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OZET

SICANLARDA KiMYASAL PERITONITE BAGLI PERITON FiBROZISINDE
DARBEPOETIN’IN PERITONEAL FiBROZIiS iLE PERITONEAL DOKU MMP-2
VE TIMP-2 UZERINE ETKIiSiNIN INCELENMESI

Ali BORAZAN

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

I¢ Hastaliklar1 AD/ Nefroloji Bilim Dali

Yazisma Adresi: DEUTF ¢ Hastaliklart AD Nefroloji BD Inciralty/ IZMIR

Elektronik posta:borazanali @hotmail.com

Uzun siireli periton diyaliz (PD) tedavisi sonrasi periton zarinda meydana gelen
patolojik degisiklikler sonucu enkapsiile periton sklerozu (EPS) gelisebilir. EPS, PD’nin
ciddi bir komplikasyonu olup PD yetersizligine ve 6liime neden olabilir. Giiniimiizde heniiz
tam olarak tedavisi miimkiin degildir. Darbepoetin; bir hemopoetik biiylime faktorii olup
anemi tedavisinde kullanilir. Darbepoetin’in peritoneal fibrozisteki etkinligini gOsteren
heniiz bir caligma yoktur. Bazi1 ¢alismalarda kalp, beyin ve bobrekte gelisen fibroziste,

fibrozisi azalttig1 gosterilmistir.

Amag: Bu calismada darbepoetin’in; siganlarda tuzlu su i¢inde erimis %15 etil alkol
ve %0,1 klorheksidin glukonat bulunan solusyon ile peritoneal fibrozis gelisimi ve
peritoneal fibrosis gelisimi ile ilgili olabilecek peritoneal doku MMP-2 ve TIMP-2 iizerine

etkisini arastirmay1 amagladik.

Gerec¢ ve Yontem: Yirmi dort adet disi Wistar albino si¢an ii¢ gruba boliindii. Grupl
(KH grubu): Kimyasal peritonit olusturmak i¢in tuzlu su i¢inde erimis %15 etil alkol ve
%0,1 KH bulunan karisimi1 3 ml / giin karm icine, grup 2 (KH+Epo grubu): tuzlu su i¢inde
erimis %15 etil alkol ve %0,1 KH bulunan karisimi 3 ml / giin karin icine + ilk giin ve
yedinci giinde darbepoetin 12.5 mcg/kg dozunda iki kez ciltaltina, grup 3 (SF grubu):
%0,9’1luk serum fizyolojikten 3 ml / giin karin i¢ine uygulandi. Karin icine tiim uygulamalar
karnin sag alt kadranindan 21 gauge igne ile yapildi. Calisma siiresi 14 giin olarak belirlendi.
15.giinde si¢anlar sakrifiye edildi ve paryetal periton i¢in karin sol 6n duvarindan visseral

periton i¢in karaciger iizerinden ornekler alindi. Patolojik inceleme i¢in Hematoksilen &
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Eosin (HE) ve Von Gieson (VG) boyast kullanildi. Isik mikroskopisi ile paryetal ve visseral
peritonun  kalinligi, damar c¢ogalmasi, fibrozis ve yangi  degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal olarak MMP-2 ve TIMP-2 antikor boyalar1 kullanilarak 1s1k
mikroskopisi ile degerlendirildi. Biyokimyasal olarak paryetal periton doku Orneklerinde
MMP-2 ve TIMP-2 calisildi. MMP’lerin calisilmasinda jelatin zimografi, TIMP’ler icin
ELISA yo6ntemi kullanildi.

Bulgular: Histopatolojik degerlendirmede HE ve VG ile KH+Epo grubunda KH
grubuna gore paryetal ve visseral peritonda kalinlik azalmasi istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Yangi skorlamasi, damarlanma skorlamasi ve fibrotik alan yiizdesi
acisindan anlamli fark bulunmadi (P>0,05) Immiinohistokimyasal olarak Darbepoetin
paryetal ve visseral peritonda MMP-2’yi KH grubuna gore baskilarken (p<0,05), TIMP-2
izerine etkili bulunmamistir (p>0,05). Biyokimyasal olarak ise paryetal peritonda aktif
MMP-2’nin proMMP-2’ye orant KH+Epo grubunda KH grubuna goére artirmasi anlamli
bulunurken (p<0,001), Hem KH grubunda hemde KH+Epo grubunda TIMP-2 diizeylerinin
kontrol grubuna gore baskilandigi (p<0,05) goriildii.

Sonug¢: Darbepoetin; KH ile olusturulan kimyasal peritonit sonrasinda histopatolojik
olarak peritoneal fibrozis gelisimini azaltmaktadir. Darbepoetin’in periton fibrozisine neden
olmadig1 ve periton fibrozisini engelleyebilecegi sOylenebilir. Ancak bu konuda gerek doz
ile ilgili gerekse siire ile ilgili genis capli deneysel ve klinik aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Peritoneal fibrozis, darbepoetin, MMP-2, TIMP-2
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SUMMARY

THE EFFECTS OF DARBEPOETIN ON PERITONEAL FIBROSIS INDUCED
BY CHEMICAL PERITONITIS AND ON PERITONEAL TISSUE MMP-2 AND
TIMP-2 LEVELS AT RATS

BORAZAN, Ali MD
Department of Nephrology, School of Medicine, Dokuz Eyliil University izmir
Address for correspondence: DEUTF I¢ Hastaliklar1t AD/ Nefroloji BD- IZMIR

e-mail: borazanali @hotmail.com

Encapsulating peritoneal sclerosis (EPS) may develop as a result of pathological
changes occuring at peritoneal membrane after long-term peritoneal dialysis (PD). EPS is
regarded as a serious complication of peritoneal dialysis, and may lead to inadequate
dialysis and death. Currently, no validated guidelines for management of EPS exist.
Darbepoetin, a hematopoietic growth factor, is a synthetic analogue of erythropoietin and
used as an erythropoiesis stimulating agent. The study showing effectiveness of darbepoetin
on peritoneal fibrosis is not available yet. However, there are some studies showing that it
can decrease fibrosis in heart, brain, and kidneys.

Objective: To assess the influence of darbepoetin on development of peritoneal
fibrosis on rats induced by daily injections of chlorhexidine gluconate (0,1%) and ethanol
(15%) dissolved in saline, and on peritoneal tissue levels of MMP-2 and TIMP-2 that may
be regarded as factors playing role on development of peritoneal fibrosis.

Subjects and Methods: Twenty-four female Wistar albino rats were divided into three
groups. The first group received 3 ml daily injections of chlorhexidine gluconate (0,1%) and
ethanol (15%) dissolved in saline intraperitoneally to induce chemical peritonitis; group 2
(Chlorhexidine gluconate and Epo group) received 3 ml daily injections of chlorhexidine
gluconate (0,1%) and ethanol (15%) dissolved in saline and also darbepoetin 12.5 microgr/
per kilogram/ day subcutaneously on the first and seventh days; group 3 (saline group)
received 0.9% saline (3 ml/d) intraperitoneally through right lower quadrant by 21 gauge
needle. The study duration was fourteen days. On the fifteenth day rats were sacrificed,
parietal and visceral peritoneum samples were obtained from left anterior abdominal wall

and liver, respectively. Pathological samples were examined using Hematoxyline & Eosin
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(HE), and Von Gieson (VG) stains. The thickness, vascular proliferation, and inflammation
were determined by light microscopy. MMP-2 and TIMP-2 were studied
immunohistochemically by monoclonal antibody staining. The expression of MMP-2 on
parietal peritoneum were studied biochemically by using gelatin zymography, and of TIMP—
2 by ELISA.

