelizin MMP-20
MMP-19
MMP-23 Bilinmiyor
MMP-24

Tablo 1. Matriks Metalloproteinazlar

Bir ok MMP’nin sunumu, biiylime faktorleri, hormonlar, sitokinler ve hiicresel degisim

ile diizenlenmektedir (13).

13




_,..---"-_-__—__-_-_‘----.il -
— AKTIVATORLER

uFA plazminojen

/ C Plasmin ' "

mthArMP iNHIBITORLER —|

1INIFS
MG

000K
MMP-2 ME

HUCRE DISI MATRIKS

Sekil 2. Hiicre dis1 matriksin yeniden yapilanmasinda; MMP’lerin aktivasyon ve

inhibisyonlari.

F;i.izer' yici simyrall
e |
Hiicreler ESM
+ } Hiicre yiizeyi

¢ | [eloecessoees il essssssecesessesiloese ree) COOOCOOOOCCO00
e ik y MT-MM ' ]
:mq'_l_gxmxxxmmxa_rmxta’xmxrxxn | Yo ssnnnesss e EEEEESOEESEE

1 a— Simyral transdiiksiyonu

eriyebilir faktorler

FU'IMP geni
I- —_ Trangkripsiyon Aktivasyon —
Transport _—
MMP mRHA
—_Transkripsiyon sonras) sureg
olgun MMP mRHA PreproMMP

([S86 8006080600060 S 0E S0 0800080 00 S50 00008 eeesn bEe st s s s s s s e}
(S S 0000 st s is st sl e tedidles tttdiitttts lst et ittttsts st istsdedsetasess e

- Sekresyon

Stabilizasyon  Translasyon

proMMP

+

MMP

Aktivasyon

I - Otoliz
I Inhibisyon

Sekil 3. MMP’lerin aktivitelerinin diizenlenme basamaklar1 (ESM: Hiicre dis1 matriks).

14



MMP’ler preproenzim seklinde sentezlenir ve latent proenzim olarak salinirlar. N-
terminal peptidin proteolitik ayrilmasi ile etkinlesirler. MMP’lerin aktiviteleri belli
basamaklarda diizenlenmektedir. Bunlar; a) gen transkripsiyonu, b) mRNA stabilitesi, c)
translasyonel kontrol d) hiicre ile birlesmesi e) zimojen aktivasyonu f) dogal inhibitdrler (37).
Sekil-2 de hiicre dis1 matriksin yeniden sekillenmesi sirasinda MMP’lerin aktivasyonlari ve
inhibisyonlar1 gosterilmektedir (14). Sekil-3 de MMP’lerin aktivitelerinin diizenlenme
basamaklar1 gosterilmistir. MMP’lerin aktiviteleri; dokularda enzime 6zgiil ve dogal olan
doku matriks protein inhibitérleri (TIMP’ler) ve serum o,-makroglobiilin tarafindan
durdurulur. Yeniden yapilanmadaki hiicre dis1 matriks miktart aktif MMP’lerin TIMP’lere
oranina baglidir. Eger oran MMP’ler yoniindeyse hiicre dis1 matriks yikimi olurken, eger oran
TIMP’ler lehine ise yikim durdurulur ve matriks depolanmasi olur (14). TIMP’ler MMP’lere

sikica baglanirlar ve kompleks olustururlar (15).

MMP’ler hiicresel ¢ogalmanin yangisal ve fibrotik fazlarinda rol oynar, yangi ve
yeniden yapilanma islemlerinde artmis yapimlar1 vardir. MMP gen ekspresyonu ve oncii-
enzim tretimi ¢esitli kontrol mekanizmalar1 ile denetlenmektedir. MMP’ler substrat
ozelliklerine gore siniflandirilirlar. MMP-1 (aradoku kollajenazi) Tip 1 kollajenin yikimindan
sorumlu iken MMP-2 ve MMP-9 (Jelatinaz A-B) Tip 4 kollajenin, MMP-3 ise (Stromelizin)
Tip 4-5 kollajen ve proteoglikanlarin yikimindan sorumludur (Tablo-1). TIMP’ler hiicredist
matriks depolanmasi ve yikimi arasindaki dengenin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynarlar
(16). Dort degisik TIMP tanimlanmistir (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4).

TNF-a ve IL-1B gibi yangisal sitokinler, epidermal biiylime faktorii (EGF) ve trombosit
kokenli biiyime faktorii (PDGF) gibi biiyiime faktorleri MMP ve TIMP’lerin iiretiminde
artisa neden olurlar. TIMP-1’in MMP-1, MMP-3 ve MMP-9 lizerine inhibitor etkisi
belirginken, TIMP-2’nin MMP-2 {izerine inhibitor etkisi daha belirgindir (17). Aterosklerozis,
renal fibrozis, pulmoner fibrozis ve hepatik fibrozis gibi farkl fibrozis siire¢clerinde MMP-2,
MMP-9 diizeylerinde artig gosterilmistir (18).

Peritonda ise MMP’ler ve TIMP’lerin periton mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve
makrofajlar tarafindan iiretildikleri gosterilmis ve periton hiicre kiiltiirlerinde MMP-2, MMP-
3, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 aktivitelerinin belirgin oldugu olciilmiistiir (17). Yapilan
farkli ¢aligmalarda peritonun fibrozisinde ve peritonitler sirasinda periton sivisinda MMP-2,
MMP-9 ve TIMP-1 artig1 gosterilmistir (19-20). Enkapsiile peritonit gelistirilen si¢canlarda
periton doku ve diyalizat sivisinda MMP-2 aktivitesinin artig1 saptanmistir (21).
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7. Pentoksifilin:

Pentoksifilin bir metilksantin tiirevidir ve 6zgiil olmayan yoldan fosfodiesterazi inhibe
eder bdylece hiicre i¢ci cAMP artis1 yapar. Pentoksifilin klinikte; periferal damar hastaliklar
ve beyin damar hastaliklarinda kullanilir.

Yayinlarda cAMP artis1 saglayan ilaglarin hiicre ¢ogalmasini ve hiicre dis1t matriks
birikimini azalttiklar1 gosterilmistir (22). Pentoksifilinin sican kresentik glomeriilonefrit
modelinde ilerlemeyi durdurdugu gosterilmistir (23). Yine pentoksifilinin deneysel mesengial
proliferatif glomerulonefrit modelinde mezengial hiicrelerin ¢ogalmasini durdurdugu ve
kollajen sentezini baskiladigi gosterilmistir (24). Baska bir ¢alismada pentoksifilin serumla
uyarilmis periton mezotelyal hiicrelerin ¢ogalmasini ve bu hiicrelerde TGF-f aracili kollajen
gen sunumunu durdurmustur (25). Insan periton fibroblastlarinda pentoksifilinin in vitro
olarak kollajen sentezini ve biiylimeyi durdurdugu gosterilmis olup ayni calismada insan
periton fibroblastlarinda in vitro MMP’lerin (MMP-1 ve MMP-8) etkisi gosterilememistir.
Ayrica bu calismada silika iligkili peritonite bagli fibrozisin de pentoksifilinle diizeldigi
goriilmiistiir (26).
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GEREC VE YONTEM

1. Kullamlan Hayvanlarin Sayi, Ozellik ve Tiirleri:

Calismada 40 adet, yetiskin disi, agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen, Wistar
albino si¢an kullanildi.Calisma i¢in Deney Hayvanlar1 Etik kurulundan onay alindi. Tim
hayvanlar DEUTF Deney Hayvanlar1 Birimindeki en uygun kosullarda barindirildi ve standart
yem ve su ile beslendi.

2. Deneysel Tasar:

Caligmaya alinan siganlar ¢alisma oncesi tartildi ve her grupta sekiz sigan olacak sekilde
bes gruba ayrildi. Caligma siiresi 14 giin olarak belirlendi. Periton fibrozisi olusturmak icin Io
Hiroaki ve arkadaslarmin modeli (27); %0,1°lik klorheksidin (KH) (Drogsan ilaglar1 AS.
Balgat, Ankara) + %15 etanol + serum fizyolojik karisimi aseptik olarak hazirlanip kullanildi.
Pentoksifilin olarak (Trental ampul 100 mg/5ml, NaCl + ar1 su ¢dziictlisiiniin i¢cinde, Hoechst
Marion Roussel) 4 mg/100 gr (0,2 ml/100g) kullanildi. Karin i¢i enjeksiyonlarin tiimiinde 24
G igne kullanildi.