Results: The decrease in thickness of parietal and visceral peritoneum in group 2 was
statistically significant when compared to group 1 (p<0.05). Inflammation scores,
vascularization scores, and the percentages of fibrotic surfaces were not statistically different
between these groups (p>0.05). Immunohistochemically darbepoetin was shown to decrease
MMP-2 expression on parietal and visceral peritoneum than group 2 (p<0.05), but has no
effect on TIMP-2 (p>0.05). Biochemically the ratio of active MMP-2 to proMMP-2 was
significantly increased in group 2 than group 1 (p<0.001), however, TIMP- 2 levels in both
groups were decreased compared to control group (p<0.05).

Discussion: Darbepoetin histopathologically reduces peritoneal fibrosis induced by
chlorhexidine gluconate. We can suggest that Darbepoetin does not cause peritoneal fibrosis
and may prevent peritoneal fibrosis. But from dosage and duration points of view we need
extended further clinical and experimental studies.

Key Words: Peritoneal fibrosis, darbepoetin, MMP-2, TIMP-2
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GIRIiS VE AMAC

Periton diyalizi (PD), bobrek islevlerinin azalmasinda veya kaybolmasinda uygulanan
etkinligi ve giivenligi kanitlanmis bobrek yerine koyma tedavilerinden birisidir. Zaman
icinde periton zarinda gelisen degisiklikler periton diyalizinin sonlandirilmasina neden
olmaktadir. Periton diyaliz etkinliginin azalmasimin en ©Onemli nedenlerinden biri ise
peritoneal fibrozistir (1,2).

Peritoneal yangi reaksiyonu; periton diyaliz soliisyonlarindaki; a) yliksek glikoz icerigi
b) yiiksek osmotik yapr c¢) diisik pH d) ileri glikozilasyon son iiriinleri e) laktat icerigi,
ayrica tekrarlayan peritonitlere bagli ve lireminin neden oldugu karbonil strese bagl olarak
baslamaktadir. Bu etkenlerle peritoneal mezotel hiicreleri, diger peritoneal hiicrelerle
(peritoneal fibroblast, makrofaj, monosit, notrofil) ve bu hiicrelerden salinan sitokinlerin
etkisiyle peritoneal fibrozis gelismesine katkida bulunurlar. Peritoneal fibrozis gelisiminde
asil patogenetik mekanizma peritoneal mezotel hiicrelerinin ve/ veya peritoneal
fibroblastlarin asir1 iiretimi ve hiicre disi siki dokunun (matriks) asiri birikimidir (1,2).
Periton zarinda gelisen bu patolojik degisiklikler, PD’nin ciddi bir komplikasyonu olan
sklerozan enkapsiile peritonite (SEP) ilerleyebilir. Uzun siireli PD ile goriilen membran
degisiklikleri; ciddi mezotel alt1 kalinlasma, mezotel hiicrelerinde azalma ve vaskiilopati ile
birlikte goriillen yeniden damarlanmadir. Periton membranin soliit gecirgenligindeki
degisiklik, vaskiilopati ile artan damar yiizey alani ile iliskilidir. Yeniden damarlanma ve
vaskiilopati, su ve soliit gecirgenliginde 6nemli etkiye sahiptir (3).

Yakin zamanli caligmalarda deneysel periton fibrozis modelinde ve insanlarda SEP’de,
periton dokusu ve sivisinda baslica matriks metalloproteinaz—2 (MMP-2) olmak iizere
MMP yapiminda artis oldugu gosterilmistir (2,4). MMP-2 baslica fibroblastlar, epitelyal
hiicreler ve makrofajlardan tarafindan salinirken, MMP-9 nétrofiller basta olmak iizere
yang1 hiicrelerinden salimir (2,5). Interlokin 1(IL-1), transforme edici biiyiime faktorii
(Transforming growth factor-beta = TGF-B) ve hepatosit biiylime faktorii (Hepatocyte
growth factor = HGF) mezotel hiicrelerinden MMP saliniminmi arttirir. Uyarilmis endotel
hiicreleri de damar yapiminda (anjiogenez) rol alan MMP-2 ve MMP-9 salinimina neden
olur. MMP baskilayicilari, yangi, fibrozis ve timodr invazyonunun engellenmesinde
kullanilmistir (6). MMP’lerin aktiviteleri; dokularda enzime 6zgiil ve dogal olan doku

matriks protein inhibitorleri (TIMP) ve a-makroglobiilin tarafindan durdurulur. Dort farkli
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TIMP tanimlanmistir (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP—4 ). TIMP’ler ve MMP’ler
arasindaki denge hiicre dist siki doku depolanmasi ve yikimi arasindaki dengede de anahtar
rol oynarlar (6).

Darbepoetin; bir hemopoetik biiyiime faktorii olup rekombinant insan eritropoetin
(rHuEPO)’nun sentetik analogudur ve aymi endikasyonlarda kullanilir. Aneminin
tedavisinde milyonlarca hastada kullanilmistir. Son zamanlarda hiicreleri koruyucu
islevlerinin de oldugu gosterilmistir (7).

Travmatik kafa yaralanmasinda, subaraknoid kanamalarda serebral infarkt alanin1 %75
azalttig1 gosterilmistir (8). Koroner iskemide kardiyomyosit kaybini, sol ventrikiil hacmini
ve islevsel azalmay1 %50 oraninda diizettigi gosterilmistir (9). Ayrica siiregen siklosporin A
toksisitesinde interstisyel fibrozis ve yangida bobrekleri koruyucu etkisinin oldugu
gosterilmistir (10).

rHUEPO’nun; TGF-B mRNA ekspresyonunu azalttigi, apopitotik hiicre o6liimiinii
azalttigl, bobrek tubiil hiicrelerinde cogalmayr artirdigi, diisilk dozlarda hemoglobin ve
hematokrit diizeylerini etkilemedigi degisik ¢alismalarda gosterilmistir(7,11,12).

Darbepoetin 5/6 nefrektomize edilmis deney hayvanlarinda damarsal sklerozis,
glomerulosklerozis ve tubulointersitisyel hasar1 dnleyici etkisi gosterilmistir (13).

Darbepoetin’in peritoneal fibrozisteki etkinligini gdsteren heniiz bir ¢calisma yoktur.

Amacg

Bu c¢alismada, sicanlarda tuzlu su icinde erimis %15 etil alkol ve %0,1 KH bulunan
solusyon ile olusturulan kimyasal peritonite bagli periton fibrozisinde darbepoetin’in
peritoneal fibrozis, peritoneal dokuda immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak MMP—

2 ve TIMP-2 iizerine etkisini aragtirmay1 amacladik.
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GENEL BiLGILER

1. Periton Zarn

Periton; barsaklart ve diger i¢c organlar1 6rten visseral periton ve karin duvarini orten
paryetal peritondan olusan ser6z bir zardir. Periton zarinin anatomik ylizey alani viicut
yiizey alani ile esittir ve 1,7- 2 m? arasinda oldugu hesaplanmistir. Visseral periton peritonun
% 80’nini olusturur, siiperior mezenterik arterden beslenir ve venoz 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 drenaji diyafragmatik
peritonda olan acikagizlar, visseral ve paryetal peritondaki lenfatik kanallar yoluyla
olmaktadir (14,15).