Grup 1’deki siganlara; kimyasal peritonit olusturmak icin karin igine %0,1 lik klorheksidin +
%15°1ik etanol + serum fizyolojik karisimindan 3 ml/giin, 14 giin boyunca verildi.

Grup 2’°deki siganlara; karin i¢ine 4 mg/100 g (0,2 ml/100g) pentoksifilin serum fizyolojik ile
3 ml’ye tamamlanip 14 giin boyunca verildi.

Grup 3’deki siganlara; karim i¢ine %0,1’°lik klorheksidin + %15’lik etanol + serum fizyolojik
ve 4mg/100 g (0,2 ml/100g) pentoksifilin 3 ml’ye tamamlanip 14 giin boyunca verildi.

Grup 4’deki sicanlara; karin i¢ine pentoksifilinin i¢inde bulundugu ¢oziicii (1 ml ar1 su igine
35 mg NaCl) 3 ml/giin, 14 giin boyunca verildi.

Grup5 deki si¢anlara; karin i¢ine %0,9 luk serum fizyolojikten 3 ml/giin, 14 giin boyunca
verildi (Sekil 4).

Sekil 4. Calisma tasarimi

Calismaya alinan siganlar S =40

v v v v v
KH + etanol Pentoksifilin KH + etanol Derisik tuzlu Serum
+SF + SF + su ¢ozeltisi fizyolojik
S=8 S=8 Pentoksifilin S=8 S=8
S=28
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
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Sicanlar 15. giinde eter anestezisi altinda sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasinda
paryetal periton Ornekleri i¢in karmm 6n duvarindan ve visseral periton Ornekleri iginde
karaciger sag lobundan dokular alindi. Ornekler iki pargaya ayrildi; patolojik degerlendirme
icin karm duvari peritonundan ve karacigerden alinan ornekler %10’luk formaldehit icine
hemen konuldu. Biyokimyasal ¢aligma i¢inde karin duvari ve karacigerden alinan ornekler
ependorf tiiplerine konulup kuru buz ic¢ine yerlestirildi. Biyokimyasal ¢alisma i¢in ayrilan
ornekler ¢alisincaya kadar — 80°C de saklanda.

Olii siganlar &zel torbalara konularak ve diger atik maddelerde 6zel olarak belirlenmis
atik tanklarina atildi.

Caligmaya alinan siganlarda kimyasal peritonit diginda herhangi bir hastalik geligsmesi
durumunda ¢alismadan ¢ikarilmasi kararlastirildi.

3. Histopatolojik Degerlendirme:

Paryetal periton i¢in karin duvarindan ve visseral periton i¢inde karaciger ylizeyinden
elde edilen ve formaldehit ile tespit edilen doku 6rneklerinden; karin duvarindan ve karaciger
kapstiliinden dikey 3 mm’lik kesitler alindi. Alinan kesitler parafine gomildi ve
Hematoksilen & Eosin (HE) ve modifiye Masson’s Trichrome (MT) boyasi ile boyandi.
Hazirlanan preparatlar 1s1k mikroskopisi ile karacigerden alinan visseral peritonun ve karin
duvar1 paryetal peritonun miktari, fibrozis ve yangi, paryetal peritonda damar ¢ogalmasive
paryetal peritonda fizrozis alan ylizdesi agisindan arastirildi.

Yangi ve fibrozis HE ve MT boyalari ile yar1 nicel olarak skorlandi; 0: yok, 1: hafif siddette,
2: orta siddette, 3: siddetli.

Damar c¢ogalmasit da peritondaki gibi yar1 nicel olarak skorlandi; 0: yok, 1: hafif
siddette, 2: orta siddette 3: siddetli

Visseral peritondaki fibrozisli alan ylizdesi, toplam visseral periton alanlar1 ¢ok kii¢iik
oldugu ve mikroskobik biiylitme alanmin kiiciik bir alanimi kapladigindan programin
calismasina olanak tanimadigi i¢in ¢alisilamadi.

Secilmis bolgelerden dijital goriintiilleme ile 151k mikroskobunda (Olympus BXS5I,
Olympus Optical Co, Tokyo, Japan ) visseral periton i¢in Ol¢iimler X 40 ve paryetal periton
icin X 20 biiyiitme ile (Nikon Labophot-2, Japan) ve dijital renk 3CCD renkli video kamera
(Olympus DP70, Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) ile yapilarak birlestirildi. Goriintiiler
Mediskop Goriintii Analizi Yazilim Programi (Bs 200D Goriintii Analiz Yazilimi, BAB
Miihendislik Miith. Miis. San Ve Tic. Ltd.Sti. Ankara, Tiirkiye) ile degerlendirildi. Yazilim
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icin renk skalasi tasarlandi, bu skalada renkler komsuluklarina gore tanimlandi. Patologun
sectigi renkler boyali bolgelerin otomatik se¢imi i¢in 6l¢iit olarak kabul edildi.

Fibrozis oOl¢limleri MT boyast ile yapildi. Her bakilan bdlge igin; yesil boyama
bolgesinin yiizdesi yar1 otomatik belirlendi. ilk yesil boyama bdlgesi gdrsel inceleme ile
uzman tarafindan se¢ildi. Takiben bu sistemle ayni1 derecede ve bicimde boyanan bdlgeler
se¢ildi ve belirlendi. Ortalama 10 alan arandi ve belirlendi daha sonra boyali alanlar
yilizdelendi (SAP) (28- 29- 30).

Goriintiiler bagka bir goriintii analiz programu ile de (Bs 200D Goriintii Analiz Yazilim,
BAB Miihendislik Miih. Miis. San Ve Tic. Ltd.Sti. Ankara, Tiirkiye) degerlendirildi ve
bilgisayarda (Vestel, Manisa, Tiirkiye) depolandi. Karaciger visseral peritonundan ve karin
duvari peritonundan alinan her kesit i¢in, periton kalinligini belirlemede 10 6l¢tim alindi. Bu
Olclimlerin ortalamasi istatistiksel analizde kullanildi1 (31-32).

4. Biyokimyasal Analizler i¢in Doku Orneklerinin Hazirlanmasi:

Jelatinazlar (MMP-2, MM -9) ve TIMP 1, TIMP-2 i¢in dokularin hazirlanmasi:

Paryetal periton ve visseral periton oOrneklerinden 100 mg doku tartildi. Doku
orneklerine agirliklarinin 10 kat1 hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortami (0.15 M NaCl, 10 mM
CaCl, ve % 0.05 Brij 35 igeren 50 mM Tris-HCI pH 7.0) ilave edildi. Sonics marka
(Sonics&Materials Inc, Danbury Connecticut USA) sonikator ile buz lizerinde homojenize
edildi. 10 000 devirde 10 dak santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alindi1 ve analiz siiresine
kadar —80 °C de saklandi.

cAMP I¢in Doku Hazirhigi:

Deney kurgusunun bitiminde toplanan ornekler kuru buz iginde tagmarak —80 °C de
analiz siiresine kadar saklandi. Analiz giinii tiim 6rneklerden 150 mg tartim yapildi. Dokulara,
agirliklarinin 5 kat1 hacimde (750 pl) %5 lik TCA (Trikloroasetikasit) ¢ozeltisinden eklendi.
Teflon tip homojenizatérde (Braun marka, Germany) buz iizerinde homojenize edildi.
Homojenizayon isleminden sonra 1500 devirde 5 dk santriflij edildi, toplanan siipernatantlar
cAMP analizinde kullanildi.

cAMP Analizi:

“cAMP doku hazirlig1” boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanan supernatantlarda cAMP
analizi Cayman marka (Kat No: 581001) “Enzim Immunoassay” teknigine dayanan kit

kullanilarak gerceklestirildi. Testin uygulama basamaklar1 agsagida 6zetlenmistir:
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1) Oncelikle doku homojenatlarindan elde edilen supernatantlardaki TCA, ultra-saf su ile
doyurulmus eter kullamlarak iki kez yapilan ayrimlama islemi ile uzaklastirildi. Ornek
hazirliginin son asamasinda ise ortamdaki eter, 6rnekler 70 °C 5 dak. bekletilerek ucuruldu.