Normal pariyetal membran yiizeyi devamlilik gosteren ince ve kaygan bir s1v1 tabakasi
olusturan tek katli mezotel hiicreleri ile ortiiliidiir. Bu hiicreler ideal kosullarda yiizeylerini
mikrovilluslar ile arttirir. Mezotel hiicreleri tip 4 kollajenden olusan bazal membran {izerine
yerlesmistir. Membranin mezotel alt1 siki dokusu elastik fibrilleri ile sarilmis kollajen lifleri
icerir. Makrofajlar ve fibroblastlar dendrositlerle bu siki dokudan gecerler. Vaskiiler yatak,
sik1 doku ve altindaki adipoz dokuda maksimumdur (14,15).

Periton, kiiclik molekiillii maddelere ve sivilara kars1 yar1 gecirgen bir zar olarak gorev
alirken, ayn1 zamanda da diyafram bolgesinde belli alanlarda fizyolojik sartlarda biiyiik
molekiilli maddelerin ve bakterilerin kana gecislerini engeller. Boyle biiyiikk molekiiller
mezotel hiicreleri arasinda bulunan bazi acikliklardan emilebilirler.
Mezotel hiicreleri arasindaki acikliklar elastiktir ve ¢ap1 10 u’ a kadar olan molekiillerin
gecisine izin verirler. Ekspirasyon sirasinda lakiinalar dolar ve bunlar inspirasyon sirasinda
diyaframin kasilmasi ile lenfatik sisteme bosaltilir. Bu mekanizma ile bakterilerin peritondan
hizl1 bir sekilde uzaklastirilmast miimkiin olur (14,16).

Periton diyalizinde sivi ve soliit taginmasinda periton zarinin etkin yiizey alam
onemlidir. Etkin peritoneal ylizey alani, diyaliz soliisyonu ile temasta olan ve soliit ve sivi
taginmasina katkida bulunan kapillerler tarafindan perfiize olan periton yiizey alani olarak
tanimlanir. Periton zarinin gecirgenligi, kapiller duvar, intersitisyum ve mezotelyum

tarafindan yaratilan direngle belirlenir (15,16,17).
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2. Periton Diyalizi

Periton diyalizi, siv1 iceren iki boliim arasinda bir zar araciligi ile su ve soliitlerin
gecisi islemidir. Su ve soliitlerin tasinmasi, yar1 gecirgen periton zarindaki kan ve diyaliz
soliisyonu arasindaki hidrostatik ve ozmotik basing gelismesiyle olusmaktadir. Bu nedenle
periton zarinin fiziksel 6zellikleri (yiizey alam ve gecirgenlik) soliit ve su tasinmasinda en
onemli belirleyicilerdir (18).

Siiregen periton diyalizi; siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) ve aletli periton
diyalizi (APD) diye ikiye ayrilir. SAPD’de giinde dort veya bes kez, hastanin karin ici
hacmine ve siviy1 tahammiil edebilirligine gore 2- 2,5- 3 L s1v1 verilir, 4- 6 saatlik bekleme
stireleri sonrasinda sivi bosaltilir ve yerine yeni sivi verilir. Bu islem hasta tarafindan elle
yapilir ve yer ¢cekimi kurallarindan yararlanilir. APD’de ise s1viyr hastanin karnina veren ve
daha sonrada bosaltim1 saglayan bir cihaz kullanilir. APD’de kendi i¢inde siirekli ¢evrimsel
periton diyalizi (SSPD: hastanin giindiiz karninda siv1 vardir ve gece cihaza baglanmadan
once bu si1viy1 bosaltir) ve gece aralikli periton diyalizi (GAPD: hastanin karm giindiiz bos
tutulur ve gece cihaza baglanir) olmak iizere ikiye ayrilir ayrica SAPD ve APD’nin ortak
kullanildig1 melez tedavi secenekleride vardir (19-20).

Hem hemodiyaliz hemde periton diyalizinde amac birikmis atik iiriinlerin ve/veya asiri
stvinin - uzaklastirllmasidir.  Bu nedenle diyaliz yeterliliginde bu iki gostergenin
degerlendirilmesi onemlidir. Periton diyaliz tedavisi ile uzun donemde bu iki gostergede
bozukluk olugsmakta ve periton zarmin 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 olmayip geriye kalan ( rezidiiel) bobrek islevleri, hastanin
tedaviye uyumu, peritonun yiizey alan1 ve gecirgenlik 6zellikleri, lenfatik emilim, kullanilan
diyaliz sivisinin hacmi, yogunlugu, bekleme siiresi gibi bir takim faktorlerin varligida sz
konusudur.

Yapilan calismalarda PD wuygulanan hastalarda aymi 6zellikteki hemodiyaliz
hastalarina oranla yasam siiresinde 3 yildan fazla artis oldugu gosterilmistir (21). Ayni
zamanda PD ile tedaviye baslanip devaminda hemodiyalize gecilen hastalarda da sadece

hemodiyaliz uygulananlara gore yine yasam siiresi uzamistir (22).
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Periton diyalizinin mekanik yan etkileri; ice akim agrisi, disa akim yetersizligi, kateter
pozisyon bozuklugu, herni olusumu, karin duvart ve kateter cevresi sizintisi, genital 6dem,
solunumsal yan etkileri (hidrotoraks, solunum fonksiyonlarinda degisiklik), sirt agrisi, UF
yetersizligi ve sklerozan enkapsiile peritonittir (23-26).

Metabolik komplikasyonlari; beslenme bozuklugu, glukoz emilimi, lipid bozukluklari,
protein kaybi, sodyum disiikliigii/fazlaligi, potasyum diisiikliigii/fazlaligi, kalsiyum
diistikliigii/fazlalig, fosfor diisiikliigii/fazlaligi, diisiik ve yiiksek dongiilii kemik hastaligl ve
artmis kardiyovaskiiler hastaliklardir (25-27).

Infeksiyoz komplikasyonlari; Kateter giris yeri infeksiyonu, tiinel infeksiyonu ve

peritonittir (7).

3. Periton diyalizini sonlandirma nedenleri

PD hastalarinin %50’sinin tedavisine ¢esitli nedenlerle son verilmektedir. Bunun en
stk nedenleri; bobrek nakli, tekrarlayan infeksiyonlar (peritonit ya da tiinel infeksiyonlar1) ve
UF’de azalma (peritoneal membranda meydana gelen degisikliklere bagl olarak)’dir.
Uygulanan diyaliz siiresi ile ya da tekrarlayan peritonitlere bagli olarak gelisen periton zar1
morfolojisindeki degisimi gosteren simirli sayida kiigiik calisma mevcuttur. Heniiz bu

konuda yapilmis genis capli bir arastirma yoktur (29-31).

4. Ultrafiltrasyon (UF) Yetersizligi

Glukoz temelli %4.25°1lik ya da 3.86’lik solusyonlardan iki litre karin icine konuldugu
ve dort saat beklendigi zaman 2400ml’den daha az bosalim hacmi UF yetersizligini
gosterir. UF yetersizligi, kapilleraras1 UF hiz1 ile lenfatik emilim hizi arasindaki denge
degistigi zaman ortaya c¢ikar. Klinik olarak bu durum, siv1 yiiklenmesi bulgularin1 ortadan
kaldirmak icin daha hipertonik degisimlere gereksinim olmasi ile tanimlanir (32). Bu
degisiklikler a) daha fazla glukoz emilimi ve osmolar gradyenin daha hizli yok olmasina yol
acan ylizey alani/gecirgenlik artisina (tip I UF yetersizligi), b) su ve soliit taginmasini dnemli
derecede kisitlayan etkin peritoneal yiizey alani/gecirgenlikte ciddi azalmaya (tip II UF
yetersizligi), c) lenfatik emilim artisina (tip III UF yetersizligi), ve d) osmotik gradyanin

diliisyonla daha hizli kaybina yol agan rezidiiel hacim artisina baghdir.
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Peritoneal esitleme testi (PET) hem su hemde soliit tasinmasinin 6nemli bir

degerlendirme yoludur. UF yetersizliginin degerlendirilmesine yardimci olur (32,33).