2) Sekiz farklh konsantrasyonda (2.3, 4.7, 9.4, 18.8, 37.5, 75, 150, 300 pmol/ ml) cAMP
standart1 hazirlandu.

3) Antikor ile kapl kuyucuklara standart ve 6rnekler uygulandi. +4 °C de 18 saat inkiibasyona
birakildi.

4) Yikama isleminden sonra, tiim kuyucuklara Ellman reaktifi eklendi. 120 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi ve cAMP miktar ile ters orantili olarak gelisen renk
olusumu 415 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Standartlar ile olusturulan
standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak karaciger ve periton dokusundaki cAMP
miktar1 miligram protein basina pikomol (pmol/mgprotein) olarak hesaplandi.

Protein Analizi:

Protein diizeyleri Bicinkoninik Asit (BCA) yontemi ile belirlendi. Yontemin temeli
alkali ortamda Cu™— protein kompleksi olusumuna ve Cu'® nin Cu'' indirgenmesine
dayanmaktadir. Orneklerde var olan protein miktar1 indirgenmis Cu"' miktar1 ile dogru
orantilidir. Olusan renk olusumu 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Standart
protein olarak sigir serum albumin (BSA) proteini kullanildi. 7 farkli konsantrasyonda (25,
125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 pg/ml) hazirlanan standart ile olusturulan standart
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak 6rneklerdeki protein miktar: hesaplandi (35).

Jelatin Zimografi Denemeleri:

“Jelatin zimografi” yontemi jelatinazlar olarak adlandirilan MMP-2 ve MMP-9’un hem
zimojen (pro), hem de aktif formlarinin ayni jel iizerinde saptanmasina izin veren
elektroforetik bir yontemdir. Yontem, substrat (jelatin) iceren sodyum dodesil siilfat (SDS)
jelin (SDS-PAGE) inkiibasyonu sirasinda agiga c¢ikan proteazlar tarafindan yikima
ugratilmasina dayanir. Jellerin Coomassie Brilliant Blue ile boyanmasi ile proteolizisin
gerceklestigi bolgeler koyu mavi zemin iizerinde beyaz bantlar olarak ortaya ¢ikar (36). Doku
homojenatlarinda varolan MMP’lerin (MMP-2 ve MMP-9) aktivitelerini 6lgmek i¢in % 0.1
Tip I jelatin ve %10 SDS igeren % 7.5’luk poliakrilamid jeller Tablo 2 de belirtildigi gibi

hazirlandi. Tablo 3 de kullanilan soliisyonlarin ve tamponlarin hazirlanisi gosterildi.
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% 4.0 PAKETLEYICIi

REAKTIF % 7.5 AYIRICI JEL
JEL
Bidistile su 7.7 ml 6.10 ml
10 mg/ml Jelatin
2.0 ml —
substrati
% 30 Akrilamid 5.0ml 1.3 ml
1.5 M Tris-HCI,
5.0 ml -
pH:8.8
0.5 M Tris-HCI,
—— 2.5ml
pH; 6.8
% 10’1uk SDS 200 pL 100 uL
% 10’luk APS 200 pL 100 pL
TEMED 20 uL 10 uL

Tablo 2. Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi.
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SOLUSYON/ TAMPON ICERIK HAZIRLANISI
6.06 g Tris,
50 mM Tris-HCI ,pH:7.6 1.47 g CaCl,.
10 mM CaCl,.2H,0, 2,92 g NaCl,
Aktivasyon tamponu 50 mM NacCl, 0.5 g Brij 35

% 0.05 Brij 35

1 L d H,O (distile su) i¢inde

¢Oziiliir.
(+4°C “de saklanir)
15.1 g Tris,
125 mM Tris-HCI, pH:8.3 94 g Glisin
5x Yiiriitme Tamponu 1.23 M Glisin 5 g SDS

% 0.5 SDS

1 L d H,0 iginde ¢oziiliir.
(+4°C’de saklanir)

Renatiirasyon Tamponu

Triton X-100

% 2.5’lik Triton X- 100

25 ml Triton X- 100
975 ml d H,O

2x Indirgeyici olmayan Tampon

1.0
2.0 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 Blue
2.8 ml d H,O

Oda 1s1sinda saklanir

% 30’luk Akrilamid Cozeltisi

29.2 g Akrilamid
0.8 g N°’N’-bisakrilamid

(+4°C “de karanlikta saklanir)

%0.5’1lik Coomassie Brilliant Blue

Boya Cozeltisi R-250 Taze hazirlanir
%40 metanol
%10 asetik asid
Jel Zeminindeki Boyay1 %40 metanol
uzaklastiran ¢ozelti %10 asetik asid Taze hazirlanir

Tablo 3. Soliisyon ve tamponlarin hazirlanmasi
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Yontemin Uygulanisi :

Zimografi ile doku oOrneklerinden elde edilen homojenatlarda varolan MMP’lerin
aktivitelerini 6lgmek icin %1 Tip I jelatin ve %10 SDS igeren %7.5 ’luk poliakrilamid jeller
kullanildi.

1) Laemmli’nin (35) tanimladig1 gibi SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforez) jel hazirlandi. Once ayirici jel % 7.5 oraninda hazirland1 ve énceden kurulmus
olan elektroforez diizeneginde yer alan iki cam arasma dokiildii ve 1 saat jellesme igin
bekletildi. Jel-hava temasini1 engellemek i¢in yiizey iizerine n-propanol eklendi.

2) Jellesme gerceklestikten sonra % 4 oranindaki diizenleyici jel hazirland1 ve ayirict jel
lizerine dokiildii. Orneklerin uygulanacag: kuyucuklarin olusturulmasi amaciyla jel {izerine 12
disli tarak yerlestirilerek jellesme beklendi. Jellesme olustuktan sonra tarak dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi.

3) Hazirlanan jeller, elektroforez tankina yerlestirildi.

4) Esit hacimde doku homojenatlari, indirgeyici-olmayan 6rnek tamponu ile karistirilarak jel
tizerindeki kuyucuklara 100 pg protein olacak sekilde uygun voliimde yiiklendi.

5) Sisteme “Elektroforez Yiiriitme Tamponu” eklendi.

6) Elektroforez + 4°C soguk oda kosullarinda gergeklestirildi. Karsilikli iki jel i¢in 125 sabit
voltaj, 40- 60 mA/jel 4.5 saat uygulanarak elektroforez yapildi.

7) Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak i¢in jeller iki kez 15’ser dakika
%2.5’lik Triton X- 100 “Renatiirasyon Tamponu” ile yikandu.

8) Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel i¢indeki substratlarini (jelatin)
tiiketmelerini saglamak icin 18 saat 37 °C’de “Aktivasyon Tamponu”nda inkiibe edildi.

9) Jeller, % 0.5’1ik Coomassie Brilliant Blue R- 250 ile boyandi ve %40 metanol - %10 asetik
asid igeren tampon ile jel zeminindeki fazla boya uzaklastirildi.

10) Substrat jelin lizis miktar1 (alan*yogunluk) dansitometrik analiz (UVP Marka Jel
Dokiimantasyon Sistemi) ile saptandi ve pg total protein basina elde edilen lizis birimi olarak
sayildi.

11) Pozitif kontrol olarak MMP-2 ve MMP-9’un hem pro hem de aktif formlarini igeren ticari
olarak iiretilmis rekombinant MMP marker (Chemicon Marka Kat No: CC073) kullanildi.
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TIMP-2 ELISA Analizi:

Hazirlanan visseral ve paryetal periton doku homojenatlarinda TIMP-2 analizi, ELISA
temelli Amersham marka (Kat No: RPN 2618) kit ile yapildi. Bu 6l¢iim yontemi, TIMP-2
diizeylerinin nicel 6l¢iimii i¢in hazirlanmig “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine
dayanir. Olgiim gerecleri (standartlar, drnekler) daha 6nceden TIMP-2 icin &zel olan anti
TIMP-2 ile kaplanmis olan kuyucuklara uygulanir ve inkiibasyona birakilir. Ornekler iginde
bulunan TIMP-2 kuyucuklara baglanir, kuyucuklara bagl ilk antikor tarafindan taninan
TIMP-2 at radish peroksidaz enzimi ile isaretli monoklonal anti TIMP-2 tarafindan taninir.
Kuyucuklara baglanmayan maddeler ve/veya antikor-enzim reaktifi yikama islemleri ile
uzaklagtirllir.  Her  kuyucuktaki peroksidaz  miktari, TMB  substrati (3,3°,5,5’-
Tetrametilbenzidin (TMB)/Hidrojen Peroksit) eklenerek belirlenir. Olusan renkli ¢dzeltinin
absorbansit 650 nm de okunur. Bes adet farklt TIMP-2 standart1 (8, 16, 32, 64, 128 ng/ml)
kullanilarak standart kalibrasyon egrisi hazirlanir ve bu standart kalibrasyon egrisi
kullanilarak 6rneklerdeki bilinmeyen TIMP-2 konsantrasyonlart belirlenir. Sonuglar mg
protein basina pikogram TIMP-2 olarak ifade edildi.

TIMP- 1 ELISA Analizi:

Visseral ve paryetal periton dokusundan hazirlanan homojenatlarda TIMP-1 analizi i¢in
Ray Bio marka (Katalog No:ELR-TIMP-1-001C) enzim immunoassay (EIA) kiti kullanildi.
Sican TIMP-1 antikoru ile kaplanmis kuyucuklara standartlar ve ornekler uygulandi.
Orneklerdeki TIMP-1’in antikora baglanmasi icin inkiibasyona birakildi. Kuyucuklara
baglanmayan proteinler yikama islemi ile uzaklastirildi. Daha sonra tiim kuyucuklara
“biotinlenmis anti—sigan TIMP-1 antikoru” ilave edildi. Baglanmayan fazla “biotinlenmis
anti—sican TIMP-1 antikoru™’nu ortamdan uzaklastirmak i¢in yikama islemi yapildiktan sonra
tim kuyucuklara “Streptavidin ile konjuge edilmis at radish peroksidaz (HRP) enzimi”
eklendi. Yikama isleminden sonra TMB soliisyonu eklenerek TIMP-1 miktar1 ile dogru
orantil1 olarak gelisen renk olusumu 450 nm de degerlendirildi. 7 farkli TIMP-1 standarti
(8.23, 24.69, 74.07, 222.2, 666.7, 2000, 6000 pikogram/ml) kullanilarak olusturulan standart
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak visseral ve paryetal periton dokusunda TIMP-1 miktar

mg protein basina pg olarak ifade edildi.
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5. Istatistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel degerlendirme de, gruplardaki sican sayist 30’un altinda oldugu icin
parametrik olmayan yontemler kullanildi. Gruplar arasinda fark olup olmadigini saptamak
icin li¢ ya da daha c¢ok sayida grup ortalamasinin karsilastirmasinda kullanilan Kruskal-Wallis
Varyans Analizi kullanildi. Gruplar arasinda anlamli fark var ise, anlamli farkin hangi gruptan
kaynaklandigin1 saptamak icin iki grup ortalamasinin karsilastirmasinda kullanilan Mann-
Whitney U Testi kullanildi. Kruskal-Wallis Varyans ve Mann- Whitney U analizi i¢in p< 0,05
ise aradaki farkin anlamli olduguna karar verildi. Degerler aritmetik ortalama + standart

sapma olarak ifade edildi.
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BULGULAR

A. Histopatolojik Degerlendirme:

Calismaya 40 sican alindi. Siganlar her grupta sekiz si¢can olmak iizere bes gruba ayrildi.

Derisik tuzlu su grubundan bir siganin ve serum fizyolojik grubundan iki sicanin patolojik

orneklerinin degerlendirilmesi teknik bazi nedenlerden otiirii yapilamadi. Patolojik olarak

toplam 37 sicanin 6rnekleri degerlendirildi.

1.Paryetal Periton Sonuclari:

Calisma sonucunda paryetal peritona ait fibrozis, yangi, damarlanma skorlar1 ve fibrotik

alan yiizdeleri ile paryetal periton kalinliklarinin sonuglar1 tablo 4 de gdosterilmistir. Tablo 5

de Mann-Whitney U testi kullanilarak yapilan ikili grup karsilastirmalariin istatistiksel

degerlendirme sonuglar1 verilmistir.

FiBROTIK PARYETAL
(l;‘zﬁ}{ﬁggf ALAN FIBROZIS PERITON YANGI DAMARLANMA
GRUPLAR YUZDESI | SKORLAMASI | KALINLIGI | SKORLAMASI | SKORLANMASI
(pm) (pm)
2438+ 280,75 +
I-KH s 1,88 + 0,64 144,96 240,75 1+0,53
1I-
PENTOKSIFILIN | &50%730 |  0.63£051 111,50+ 60,70 | 0,63 +0,74 0,25 = 0,46
II-KH +
PENTOKSIFILIN | 7773281 | 038051 | 9425+£50,00 |  0,63+0,50 0,13 £ 0,35
IV-DERISIK
TUZLU SU 3,86+ 2,03 0,14+ 0,37 74,71 + 34,61 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
V-SERUM
FizvoLojik | 30 LSL | 033£051 | 86,17+4884 | 0,17+0,40 0,17 = 0,40

Tablo 4. Paryetal periton fibrotik alan yiizdesi, fibrozis skorlamasi, paryetal periton kalinligi,

yang1 skorlamasi, damarlanma skorlamasinin tiim gruplara gére ortalama + standart sapma

degerleri.
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Pﬁé‘gﬁg‘; Fnzlzgﬁm FiBROZIS Pﬁé‘é‘%&% YANGI DAMARLANMA
GRUPLAR YUZDESI SKORLAMASI KALINLIGI SKORLAMASI | SKORLANMASI
GrupI-GrupIl | p=0,01 p = 0,00 p = 0,00 p=10,00 p=0.01
Grup I - Grup _ _ _ _ _

- p=0.00 p=10,00 p=0,00 p=10,00 p=0,00
Grup I - Grup _ _ _ _ _

v p=0,00 p=10,00 p=0,00 p=10,00 p=0,00
Grup I - Grup _ _ _ _ _

. p=0.00 p=10.00 p=0.00 p=10.00 p=0.01
G‘“pIIIIi Grup | 51,00 p =044 p =067 p =086 p=0,53
Grup N Grup | 50,10 p=0,06 p=035 p=10,03 p=0,17
Grup Ii/' Grup | 0,57 p =029 p=043 p=0,19 p=071
Grup Illi/ Grup | 5 — 001 p=032 p =045 p=0,01 p=035
Grup H\I,' Grup | 5 —o.10 p =087 p =089 p=0,09 p =083
Grup “\’/' Grup | 0,14 p =043 p=061 p=028 p =028
Tablo 5. Tim histopatolojik gostergeler icin paryetal peritona ait ikili grup

karsilagtirmalarinin istatistiksel sonuglari

Grafik 1 de paryetal periton fibroz skorlamasinin, grafik 2 de ise paryetal periton
kalimliginin gruplar arasindaki dagilimi gosterilmistir. Resim 1 de Mason Trichrome
boyamasiyla paryetal peritonda fibrotik alanlarin gériinlimii ve imaj analiz sistemi ile yesil
boyali alanlarin ylizdesinin belirlenmesi amaciyla program tarafindan yari1 otomatik olarak
secili gorlinim gosterilmistir. Resim 2 de KH grubundan bir sigana ait paryetal periton
kalinlig1 gosterilmektedir. Resim 3 de kontrol grubundan bir sicana ait paryetal periton
dokusunda fibrozisin olmadig1 gosterilmistir Resim 4 de KH grubundan bir sicanin paryetal

periton dokusunda yang1 ve damar ¢ogalmalar1 gdsterilmistir.
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Grafik 1. Paryetal periton fibrozis skorlamasinin tiim gruplara gére dagilima.
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Grafik 2. Paryetal periton kalinliginin tiim gruplara gore dagilima.
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Resim 1. I Mason Trichrome boyamasiyla paryetal peritonda fibrotik alanlarin gériiniimii

I

II. Imaj analiz sistemi ile yesil boyali alanlarin yiizdesinin belirlenmesi amaciyla program

tarafindan yar1 otomatik olarak secili goriintim.
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Resim 2. KH grubundan bir siganin paryetal periton kalinligina ait goriiniim.

Resim 3. Serum fizyolojik grubundan bir siganin paryetal peritonunda fibrozis ve yanginin

olmadig1 gosterilmistir.