5. Peritoneal Fibrozis

Fibrozis doku hasarlanmasina verilen olagan bir yanttir ve yara iyilesmesi,
glomeriilonefrit, siroz, akciger fibrozisi gibi farkli klinik durumlarda goriiliir. Yara
iyilesmesi disindaki durumlarda goriilen fibroziste, fibroz doku normal dokunun yerini
almakta ve organ islev bozukluklari gelismektedir. Peritoneal fibrozis diizenli periton
diyalizi yapan hastalarin periton biyopsilerinde yaygin bir bulgudur. Biiyiik kohort
calismalarinda PD yapan hastalarda peritoneal membran degisiklikleri periton biyopsileri ile
gosterilmistir (34). Periton membraninda olusan degisiklikler ozellikle mezotel altinda
goriilen yangi, fibrozis ve damarlanmaya neden olmakta ve sonucta UF yetmezligi
gelismektedir (35).

Yapilan caligmalarda periton diyaliz siiresi ile paryetal peritondaki submezotelyal
yogun bolgede artis gézlenmistir. Uremi tek basina submezotelyal kalinlasma ile iliskili iken
ozellikle sekiz yildan fazla siiredir periton diyalizi yapan hastalarda bu kalinlasma ¢ok daha
belirgin olup periton membran yetmezliginden dolayr kateterin c¢ikarilmasina neden
olmaktadir (5). Periton diyaliziyle iliskili olan peritoneal fibrozis, periton parlaklik
kaybindan, SEP’e kadar olan cesitli goriinlimlerde kendini gosterir. SEP bagisak tikaniklig,
kilo kaybi, ultrafiltrasyon yetmezligi, periton diyalizinin sonlandirilmasi hatta 6liime kadar
giden durumlara yol acgabilir (36). Peritoneal fibrozis, peritoneal diyaliz hastalarinda cesitli
hasarlanmalara kars1 yanit olarak gelisir. Bu hasarlanmalar arasinda biyouyumsuz diyaliz
soliisyonlar1, peritonitler, iiremi ve siiregen yangi sayilabilir (37). Uremi; peritoneal karbonil
stres ve ileri glikozilasyon son {iriinlerin (AGEs) olusumunu hizlandirir (38). Peritonit
ataklar1 ve PD soliisyonlar: ile peritoneal yang siirekli uyarilir. Bu bilesenlerin birlikteligi
ile peritoneal mezotel hiicreler diger peritoneal hiicre topluluklari(peritoneal makrofaj,
fibroblast, monosit ve notrofiller) ve onlardan salinan c¢esitli sitokinler araciligiyla
peritoneal fibrozis gelisir. Peritoneal fibrozos gelisimi sematik olarak Sekil-1’de gosterildi.
Peritoneal fibrozis gelisimde ana patogenik mekanizma peritoneal mezotelyal hiicrelerin ve

fibroblastlarin asir1 iretimi sonucu hiicre dis1 matriks birikimidir (14,37,38).
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Peritoneal fibrozis gelisiminde mezotel hiicrelerin fibroblastlara doniisimii ve
cogalmalar1 gosterilmistir (39). MMP- 2 enziminin mezotel hiicrelerindeki doniisiimii

onledigi gosterilmistir (40).

6. Matriks metalloproteinazlar ve doku inhibitorleri

Matriks metalloproteinazlart (MMP); hiicre dist siki doku ile bazal membran
bilesenlerini par¢alama yetenegine sahip olan ve aktif bdlgesinde ¢inko (Zn™) ve kalsiyum
(Ca™) bulunduran homolog bir enzim ailesidir. MMP’ler fizyolojik ve patolojik doku
yikiminda 6nemli rol oynayan diicre dis1 proteazlardir. MMP’ler, 16kositler, keratinositler,
fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler, diiz kas hiicreleri gibi epitelyal ve mezenkimal
kokenli hiicreler tarafindan sentezlenirler (41,42).

Bircok MMP embriyogenez asamasinda yaygin olarak sentez edilir. Yetiskinlerde ise
plasentada, endometriyumda, meme bezlerinin involiisyonu esnasinda ve yangida hizla
eksprese edilirler. Embriyonik gelisim, apopitoz, kemik uzamasi, tireme, damar olusumu
(anjiyogenez), dokunun yeniden yapilanmasi, multipl skleroz, sistemik lupus eritematozus,
ovulasyon, artrit, periodontit, glomerulonefrit, ateroskleroz, doku iilserleri, kanser hiicresi
invazyonu ve yayilimi, yangi, kronik akciger hasari, bronsiyal astim, pulmoner
hipertansiyon gibi bir¢ok hastaligin patolojisinde MMP’ler 6nemli rol oynamaktadir (43).

MMP enzim ailesinin bugiine kadar tanimlanmig ve siniflandirilmis 66’dan fazla tiyesi
bulunmaktadir. Bunlardan 23’iiniin insanlarda sentez edildigi kromozomlardaki yeri
gosterilmistir. MMP’ler substrat Ozelliklerine gore simiflandirilirlar. MMP-1 (aradoku
kollajenaz1) Tip 1 kollajenin yikimindan sorumlu iken MMP-2 ve -9 (Jelatinaz A-B) Tip 4
kollajenin, MMP-3 ise (Stromelizin) Tip 4-5 kollajen ve proteoglikanlarin yikimindan
sorumludur. MMP’lerin siniflandirilmasi, kromozomdaki yeri ve yiktiklar1 ana maddeler
Tablo -1’de gosterilmistir (6).

MMP’ler pre-proenzim seklinde sentezlenir ve latent Onclienzim olarak saliirlar, N-

terminal peptidin proteolitik ayrimasi ile etkinlesirler.
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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 inhibitorlerdir (6,44). MMP’lerin aktiviteleri; dokularda

enzime Ozgiil ve dogal olan doku matriks protein inhibitorleri (TIMPs) ve serum o-

makroglobiilin tarafindan durdurulur. Yeniden yapilanmadaki hiicre dis1 sik1 doku miktari

aktif MMP’lerin TIMP’lere oranina baglidir. Eger oran MMP’ler yoniindeyse hiicre dis1 siki

dokunun yikimi olurken, eger oran TIMP’ler lehine ise yikim durdurulur ve siki doku

depolanmasi olur (45). TIMP’ler MMP’ lere sikica baglanirlar ve kompleks olustururlar

(46).

Peritonit

PD sivilari
Yiiksek glikoz
Hiperosmolalite
Diisiik pH
Glikoz yikim iiriinleri
Laktat icerik
fleri glikozilasyon son

dirtinleri
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Peritoneal yang1 reaksiyonu
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Peritoneal karbonil
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aktivite IL- 6 TGF-B
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—
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eNOS
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PERITONEAL FIBROZIS

Sekil -1: Peritoneal fibrozisin sematik olarak gosterilmesi
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MMP’ler hiicresel ¢ogalmanin yangisal ve fibrotik fazlarinda rol oynar, yangi ve
yeniden yapilanma islemlerinde artmis yapimlart vardir. MMP gen ekspresyonu ve Oncii-
enzim iiretimi ¢esitli kontrol mekanizmalari ile denetlenmektedir (47).