Resim 4. KH grubundan bir si¢anin paryetal peritonundaki yangiya (kirmizi ok) ve damar

olusumlarina (siyah oklar) ait gériiniimleri.
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2.Visseral Periton Sonuclari:

Tablo 6 da g¢alisma sonucunda visseral peritona ait fibrozis ve yangi skoru ile visseral periton

kalinlik 6l¢iimlerinin tiim gruplarda ki ortalama =+ standart sapma degerleri gosterilmistir.

Tablo7 de ikili grup karsilastirmalarinda elde edilen istatistiksel sonuglar gdsterilmistir.

VISSERAL

(VISSERAL PERITON) FIBROZIS PERITON YANGI
GRUPLAR SKORLAMASI KALINLIGI(um) SKORLAMASI
I-KH 1,38+ 0,74 87,63 £ 75,27 1,00 + 1,06
II-PENTOKSIFILIN 0,38 £0,51 23,00 + 13,90 0,00 + 0,00
II-KH +

PENTOKSIFILIN 0,25 + 0,46 30,50 + 47,71 0,25+ 0,46
IV-DERISIK TUZLU SU 0,14+ 0,37 14,86 + 5,72 0,14+ 0,37
V-SERUM FiZYOLOJIK 0,17 + 0,40 16,67 + 12,56 0,00 = 0,00

Tablo 6. Visseral periton fibrozis skorlamasi, visseral periton kalinlig1 ve yangi

skorlamasinin tiim gruplara gore dagilimi
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VISSERAL PERITON FIBROZIS VISSERAL PERITON YANGI
GRUPLAR SKORLAMASI KALINLIGI SKORLAMASI

Grup I'- Grup II p=0.01 p=10.03 p=0.01
Grup I - Grup 111 p=0.00 p=0,02 p=0,09
Grup I - Grup IV p=0.00 p=0,00 p=0,05
GrupI-Grup vV p=0.00 p=0,02 p=0,05
Grupll - Grup III p=0,72 p=0,19 p=0,44
Grup II - Grup IV p=0,46 p=0,28 p=0,69
Grup II - Grup V p=0,57 p=0,22 p=1,00
Grup I - Grup IV p=0,77 p=0,86 p=0,77
Grup I - Grup V p=0,85 p=0,95 p=0,49
Grup IV - Grup V p=0,94 p=0,73 p=0,73

Tablo 7. Visseral periton i¢in ikili grup karsilastirmalarinda elde edilen istatistiksel sonuglar.

Grafik 3 de visseral periton fibrozis skorunun Grafik 4 de visseral periton kalinliginin
tim gruplardaki dagilimi gosterilmistir. Resim 5 de KH grubundan bir sicanin visseral
peritonuna ait fibrozis ve kalinlik artis1 ve Resim 6 de ise KH + pentoksifilin grubundan bir

sicanin visseral peritonunda fibrozisin olmadigi gosterilmistir.
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Grafik 3. Visseral periton fibrozis skorunun tiim gruplardaki dagilima.
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Grafik 4. Visseral periton kalinliginin tiim gruplardaki dagilima.
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Resim 5. KH grubundan bir sicanin visseral peritonuna ait fibroz ve kalinlik artis1 ve yangi

durumu (F: fibrozis, Y: yang1, F+Y: fibrozis + yang).

Resim 6. KH + pentoksifilin grubundan bir siganin visseral peritonunda fibrozisin olmadigi

gosterilmistir.
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B. Biyokimyasal Degerlendirme:

1. Paryetal Periton Dokusunda Olgiilen Pro ve Aktif MMP-2 Diizeyleri:

Tablo 8 de paryetal periton dokusunda gdsterilen proMMP-2 ve aktif MMP-2’nin tiim

gruplarda ki ortalama + standart sapma degerleri verilmistir. ProMMP-2 ve aktif MMP-2 i¢in

bulunan degerler yogunluk/mikrogram protein olarak ifade edilmistir. Tablo 9 da ikili grup

karsilagtirmalarinda elde edilen istatistiksel sonuglar gosterilmistir.

Paryetal Periton ProMMP-2

Paryetal Periton aktif MMP-2

GRUPLAR
yogunluk/mikrogram protein yogunluk/mikrogram protein
I-KH 160526 + 58163 15478 + 15382
II-Pentoksifilin 137275 £ 31361 12684 + 2707
ITI-KH +

154762 + 56573 20508 + 12733

pentoksifilin
IV-Derisik tuzlu su 108262 + 36305 10444 + 6282

V-Serum fizyolojik 66513 + 9744 6467 + 1912

Tablo 8. Paryetal periton dokusunda proMMP-2 ve aktif MMP-2’nin tiim gruplarda ki

ortalama + standart sapma degerleri.

35




PARYETAL PERITON

GRUPLAR proMMP-2 aktif MMP-2
Grup I - Grup II p=0,79 p=0,87
Grup I - Grup III p=0,95 p=0,57
Grup I - Grup IV p=20,07 p=0,77
Grup I - Grup V p=0.00 p=0,27
Grupll - Grup I p=10,64 p=0,38

Grup II - Grup IV p=0,12 p=0,15
Grup II - Grup V p=0.00 p=0.00
Grup I - Grup IV p=0,12 p=0,12
Grup I - Grup V p=0.00 p=0.01
Grup IV - Grup V p=0,02 p=0,18

Tablo 9. Paryetal peritona ait ikili grup karsilagtirmalarinda elde edilen istatistiksel sonuglar.

.

.

Pozitif Kontrol

Resim 7. Paryetal periton proMMP-2 ve aktif MMP-2nin jelatin zimografik gdériintimii.

A: KH, B: Pentoksifilin, C: KH + Pentoksifilin, D: Derisik tuzlu su, E: Serum Fizyolojik

2. Paryetal Periton Dokusunda Ol¢iilen proMMP-9 Diizeyleri:

Paryetal periton dokusunda higbir grupta proMMP-9 diizeyine rastlanmadi.

3. Paryetal Periton Dokusunda Olgiilen TIMP-1 ve TIMP-2 Diizeyleri:

ProMMP-2
Aktif MMP-2



Paryetal Periton TIMP-1 Paryetal Periton TIMP-2
GRUPLAR
pg / mg protein pg / mg protein

KH 1184 £517 1371 £206
Pentoksifilin 592 +£283 1192 £ 215
KH + pentoksifilin 1115+ 525 1666 + 323
Derisik tuzlu su 429 + 154 1663 + 407
Serum fizyolojik 411 +274 1545 +397

Tablo 10. Paryetal periton dokusunda TIMP-1 ve TIMP-2’nin tiim gruplarda ki ortalama +

standart sapma degerleri.

PARYEﬁ%%EEE ITON TIMP-1 TIMP-2
Grup I - Grup II p=20.02 p=0,16
Grup I - Grup III p=0,77 p=0,05
Grup I - Grup IV p=20.,00 p=0.03
Grup I - Grup V p=20.,00 p=0,19
Grupll - Grup III p=0,05 p=0.00
Grup II - Grup IV p=0,23 p=0,01
Grup II - Grup V p=0,27 p=0.,03

Grup III - Grup IV p=20.,00 p=0,87
Grup lII - Grup V p=0.00 p=0,50
Grup IV - Grup V p=0,50 p=0,32

Tablo 11. Paryetal periton dokusunda TIMP-1 ve TIMP-2’nin ikili grup karsilastirmalarindan

elde edilen istatistiksel sonuglar.
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Paryetal periton dokusunda 6lgiilen TIMP-1 ve TIMP-2 degerleri pikogram/miligram
protein (pg/mg protein) olarak ifade edilmistir.

4. Paryetal Periton Dokusunda Olgiilen cAMP Diizeyleri:

Paryetal periton dokusunda Olgilen cAMP  diizeyleri pikomol/miligram
protein(pmol/mg protein) olarak hesaplanmistir. Tiim gruplarda degerler soyle bulundu; KH
grubunda 60,6 + 19,4 pmol/mg protein, pentoksifilin grubunda 59,6 + 15,8 pmol/mg protein,
KH + pentoksifilin grubunda 80,5 + 23,1 pmol/mg protein, derisik tuzlu su grubunda 81,2 +
29,0 pmol/mg protein ve serum fizyolojik grubunda 75,0 + 18,1 pmol/mg protein.

Yapilan grup karsilagtirmalarinda istatistiksel anlamli farka rastlanilmadi.
5. Visseral Periton Dokusunda Olgiilen Pro ve Aktif MMP- 2 Diizeyleri:

Tablo 12 de visseral periton dokusunda gosterilen proMMP-2 ve aktif MMP-2’nin tiim
gruplarda ki ortalama + standart sapma degerleri verilmistir. Degerler yogunluk/mikrogram
protein olarak ifade edilmistir. Tablo 13 de ikili grup karsilastirmalarindan elde edilen
istatistiksel sonuglar verilmektedir. Grafik 4 de visseral periton da proMMP-2’nin tiim
gruplardaki dagilimi gdsterilmektedir. Visseral peritonda aktif MMP-2 KH grubu disinda

diger gruplarda dl¢iilemedi. Bu nedenle istatistiksel degerlendirme yapilmadi.

Visseral Periton ProMMP-2 Visseral Periton aktif MMP-2
GRUPLAR ' . . ‘
yogunluk/mikrogram protein yogunluk/mikrogram protein
I-KH 159975 +209997 30379980 + 84533818
II-Pentoksifilin 637 + 128 0
III-KH +
26749 + 10465 0
Pentoksifilin
IV-Derisik tuzlu su 17838 + 14725 0
V-Serum fizyolojik 14493 + 10355 0

Tablo 12. Visseral periton dokusunda proMMP-2 ve aktitMMP-2 tiim gruplarda ki ortalama

+ standart sapma degerleri.
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ViISSERAL PERITON

GRUPLAR proMMP-2
Grup I - Grup II p=0.00
Grup I - Grup III p=0.00
Grup I - Grup IV p=0.00
Grup I - Grup V p=0.00
Grupll - Grup III p=0.00
Grup II - Grup IV p=0.00
Grup II - Grup V p=0.00

Grup I - Grup IV p=0,32
Grup III - Grup V p=10,07
Grup IV - Grup V p=0,75

Tablo 13.Visseral periton dokusunda proMMP-2’nin ikili grup karsilastirmalarindan elde

edilen istatistiksel sonuclar.
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Grafik 4. Visseral peritonda proMMP-2’nin tiim gruplara gore dagilima.

Pozitif Kontrol

AktiftMMP-¢
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Resim 8. Visseral periton proMMP-2, aktif MMP-2, proMMP-9 ve aktif MMP-9’un jelatin
zimografik goriinimd.

A: KH, B: Pentoksifilin, C: KH + Pentoksifilin, D: Derisik tuzlu su, E: Serum Fizyolojik
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6. Visseral Periton Dokusunda Ol¢iilen proMMP-9 Diizeyleri:

Viseral peritonda proMMP-9 o6lciimi KH grubunda 73696 + 130144
yogunluk/mikrogram protein olarak bulundu. Pentoksifilin grubunda hi¢ proMMP-9
Ol¢iimiine rastlanmadi. KH + pentoksifilin grubunda 908 + 1265 yogunluk/mikrogram
protein, derisik tuzlu su grubunda 5495 + 5833 yogunluk/mikrogram protein ve serum
fizyolojik grubunda 4970 + 5602 yogunluk/mikrogram protein bulundu. Grafik 5 de visseral
peritona ait tim gruplardaki proMMP-9 dagilimi gdosterilmistir. Pentoksifilin grubunda
proMMP-9 &lgiimiine rastlanmadigr i¢in ikili grup karsilastirmalarinda grup 2 ile diger

gruplar karsilastirilmamistir. Tablo 14 de ikili grup karsilagtirmalarinin istatistiksel sonuglari

verilmistir.
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Grafik 5. Visseral peritonda 6lciilen proMMP-9’un tiim gruplarda ki dagilimu.

41



VISSERAL PERITON

GRUPLAR proMMP-9
Grup I - Grypnr e
Grup I - Grup 111 p=0.00
Grup I - Grup IV p.=0,00
Grup I - Grup V p=0.00

Grupll - GrupIIr | e

Grup II - Gruplv. | e

Grup II - GrupvV | e

Grup III - Grup IV p=0,06
Grup I - Grup V p=0,02
Grup IV - Grup V p=1,00

Tablo 14. Visseral periton dokusunda proMMP-9’un ikili grup karsilagtirmalarindan elde

edilen istatistiksel sonuclar.

7. Visseral Periton Dokusunda Olgiilen TIMP-1 ve TIMP-2 Diizeyleri:

Visseral peritonda Olgiilen TIMP-1 ve TIMP-2 degerleri pikogram/miligram protein
(pg/mg protein) olarak ifade edilmistir.

Tablo 15°de visseral peritondaki TIMP-1 ve TIMP-2’nin tiim gruplardaki ortalama +

standart sapma degerleri gosterilmistir.

Yapilan grup karsilagtirmalarinda istatistiksel anlamli farka rastlanilmadi
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Visseral Periton TIMP-1

Visseral Periton TIMP-2

GRUPLAR
pg / mg protein pg / mg protein
KH 743 + 504 421 +£133
Pentoksifilin 625+ 95 360 +31
KH + pentoksifilin 657 +92 411 £ 56
Derisik tuzlu su 634+ 114 373 £28
Serum fizyolojik 599 + 194 370 + 85

Tablo 15. Visseral peritondaki TIMP-1 ve TIMP-2’nin tiim gruplardaki ortalama + standart

sapma degerleri.

8. Visseral Periton Dokusunda Olciilen cAMP Diizeyleri:

Visseral periton dokusunda o6lciilen cAMP diizeyleri pikomol/miligram protein

(pmol/mg protein) olarak hesaplanmigtir. KH grubunda 14,8 + 13,6 pmol/mg protein,

pentoksifilin grubunda 7,3 = 7,0 pmol/mg protein, KH + pentoksifilin grubunda 9,2 + 4,8

pmol/mg protein, derisik tuzlu su grubunda 12,0 + 7,3 pmol/mg protein ve serum fizyolojik

grubunda 9,1 + 5,3 pmol/mg protein olarak dl¢iildii.

Ikili grup karsilastirmalarinda istatistiksel anlaml1 farka rastlanilmadi.
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TARTISMA

Diizenli periton diyalizi yapan hastalarin tedavilerinin sonlandirilmasinda en 6nemli
nedenler; soliit gecisinde ve ultrafiltrasyonda yetersizliklerdir. Periton fibrozisi diizenli
periton diyalizi yapan hastalarin periton biyopsilerinde yaygin bir bulgudur (4). Periton
membraninda olusan degisiklikler ozellikle mezotel altinda goriilen yangi, fibrozis ve
damarlanmaya neden olmakta ve sonugcta ultrafiltrasyon yetmezligi gelismektedir (5). Bu ise,
periton diyaliz tedavisinin sonlandirilmasina yol agmaktadir. Periton fibrozisi gelisiminde ana
patogenetik mekanizma peritonun mezotelyal hiicrelerinin ve fibroblastlarinin asiri iiretimi
sonucu hiicre dis1 matriks birikimidir (8-10). Fibrozisin baslamasi ve devam etmesinde
matriks metalloproteinazlar1 ve onlarin dogal durduruculari rol almaktadir (8). Peritonda
MMP’ler ve TIMP’lerin periton mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve makrofajlar tarafindan
tiretildikleri gosterilmis ve periton hiicre kiiltiirlerinde MMP-2, MMP-3 ve MMP-9, TIMP-1
ve TIMP-2 aktivitelerinin belirgin oldugu 6l¢iilmiistiir (17).

Yayinlarda cAMP artis1 saglayan ilaclarin hiicre cogalmasin1 ve hiicre dist matriks
birikimini azalttiklar1 gosterilmistir (22). Pentoksifilin bir metilksantin tiirevidir ve 6zgiil
olmayan yoldan fosfodiesterazi inhibe eder boylece hiicre ici cAMP artis1 yapar. insan periton
fibroblastlarinda pentoksifilinin in vitro olarak kollajen sentezini ve biiylimeyi durdurdugu
gosterilmistir ve fibrozisin de pentoksifilin uygulamasi ile geriledigi goriilmiistiir (26).

Bu calismada ki amacimiz klorheksidin ile fibrozis olusturulmus sigcanlarda
pentoksifilinin, fibrozisi Onlemedeki etkinligini ve etkinlik sirasinda olast yolaklari
belirlemekti.