TNF- o ve IL- 1B gibi yangisal sitokinler, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF) gibi biiyiime faktorleri MMP ve TIMP
iretiminde artisa neden olurlar. TIMP-1’in MMP- 1, MMP- 3 ve MMP- 9 iizerine inhibitor
etkisi belirginken, TIMP-2’nin MMP-2 {izerine inhibitor etkisi daha belirgindir (48).
Aterosklerozis, bobrek fibrozisi, pulmoner fibrozis ve hepatik fibrozis gibi farkli fibrozis
stireclerinde MMP- 2, MMP- 9 diizeylerinde artig gosterilmistir (49).

Peritonda ise MMP’ler ve TIMP’lerin peritoneal mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve
makrofajlar tarafindan iiretildikleri gosterilmis ve periton hiicre kiiltiirlerinde MMP- 2,
MMP- 3 ve MMP- 9, TIMP- 1 ve TIMP- 2 aktivitelerinin belirgin oldugu ol¢iilmiistiir (48).
Yapilan farkli ¢alismalarda peritoneal fibroziste ve peritonitler sirasinda periton sivisinda

MMP- 2, MMP- 9, TIMP- 1 ve TIMP-2 artis1 gosterilmistir (50-51).

7. MMP enzim aktivitesinin inhibisyonu

MMP aktivitesinin kontroliinde ¢ok 6zel doku inhibitorleri olan TIMP’ler anahtar rol
oynarlar. Bundan bagka a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler de
aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar (52). TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin
diizenlenmesinde temel olan proteinlerdir (42).

TIMP’ler bir¢ok dokuda ve viicut sivilarinda bulunurlar. MMP’lere geri doniisiimsiiz
ve kovalent olmayan bi¢cimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik
aktivitenin siirdiiriilmesini de inhibe ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda tutarlar (42,53,54) Bugiine kadar insanlarda
TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak iizere 4 TIMP tiirii tespit edilmistir (42,54). TIMP’ler de MMP’ler
gibi vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan sentez edilirler (52,55). TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe etme
yoniinden benzerlik gostermekle beraber siki dokudaki yerlesimleri ve gen ekspresyonunun
diizenlenmesi yoniinden aralarinda farklar vardir. Ayrica degisik MMP tiirlerine gore de
ozgiillik gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP-2 ile Jelatinaz B
(MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilirler (56).
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Grup ad1 Tanimlayici MMP- Kromozomdaki Yiktiklar1 ana
isim numara yeri maddeler
KOLLAJENAZLAR Aradoku MMP-1 11922-q23 Fibriller kollejenler,
kollajenazlar1 Tip L I, IIT
Notrofil MMP-8 11921-q22
kollajenazlar
Kollejenaz—-3 MMP-13 11g22.3
Xenopus MMP-18 Bilinmiyor
kollejenaz
JELATINAZLAR Jelatinaz A MMP-2 16q13 Fibriller olmayan
Jelatinaz B MMP-9 20ql11.2-q13.1 kollajenler, tip IV, V
STROMELIZINLER Stromelizinler MMP-3 11923 Proteoglikanlar,
-1 laminin, fibronektin,
Stromelizinler | MMP-10 11922.3-q23 fibriller olmayan
-2 kollajenler
Stromelizin -3 | MMP-11 22q11.2
MATRILIZINLER Matrilizin—1 MMP-7 11g21-q22 Serin proteaz
Matrilizin 2 MMP-26 11pl15 inhibitorleri
MEMBRAN TiP MTI1-MMP MMP-14 l4ql1-ql12 Projelatinaz A
(Transmembran tip) MT2-MMP MMP-15 15q13-q21
MT3-MMP MMP-16 8g21
MT5-MMP MMP-24 20q11.2
MEMBRAN TiP MT4-MMP MMP-17 12g24.3 Projelatinaz A
MT6-MMP MMP-25 16p13.3
SINIFLANDIRILMAMIS Makrofaj MMP-12 11922.2-q22.3 Bilinmiyor
elastaz
- MMP-19 12q14
Enamelizin MMP-20 11922.3
- MMP-21 Bilinmiyor
CA-MMP MMP-23 1p36.3
- MMP-27 11g24
Epilizin MMP-28 17g21.1

Tablo-1: Insanlardaki

kromozomdaki yerleri

matriks metalloproteinazlarin

simiflandirilmas1  ve
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Aktif MMP inhibitorlerinden biri olan a2-makroglobulin yiiksek molekiil agirlikli bir
serum proteinidir ve aktif MMP-2’ye baglandiginda onun total molekiil agirligini arttirarak
hareket yetenegini kisitlar. Ayrica inhibitor etkinliginin sivi fazda gerceklestigi ileri
siiriilmektedir (42,52).

TIMP’ler MMP molekiiliiniin Zn™" igeren aktif bolgesine baglanarak enzimde yapisal
degisiklige yol acarlar ve enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar (57). Son yillarda
peptid ve peptid olmayan yapida sentetik MMP inhibitorleri de iiretilmistir (58-61). Bu
inhibitorler en ¢ok kanser tedavisinde olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit,
psoriyazis, periodontal hastalik ve makula dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde

denenmistir (59,62,63).

8. TIMP-2 bagimh MT-1 MMP aracili proMMP-2 aktivasyon mekanizmasi

MMP-2’nin aktivasyon mekanizmasi, diger MMP’lerden farkli olarak hiicre
yiizeyinde TIMP-2 bagimli MT-1 MMP aracili mekanizma ile gerceklesmektedir. MMP-
2’nin endojen inhibitor proteini olarak tanimlanan TIMP-2, ayn1 zamanda MT-1 MMP
aracilh MMP-2 aktivasyonunda rol oynar. Diisiik seviyede bulunan TIMP-2, N-terminal
bolgesinden MT-1 MMP’nin aktif bolgesine baglanir. Bu ikili karmasik proMMP-2"nin
baglanmasi i¢in reseptor gorevi goriir: TIMP-2, C-terminalinden proMMP-2’nin C
terminaline baglanir. Serbest MT-1 MMP molekiili proMMP-2’nin propeptid bolgesini
koparir, ara iirtin olusur. Daha ileri proteoliz islemi ile MMP-2 tamamen aktif MMP-2
formuna doniisiir. ileri proteoliz ya otokatalitik (64) bir proteoliz ile ya da plasminojen
(plasmin) sisteminin devreye girmesiyle olusur (65). TIMP-2 yiiksek seviyede bulundugu
zaman ise fazla TIMP-2’ler MT-1 MMP’lere baglanarak proMMP-2 aktivasyonunu
engeller (66). TIMP-2 bagimlt MT-1 MMP aracili MMP-2 aktivasyon mekanizmasi Sekil-

2’de gosterilmektedir.

9. Eritropoetin (Epo)
Eritropoetin, 165 aminoasit ihtiva eden, 30,4 kDa molekiil agirligina sahip

glikoprotein yapisinda ve temelde peritubiiler kapiller endotel hiicrelerince iiretilen bir

hormondur (67,68). Dogumdan ©Once karacigerden iiretilen Epo dogumdan kisa bir siire
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sonra bobrekten iretilmeye baslar. Epo’nun bobrekler iginde parakrin hiicre koruyucu
fonksiyonlarinin oldugu bilinmektedir (68).

Epo etkisini eritroid Oncii hiicrelerin yiizeyindeki Epo reseptorlerine baglanarak
bunlarin fonksiyonel eritrositlere doniisiimiinii ve olgunlasmasini saglayarak gosterir.
Normalde serum Epo seviyeleri 818mU/ml iken anemide 100-1000 kat artis gosterir.
Bobrek dokusunun oksijenizasyonu ile Epo salimimi arasinda feedback mekanizmalar
bulunmaktadir. Epo iiretimini etkileyen diger faktorler anjiotensin II ve adenozindir. Bunlar

bobrekten Epo iiretimini direkt olarak uyarirlar (68,69).

- U TIMP-2 seviyesi
o yiiksek
TIMP-2 seviyesi
diisiik
- |
D
S8 | =8 -
L | > | >
ﬁ Ekstraselliiler a é Ekstraselliiler a
Intraselliiler
< Intraselliiler & > &
NOC
TIMP-Z2 <l MT1-MPAP - e - = S5~ pro-MmMP-2 » aY -

Sekil-2: TIMP-2 bagimh MT-1 MMP aracih MMP-2 aktivasyon mekanizmasi

Fonksiyonel Epo reseptorleri hemapoetik sistem disinda bobrek tubiil epitel
hiicrelerinde, mezengial ve endotel hiicrelerinde gosterilmistir. Fiziksel ve metabolik stres
sonrast bobrek dis1 bazi dokularda da lokal olarak iiretildigi gosterilmistir. Yine endotel
hiicrelerinde, santral sinir sistemi hiicrelerinde ve kardiyomyositlerde Epo reseptorlerinin
varligi ortaya konmustur. Gerek Epo’nun lokal iiretimi gerekse bu dokularda Epo
reseptorlerinin varligit Epo’nun hematopoez dis1 etkilerinin oldugunu diisiindiirmektedir
(7,70,71).

Son zamanlarda Epo’nun bdobrek yetmezligine bagli aneminin tedavisinde

kullannominin disinda iskemi-reperfiizyon modelinde (7), beyinde (8), retinal sinir
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hiicrelerinde (72), karaciger (73) ve kalp dokusunda (9) yaralanmayi azaltici etkisinin
oldugu gosterilmistir.

Epo’nun, bobreklerde iki tarafli iskemik-reperfiizyon modeli ile olusturulan akut
bobrek yetmezliginde disardan verilmesi ile apopitozisi inhibe ettigi, tubiiler epiteliyal
rejenerasyonu artirdigt ve bobrek fonksiyonlarmmin geri doniisiimiinii  hizlandirdig:
gosterilmistir (7). Ayrica tiibiiler hasar1 ve intersitisyel fibrozisi azalttigi gosterilmistir.

Epo’lar eritropoetin alfa, eritropoetin beta ve darbepoetin olarak {ic molekiilii klinikte
kullanilmaktadir. Epo alfa ve beta benzer farmakokinetik 6zelliklere sahip molekiillerdir.
Darbepoetin de diger Epo’lar gibi direkt veya indirekt yolla eritropoezi uyaran 2. kusak bir
molekiildiir. Darbepoetin alfa’nin serum yarilanma 6mrii diger Epo’lardan asagi yukari ii¢
kat daha uzun olmasi ve Epo ile benzer etkiler gostermesi farmakokinetik agidan klinik
kullannmda daha avantajli gibi goriinmektedir (74). Darbepoetin alfa’nin rekombinant

Epo’lar kadar etkin ve giivenilir oldugu gosterilmistir (75).
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GEREC VE YONTEM

1. Calismanin projesi

Bu calisma, proje danigmani Ogretim iiyesi ile belirlendikten sonra, Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi(DEUTF), I¢ Hastaliklari AD/Nefroloji BD, Patoloji AD,
Biyokimya AD ve Multidisipliner Laboratuvari ve Laboratuvar Hayvanlarinin Saglk
Bilimlerinde Kullanimi AD Ogretim iiyeleri ve arastirma goérevlilerinin katildig toplantida

tartisilarak kararlagstarildi.

2. Calismanin etik kurulu

Bu calisma DEUTF “Deney Hayvami Aragtirmalari Etik Kurulu” tarafindan
15.11.2007 tarih ve 106/2007 sayil1 karari ile onaylandiktan sonra yapildi.

3. Kullanilan hayvanlarin say1 ve tiir olarak secilme nedenleri

DEUTF Deneysel Arastirma Laboratuvarinda calisma gruplarinin homojen olmasi ve
cinsiyet hormonlarindan ¢aligmanin etkilenmemesi icin ¢alismada toplam 24 adet agirliklar

200-230 gram arasinda degisen 6-8 aylik disi Wistar albino sican kullanildi.

4. Arastirmada kullanilan deney hayvanlarmin bakim yeri, siiresi ve kosullari

Tiim hayvanlar Deney Hayvanlari Biriminde en uygun kosullarda barindirildi ve
standart yem ve su ile beslendi.

Calismada kullamlan sicanlar DEUTF Multidisipliner Laboratuvarmin standart
kafesleme kosullarinda, 4’lii kafeslerde standart yemleme ve su ile 14 giinliik calisma
donemi siiresince barindirildi. Gruplara ait sicanlarin 4’lii kafeslerdeki goriiniimii Rresim-

1’de gosterildi.

5. Kullamilan anestezi ve analjezi tiirii ( doz, verilis yolu ve sekli )
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Calisma sonunda hayvanlarin yasamlarmma son vermek icgin toksik dozda eter

kullanildi.

6. Deney hayvanimin arastirmadan cikarilma kriterleri ( enfeksiyon, sistemik

reaksiyon)

Calisma sirasinda siganlarda istenilen peritoneal sklerozis disinda bir enfeksiyon ve
sistemik tepkime gelismesi veya bagka bir sebepten dolayr yasayamayacak hale gelmesi

calismadan cikarilma olgiitii olarak kabul edildi.

7. Deneysel Tasari

Calismaya alinan sicanlar calisma Oncesi tartildi ve her grupta sekiz sican olacak
sekilde ii¢ gruba ayrildi. Calisma siiresi 14 giin olarak belirlendi. Peritoneal fibrozis
olusturmak icin Ishii ve arkadaslarinin modeli ( 76 ); %0,1°lik klorheksidin glukonat ( KH )
( Drogsan ilaglar1 AS. Balgat, Ankara ) + %15 etanol+ serum fizyolojik karisimi aseptik
olarak hazirlanip kullanildi. Darbepoetin olarak Aranesp enjektor 40 mcg/0.4ml (Amgen
Europe B.V. Breda, Hollanda) kullanildi.

Birinci gruptaki (klorheksidin=KH grubu) sekiz sicanda kimyasal peritonit olusturmak
icin tuzlu su i¢inde erimis %15 etil alkol ve %0,1 KH bulunan solusyonu sekiz sicana 3 ml /
giin olarak 14 giin boyunca karin i¢ine 21 G igne ile verildi.

Ikinci gruptaki (klorheksidin glukonat+eritropoetin=KH+Epo grubu) sekiz sicana
tuzlu su icinde erimis %15 etil alkol ve %0,1 KH bulunan solusyonu sekiz si¢cana 3 ml / giin
olarak 14 giin boyunca karin i¢ine 21 G igne ile verildi. Ayrica 12.5mcg/kg dozunda
Darbepoetin 0. ve 7. giinde iki kez 21 G igne ile cilt altina verildi.

Uciincii gruptaki (serum fizyolojik=SF grubu) sekiz sicana %0,9 serum fizyolojik 3

ml/giin 21 G igne ile 14 giin boyunca karin i¢ine verildi.
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Resim-1: Sicanlarin dort’lii gruplar halinde kafesteki goriiniimleri
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8. Deney hayvanlarinin yasamim sonlandirma zamani ve yontemi

Sicanlar 15. giinde eter anestezisi altinda sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasinda
sicanlar tartildiktan sonra paryetal periton Ornekleri i¢in karin sol 6n duvarindan, visseral
periton Ornekleri ise karaciger sol lobdan alindi. Ornekler iki par¢aya ayrildi; patolojik
degerlendirme icin karin duvari peritonundan alinan ornekler %10’luk formaldehit i¢ine
hemen konuldu. Biyokimyasal ¢alisma icinde karin duvarindan alinan 6rnekler ependorf
tiiplerine konulup kuru buz igine yerlestirildi. Biyokimyasal ¢alisma icin ayrilan 6rnekler
calisincaya kadar — 80°C de saklandi.