(Calismada oncelikle sicanlarin karin i¢ine klorheksidin verilerek bir yangi olusturulmasi
amaclandi. Daha sonraki hedefimiz yangi siirecinin ilerlemesiyle periton dokusunda fibrozis
ve kalinlagma gelismesiydi. Periton hasarlanma ve siiregen degisikliklerin degerlendirilmesi
icin paryetal ve visseral peritonda fibrozis skorlamasi, kalinlik 6lgiimleri, damarlanma skorlari
ve yangt skorlart degerlendirildi. Calisma sonunda histopatolojik  gostergelerin
degerlendirilmesinde visseral periton yangi skorlart disinda KH verilen grup ile diger tiim
gruplar arasinda, bakilan tiim diger histopatolojik gdstergeler igin istatistiksel olarak anlaml
fark bulundu (p<0,05).

Bu sonuclar degerlendirildiginde birincil hedefimiz olan klorheksidin ile periton fibrozis

olusturma deneyinin basarildig goriildii.
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Pentoksifilinin periton fibrozisini énlemedeki etkinligini degerlendirmek i¢in; KH ve
KH + pentoksifilin gruplari histopatolojik tiim gostergeler i¢in karsilastirildi. Visseral periton
yang1 skorlamasi disinda tiim diger gostergeler i¢in anlamli fark bulundu (p< 0.05) Yangi
skorlarma bakildiginda istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber KH + pentoksifilin
grubunda yanginin daha az oldugu goriildii. Fibrozisin sonraki siire¢leri i¢in belirlenen
gostergelerde KH ve KH + pentoksifilin gruplar1 arasinda anlamh fark olmasi, ¢alisma daha
uzun siirdiiriilseydi “yangi”nin azalabilecegini ve sonuglarin istatistiksel olarak anlamliliga
ulagabilecegini diislindiirdii. Pentoksifilinin peritonda ki etkisi serum fizyolojikten farkl
degildi. Yine pentoksifilinin i¢inde ¢oziinmiis oldugu derisik tuzlu su ¢ozeltisinin de hem
Parietel hem visseral peritonda ki fibrozis skoru, yangi skoru, kalinliklar fibrozis olusan alan
ylizdesi ve damarlanma bakimindan serum fizyolojik ile benzerdi.

Bu sonu¢ Fang C ve arkadaslarinin yapmis oldugu silika iligkili periton fibrozisinin
pentoksifilin ile 6nlendigi ¢calismanin sonuglar ile benzerdi (26). Yine bu c¢alismada in vitro
olarak tripsin-EDTA ile uyarilmis insan periton mesotel hiicre kiiltiirlerinde pentoksifilin
uygulamasi ile mesotel hiicre biiylimesi ve kollajen sentezinin durduruldugu gosterilmisti
(25). Bagka bir calismada siganlarda barsak rezeksiyonu sonrasi karin i¢i yapisikliklarin
pentoksifilin uygulamasi ile 6nledigi gosterilmisti (38). Yaptigimiz ¢alisma da pentoksifilin
uygulamasi ile fibrozisin dnlenmesi bu iki ¢alismanin sonuglarini destekliyordu. Hung KY ve
arkadaslar 6zgiil olmayan yolla fosfodiesterazi inhibe edip hiicre ici cAMP artis1 saglayan
dipiridamol ile in vitro olarak periton mezotel hiicre ¢ogalmasini1 durdurduklarini ve in vivo
olarakta periton kalinlasmasi ve yapisikliklarinin azaldigini géstermislerdi. Bu ¢alismada ayni
ilag kullanilmamakla beraber aynmi yolagi kullanan pentoksifilin kullanildi ve periton
dokusundaki sonuglar1 benzer bulundu (36). Tim bu bulgular degerlendirildiginde
pentoksifilin uygulamasinin; klorheksidin ile olusturulan kimyasal peritonit ve sonrasinda
gelisen periton fibrozisini onleyebilecegi sonucuna varildi.

Martin J ve ark’nin ¢alismasinda; periton hiicre kiiltiirlerinde MMP-2, MMP-3 MMP-9,
TIMP-1 ve TIMP-2 aktivitelerinin oldugunu gdosterilmisti (17). Yine Masunaga Y ve ark’nin,
Fukudome K ve ark’nin ¢aligmalarinda da periton fibrozisinde ve peritonitler sirasinda periton
stvisinda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 artis1 gosterilmisti (19-20). Baska bir caligmada
enkapsiile peritonit olusturulan sicanlarda diyalizat sivisinda MMP-2 aktivitesinin arttigi
saptanmistt (21). Calismamizin ikinci kisminda peritonda olusan fibrozis sirasinda ve

pentoksifilin ile oOnlenmesinde MMP-2 ve MMP-9’un etkisini ve bu matriks
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metalloproteinazlarin dogal durdurucular1 olan TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyini paryetal ve
visseral periton doku 6rneklerinde degerlendirdik.

Klorheksidinle peritonit ve fibrozis gelistirdigimiz grupta hem paryetal hem de visseral
peritonda proMMP-2 diizeyi kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulundu (sirayla
p=0,00, p=0,00). Ancak aktif MMP-2 diizeyleri paryetal periton dokusunda fibrozis
olusturulan grup ile kontrol grubu arasinda farkli degildi. Visseral periton dokusunda ise KH
grubu disinda aktif MMP-2 gosterilemedi. Bu sonug periton fibrozisi olusumunda proMMP-
2’nin rol oynayabilecegini diisiindiirdii. Paryetal peritonda fibrozis olusturulan grup ile
pentoksifilin ile Onleyici tedavinin verildigi gruplar arasinda proMMP-2, aktif MMP-2
Olctimlerinde istatistiksel olarak farklilik bulunmadi. Ancak visseral peritonda proMMP-2 i¢in
bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p=0.01). Visseral peritonda
pentoksifilinin fibrozisi Onleyici etkisi sirasinda proMMP-2’diizeyinin diisiik bulunmasi
pentoksifilinin bu sekilde etkisini gosterebilecegini diislindiirdii. Periton zarinin paryetal ve
visseral yapraklarimin ayr1 fizyolojik diizeneklerle calismayacagi diisiincesinden hareketle,
visseral peritonda buldugumuz bu bulgunun paryetal periton icinde gecerli oldugunu
diistinebiliriz. Paryetal peritonda aktif MMP-2 istatistiksel anlamli olmasa da klorheksidin
alan grupta belirgin olarak daha yiiksekti. Istatistiksel anlamlilia ulasmama nedeni ise
olasilikla aktif MMP-2 diizeyinin klorheksidin grubu i¢inde genis bir aralifinin olmasi ve
olduke¢a yiiksek bir standart sapma degerine sahip olmasiydi. Eger grup icinde sican sayisi
yiiksek alinsaydi aktif MMP-2 i¢in istatistiksel anlamliliga ulasilmasi miimkiin olabilirdi.
Visseral peritonda ise aktif MMP-2 diizeyleri klorheksidinle fibrozis olusturulan grup
disindaki gruplarda gosterilemedi. Buradan su sonuglar ¢ikarilabilir; a) klorheksidin gii¢lii bir
fibrotik ajandir ve proMMP-2 den aktif MMP-2 ye gecisi belirgin olarak uyarir b)
pentoksifilin klorheksidinin uyardigi proMMP-2 den aktif MMP-2’ye geg¢isi engelliyor
olabilir ProMMP-2’nin aktiflesme siireci visseral peritonda farkli bulunmustur. Aktiflegsme
mekanizmalarinin visseral ve parteyal peritonda farkli farkli oabilecegini diistinmek giictiir.
Ancak bizim bulgumuz bu sekildedir. Bunun nedeni visseral peritonu elde etmede ve 6ziitiinii
cikarmada yasanan teknik zorluklar nedeniyle olmus olabilir.