Olii sicanlar 6zel torbalara konularak ve diger atik maddelerde 6zel olarak belirlenmis

atik tanklarina atildi.

9. Histopatolojik Degerlendirme

Paryetal periton i¢in karin duvarindan ve visseral periton icinde karaciger yiizeyinden
elde edilen ve formaldehit ile tesbit edilen doku Orneklerinden; karin duvarindan ve
karaciger kapsiiliinden dikey 3 mm’lik kesitler alindi. Kesitler alindiktan sonra parafine
gomiildii ve Hematoksilen & Eosin (H&E) ve Von Gieson (VG) boyas: ile boyandi.
Hazirlanan preparatlar 151k mikroskopisi ile karaciger kapsiilii ve karin duvari paryetal
peritonun miktar1, damar ¢cogalmasi, fibrozis ve yangi acisindan arastirildi.

Isik Mikroskopik Inceleme

Yangi H&E boyali kesitlerde yar1 nicel skorlandi; O: yok, 1: hafif, 2: orta siddette, 3:
siddetli.

Vaskiilopati endotel alt1 hyalinizasyon derecesine gore Williams ve arkadaslarinin (5)
tanimladiklar1 sekil degistirilerek derecelendirildi. Buna gore normal: 0, endotel alt1
hiyalinizasyon: 1, luminal diizensizlik ve daralma: 2 ve luminal tikanma: 3 olarak derece
verildi.

Periton kalinliklarinin 6l¢timii icin H&E boyali kesitlerden elde edilen mikroskopik
goriintiiler bir kamera (Olympus BX50, Olympus Optical Co, Tokyo, Japon ) ile bilgisayara
aktarildi. Visseral ve paryetal periton kalinliklar1 kameraya ait yazilim yardim ile kullanilan
biiyiitmeye gore kalibre edilerek mikron metre cinsinden 10 alanda 6l¢iildii ve ortalamasi

periton kalinlig1 olarak kabul edildi.
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Benzer sekilde VG boyali kesitlerden elde edilen goriintiiler de bilgisayara aktarildi.
Goriintiilerde patolog tarafindan secilen renklerin izlendigi alanlari otomatik olarak
isaretleyen Bilgisayar Programi (Mustafa Sakar tarafindan yazilmistir) kullanilarak 6lctim
yapild1 (77). VG boyasinda kollajen kirmizi renkte boyandigi i¢in bu renk alanlar1 secildi ve
her olgu i¢in boyali alan yiizdesi (BAY) saptand1 (77,78,79).

Immiinhistokimyasal Inceleme

Poli-L-lizinli lamlara hazirlanan kesitler MMP-2 Neomarkers (72kDa Collagenase

IV) Ab-1 (Clone CA-4001) (1:100, 200 mikro g/ml) ve TIMP-2 Ab-5 Neomarkers
(prediluted, Clone 3A4) (Cat. MS-1485-R7 7,0 ml) immunhistokimyasal boyalariyla
boyanmistir. Bu immunhistokimyasal boyama islemi sirasinda su asamalar uygulanmustir:

1- Hazirlanan kesitler 1 saat siireyle 65 derecede etiivde bekletilmistir.

2- Kesitler 20 dk. Ksilolde bekletilerek parafinden ayristirildi.

3- Daha sonra %96’lik alkolden baslayarak %70’lik alkole dek azalan alkol serilerinden
gecirilerek yeniden hidrate edilmistir.

4- Kesitler akan suda yikanmistir.

5- Kesitler EDTA ile 20 dk. siireyle 99 derecede kaynatilmistir.

6- Daha sonra Lab Vision Autostainer 360 ile boyama islemi yapilmistir. Bu islem
sirasinda kesitler:

* %3 ‘likk HyO, damlatilarak 15 dk. bekletilmistir.

* Sonra Tris soliisyonu ile yikanmistir.

* Large Volume Ultra V Block damlatilarak 5 dk. bekletilmistir.

* Yikama yapilmadan primer antikorlar ( MMP-2 1:100 oraninda sulandirilarak ve
TIMP-2 sulandirilmadan) damlatilarak 60 dk bekletilmistir.

* Siire sonunda yikama soliisyonu Tris soliisyonu ile yikanmaistir.

* Daha sonra biotinlenmis keci anti-polyvalent ile 20 dk siireyle yikanmustir.

* Siire sonunda yikama soliisyonu Tris soliisyonu ile yikanmistir.

* Daha sonra streptavidin peroksidaz ile 20 dk siireyle yikanmistir.

* Diaminobenzidin (DAB) kromojen damlatilarak 7 dk siireyle bekletilmistir (DAB
Kromojen soliisyonu 10 ml yikama soliisyonu Tris soliisyonu icinde DAB kromojen tabletin
eritilip 3 damla H,O, eklenmesiyle elde edilmistir).

* Distile su ile yitkanmustir.
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7- Boyama islemi sonrasi kesitler 30 sn. Mayer’s hematoksilen ile boyanip distile suda
yikanmustir.

8- Kesitler %70’lik alkolden baslayarak %96’lik alkole dek cogalan alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edilmistir.

9- Ksilol ile 10 dk siireyle seffaflandirildiktan sonra lamlar kapatma (montaj) makinesinde
kapatilmistir.

10- Pozitif kontrol olarak MMP-2 i¢in plasenta dokusu, TIMP-2 icin kolon tiimor dokusu
kullanilmastir.

Kesitlerdeki boyanma diizeyi, 151k mikroskopik olarak degerlendirilmis ve boyanma
yayginligi ve siddeti ayr1 ayr1 0—4 arasi1 artan siddetle iligkili olarak skorlanmistir. Bu iki
parametrenin ¢arpimi boyanma yogunlugu olarak degerlendirilmis ve her olguda visseral ve
paryetal periton icin ayr1 olmak iizere 0—16 arasinda degerler elde edilmistir. Dort ve bundan
kiiciik degerler zayif boyanma, daha fazla boyanma ise siddetli boyanma olarak kabul

edilmistir (80).
10. Biyokimyasal analizler icin doku érneklerinin hazirlanmasi

MMP-2 ve TIMP-2 icin dokularin hazirlanmas

Dondurulmus paryetal periton doku ornekleri (100 mg) siv1 nitrojen altinda ezilip toz
haline getirildi. Daha sonra Ornekler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1 ve
agirliklarinin 10 kati hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortami (50 mM Tris-HCI pH 7.4, %1
NP-40, %0.25 deoksi kolat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) ilave edildi. Sonifikator
(Sonics&Materials Inc, Danbury Connecticat USA) ile buz iizerinde 10 saniye doku
supernatantlar1 hazirlandi. 10 000xg de 10 dak. santrifiij edildikten sonra supernatantlar
alind1 ve analiz siiresine kadar —80 °C de saklandi.

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 miktart indirgenmis Cu*' miktari ile dogru
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orantilidir. Olusan renk olusumu 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirildi.
Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) proteini kullanildi. 7 farkli yogunlukta
(25, 125, 250, 500, 1000, 1500, 2000 pg/ml) hazirlanan standart ile olusturulan standart
Olctimleme egrisinden yararlanilarak orneklerdeki protein miktar1 hesaplandi.