Visseral periton dokusunda TIMP-2 icin gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
bulunmadi. Visseral peritonda proMMP-2 diizeyi pentoksifilin + KH verilen grupta diisiik
bulunmusken TIMP-2 de anlamli bir yiikseklik olmamasi; visseral peritonda TIMP-2’nin

sunumunun belirgin olmamasindan kaynaklanabilir. Ayrica proMMP-2 diizeyinin azalmasi
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TIMP-2 disinda pentoksifilin uygulamasi gibi bir takim baska faktorler ile gergeklesmis
olabilir. Paryetal peritonda ise TIMP-2 diizeyi fibrozis olusturulan grupla kontrol grubu
arasinda farkli degilken, pentoksifilin ve klorheksidin verilen grupta klorheksidin verilen
gruba gore yiiksek bulundu (p=0,04). Paryetal peritonda pentoksifilin ve klorheksidin verilen
grupta TIMP-2 yiiksekligine kars1 beklentimiz bu grupta pro ve aktif MMP-2 diizeylerinin
diisiik olmasiydi ancak bu gosterilemedi. Yinede bu grupta proMMP-2 ve aktif MMP-2’lerde
belirgin diigiiklik olmasa fibrozisin Onlenmesinde TIMP-2’lerin rolii olabilir. Ciinki
TIMP’ler sadece MMP’leri durdurmazlar ayni zamanda dokuda farkli gorevleri de vardir
(40).

Paryetal periton dokusunda proMMP-9 higbir grupta Olgiilemedi. Paryetal periton
dokusunda proMMP-9’un gosterilememe nedeni a) bu dokuda sunumunun olmamasi b)
kullandigimiz teknik ile gosterilememesi olabilir. Eger mRNA diizeyinde proMMP-9
calisilmis olsaydir belki de paryetal periton dokusunda proMMP-9’a rastlanabilecekti.
Dokularda proMMP sunumu TIMP’lerin sunumlarina bagli olmadigi i¢cin proMMP-9’un
paryetal peritonda gosterilememis olmasi paryetal peritonda TIMP-1 varhig ile
iligkilendirilmedi.

Visseral periton dokusunda ise fibrozis olusturulan grupta kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek proMMP-9 diizeyleri gosterildi (p=0.00). Pentoksifilin ile
Onleyici tedavinin verildigi grupta ise belirgin olarak diisiik proMMP-9 gosterildi ve
istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0.00). Bu sonuca bakarak visseral peritonda pentoksifilinin
proMMP-9 diizeyini azaltarak fibrozisi Onleyebilecegi diisiiniildii. Visseral periton dokusunda
aktif MMP-9 o6l¢limiine rastlanilmadi. Yine bunun olasi nedenleri a) proMMP-9’un aktif
MMP-9 déniisiimiinii engelleyen TIMP-1 disinda baska durdurucularin olmasi b)
kullandigimiz teknik nedeniyle aslinda var olan aktif MMP-9’u 6lgemememiz c) visseral
peritonun elde edilmesinde ve 6ziitliniin ¢ikarilmasindaki yaganan teknik zorluklar oalbilir.

TIMP-1 olgiimlerine bakildiginda paryetal peritonda TIMP-1 o6l¢iimi fibrozis
olusturulan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=0.00). Ancak
klorheksidin ile fibrozis olusturulan grup ile pentoksifilin ve klorheksidin verilen gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Paryetal periton dokusunda proMMP-9
olmadan TIMP-1 olmasinin olast nedeni TIMP’lerin sadece MMP’lerin durduruculari
olmay1p baska fizyolojik mekanizmalarda da rol oynamalari olabilir (40). Visseral peritondaki

TIMP-1 diizeyleri incelendiginde hicbir grup karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli
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farklilik gosterilemedi. Visseral periton i¢in proMMP-9 diizeyinin klorheksidin ve
pentoksifilinin birlikte verildigi grupta istatististiksel olarak daha diisiik bulunmasinin nedeni
olasilikla pentoksifilin uygulamasi gibi TIMP-1 disindaki bagka bir nedene bagliydi.

Bu sonuclar 1s18inda paryetal peritonda proMMP-2 artis1 fibrozis gelisimine neden
olabilir. Aynmi sekilde visseral peritonda fibrozis gelisiminde proMMP-2 ve proMMP-9
artiglart rol oynayabilir. Paryetal periton fibrozisinin engellenmesinde pentoksifilinin
proMMP-2, proMMP-9, TIMP-1 {izerine belirgin etkisi gosterilemedi. TIMP-2 ise paryetal
periton dokusunda pentoksifilin ile Onleyici tedavinin verildigi grupta yiiksekti.
Pentoksifilinin paryetal periton dokusunda fibrozisi 6nlemedeki etkisinde TIMP-2 deki bu
artis rol oynayabilir. Visseral periton dokusunda pentoksifilinin fibrozisi onleyici etkisi ise
TIMP-1ve TIMP-2’ler disinda bagka mekanizmalar ile proMMP-2 ve proMMP-9 diizeylerini
azaltarak olabilir.

Fibrozis gelisen grupta pro MMP-2 diizeyleri yiiksekligi daha 6nce peritonitli hastalarin,
periton sivisinda MMP-2 yiiksek bulunmus ¢aligsmalarla uyumluydu (19-21)

Hirahara I.ve arkadaslarinin calismasinda aktif MMP-2 periton hasarlanmasinda daha
yiiksek bulunmustu (41). Ancak bu ¢alismada bunu gosteremedik.

Fudukoma ve arkadaslarinin ¢alismasinda 6zellikle bakteriyel peritonitlerin erken evresi
ve iyilesme doneminde proMMP-9 diizeylerinin yiiksekligi periton sivisinda gosterilmisti
ancak kaynag1 belirlenememisti (20). Bu ¢alismada proMMP-9’u visseral periton fibrozisinde
belirgin yiiksek bulduk. Onceki ¢aligmada periton sivisinda yiiksek tespit edilen proMMP-
9’un kaynaginin visseral periton olmast muhtemeldir.

Pentoksifilin fosfodiesteraz inhibisyonu yaparak etkisini gostermektedir. Bu nedenle
tictlinciil olarak baktigimiz gosterge cAMP idi. cAMP dl¢limleri acisinda paryetal ve visseral
periton degerlendirilmelerinde higbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamliliga
rastlanilmadi.

Ayrica calisma sonuglarimin degerlendirilmesinde ne paryetal periton nede visseral
periton dokusunda cAMP ile proMMP-2, aktif MMP-2, proMMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2
arasinda korelasyona rastlanilmadi.

Daha oOnce yapilan hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda cAMP artisinin hiicre ¢ogalmasini
engelledigi gosterilmisti (39). Yine pentoksifilinin insan mezotel hiicrelerinde cAMP artis1

yoluyla kollajen sentezini ve ¢ogalmasini durdurdugu da gdsterilmisti (25- 26). Biz periton
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fibrozisin de paryetal ve visseral dokuda cAMP calistik. Calismamizda her iki periton
dokusunda da pentoksifilin ile fibrozisi 6nlemis olmamiza ragmen cAMP artisina rastlamadik.
Bunun iki olas1 agiklamasi olabilir. Birincisi cAMP nin yar1 dmrii ¢ok kisadir (yaklasik 5 dk)
ve cAMP calismamizin merkezinde yer almadigi i¢in yar1 Omriine gore bir planlamada
yapmadigimizdan dolay1 bdyle bir sonug ¢ikmus olabilir. Ikincisi ise pentoksifilin cAMP artis1
disinda baska bir yolagi daha kullaniyor olabilir. Sistemik sklerozda TNF-a diizeylerinde artis
gosterilmistir. Pentoksifilin’nin ise TNF-a diizeylerinde azalma yaptigi gosterilmis (42).
Periton fibrozisinde de salinan sitokinler i¢inde TNF-a yer aldig: icin belkide bu sitokinin
diizeyinde degisiklik bu olumlu etkiden sorumlu olabilir.

SONUC: Klorheksidinle paryetal ve visseral periton dokusunda fibrozis
olusturulmustur. Pentoksifilin ise olusturulan bu fibrozisi histopatolojik olarak engellemistir.
Fibrozisin olusmasinda paryetal peritonda proMMP-2 visseral peritonda ise proMMP-2 ve
proMMP-9 diizeylerinde artis gosterilmistir. Pentoksifilin ise fibrozisin engellenmesinde
visseral periton dokusunda proMMP-2 ve proMMP-9’un diizeylerini azaltarak etkili olabilir.
Pentoksifilin paryetal periton fibrozisini dnlerken TIMP-2 diizeyini artirtyor olabilir. cAMP
diizeylerinde degisiklik olmamasi teknik olarak Sl¢iim sorunlari yoksa periton fibrozisinin

onlenmesinde pentoksifilinin baska bir yolu kullaniyor olabilecegini diistindiirmektedir.
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