Jelatin Zimografi

Jelatin Zimografi yontemi jelatinazlar olarak adlandirilan MMP-2 ve MMP-9’un hem
zimojen (pro), hem de aktif formlarinin aymi jel iizerinde saptanmasina izin veren
elektroforetik bir yontemdir. Yontem, substrat (jelatin) iceren sodyum dodesil siilfat (SDS)
jelin (SDS-PAGE) inkiibasyonu sirasinda acgiga cikan proteazlar tarafindan yikima
ugratilmasina dayanir. Proteolizisin gerceklestigi bolgeler, jelin coomassie mavisi ile

boyanmasi sonucunda koyu mavi zemin iizerinde beyaz bantlar olarak ortaya ¢ikar (81,82).
Jelatin Zimografi Yonteminin Uygulama Asamalar

Doku orneklerinden elde edilen homojenatlarda mevcut jelatinazlarin aktivitelerini

Olcmek i¢in %1 Tip I jelatin ve %10 SDS iceren % 7,5’ luk poliakrilamid jeller kullanild1:

v Laemmli’nin tanimladig1 gibi SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforez) jel hazirland1 (83). Doku homojenatlarinda varolan MMP-2’lerin
aktivitelerini 6lgmek icin % 0.1 tip I jelatin ve %10 SDS iceren % 7.5’luk
poliakrilamid jeller tablo-2’de belirtildigi gibi hazirland1 (Tablo-2) ve Onceden
kurulmus olan elektroforez diizeneginde yer alan iki cam arasina dokiildii ve 1 saat
jelin polimerize olmasi icin beklendi. Jel-hava temasmni engellemek icin ylizey

tizerine n-propanol eklendi.

v’ Jellesme gergeklestikten sonra % 4 oranindaki paketleyici jel hazirlandi (Tablo-2) ve
ayrict jel iizerine dokiildii. Orneklerin uygulanacagi kuyucuklarin olusturulmasi
amactyla jel iizerine 12 disli tarak yerlestirilerek jellesme beklendi. Jellesme

olustuktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
v Hazirlanan jeller, elektroforez tankina yerlestirildi.

v’ Esit hacimde doku homojenatlari, indirgeyici-olmayan 6rnek tamponu (Tablo-3) ile
karistirilarak jel izerindeki kuyucuklara 50 pg protein olacak sekilde uygun hacimde

yiiklendi.
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. % 4.0 PAKETLEYICI
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,
5.0ml -
pH:8.8
0.5 M Tris-HCI,
——— 2.5 ml
pH; 6.8
% 10’luk SDS 200 uL 100 uL.
% 10’luk APS 200 uL 100 uLL
TEMED 20 uL 10 uL

Tablo-2: Jelatin Zimografi yonteminde poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

v’ Sisteme “Elektroforez Yiiriitme Tamponu™ (Tablo—3) eklendi.

v’ Elektroforez +4°C soguk oda kosullarinda gerceklestirildi. Karsihkli iki jel icin 125
sabit voltaj, 40-60 mA/jel 4.5 saat uygulanarak elektroforez yapildi.

v' Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak igin jeller iki kez 15’ser dakika
% 2,5’1ik Triton X-100 “Renatiirasyon Tamponu™ ile yikandi.
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Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2) jel icindeki substratlarini (jelatin)
tilketmelerini saglamak icin 18 saat 37 °C’de “Aktivasyon Tamponu” ile inkiibe

edildi.

Jeller, % 0,5’lik Coomassie Brilliant Blue R—250 ile boyand1 ve % 40 metanol-% 10

asetik asit iceren tampon ile jel zeminindeki fazla boya uzaklastirildi.

Jellerin, jel dokiimantasyon sistemi ile (UVP Marka Jel Dokiimantasyon Sistemi)
densitometrik analizi yapildi. Her bir bantin (pro ve aktif) alan/mm’ ve optik
densitesi (OD) saptandi. Substrat jelin lizis miktar1 “Alan x OD /ug protein”

formiiliinden yararlanilarak hesaplandi.

Pozitif kontrol olarak MMP-2’nin hem pro hem de aktif formlarini iceren ticari

olarak iiretilmis MMP marker kullanild1.

Kullanilan ¢6zeltilerin igerikleri Tablo-3’de aciklanmaktadir.

COZELTILER ICERIK
Aktivasyon Tamponu 50 mM Tris-HCI, pH:7,6
10 mM CaCl,.2H,O0,

50 mM NaCl,
% 0.05 Brij 35

5x Yiiriitme Tamponu 125 mM Tris-HCI, pH:8.3
1.23 M Glisin

% 0.5 SDS
Renatiirasyon Tamponu % 2.5’1ik Triton X-100
Triton X-100
2x Indirgeyici Olmayan Tampon 1.0 ml 0.5 M Tris-HCL, pH:6.8

0.8 ml Gliserol

3.2 ml %10’1luk SDS
0.2 ml % 0,2’lik Bromfenol

2.8 ml d H,O
% 30’luk Akrilamid Cozeltisi 29.2 g Akrilamid
0.8 g N’N’-bisakrilamid
Boya Cozeltisi % 0.5’1ik Coomassie Brilliant Blue R—250

% 40 metanol
% 10 asetik asid

Jel Zeminindeki Boyay1 Uzaklastiran Cozelti % 40 metanol

% 10 asetik asid

Tablo-3: Jelatin Zimografi yonteminde kullamlan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi
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TIMP-2 ELISA Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarinda TIMP-2 analizi, ELISA temelli Calbiochem
marka (Kat No: QI40) kit ile yapildi. Bu 6l¢iim yontemi, TIMP-2 diizeylerinin niceleyici
olarak oOl¢iimii i¢in hazirlanmis “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayanir

(Sekil-3). Kitin o6l¢iim araligi 8—128 ng/ml arasindadir. Sensitivitesi ise 2 ng/ml dir.

TIMP-2 antikoru
HRP Substrat
Konjugat TMB
Kuyucuk TIMP-2 +
Standart l 630 nm’de
Ornek Yikama absorbans alinir.
2 saat oda sicakliginda inkiibasyon 30 dak inkiibasyon

Sekil-3: “Sandwich tip enzim immiinoassay” tekniginin sematik gosterilmesi
g

Analiz agamalar1 agsagidaki sekilde 6zetlenmektedir:
v 96 kuyucuklu plak, analiz tamponu ve enzim substrati oda sicakligina getirildi.

v’ Liyofilize standart (256 ng/ml) 1.0 ml distile su ile ¢oziildii. 8, 16, 32, 64 ve 128

ng/ml olacak sekilde analiz tamponu ile seri diliisyon yapildi.

v’ Peroksidaz konjugat1 12 ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.
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v" Tiim kuyucuklara 50 pl analiz tamponu, 50 ul standart ve 6rnek eklendi. Kor igin

ayrilan kuyucuga sadece 100 pL analiz tamponu eklendi.

v' Tiim kuyucuklara 50 ul peroksidaz konjugati eklendi ve 20-27 °C’de 2 saat

inkiibasyona birakildi.

v" Yikama soliisyonu ile 4 kez yikama yapildi. Kuyucuklarda yikama soliisyonu

kalmayacak sekilde kuyucuklardan yikama soliisyonu uzaklastirildi.

v Tiim kuyucuklara 100 uL TMB substratt (3,3’,5,5 Tetrametilbenzidin
(TMB)/Hidrojen Peroksit) eklendi ve 30 dak. beklendi.

v" Olusan renkli ¢ozeltinin absorbansi 630 nm’de okundu.

v' Orneklerdeki TIMP-2 diizeyi, olusturulan standart olgiimleme egrisinden
yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar mg protein basina ng TIMP-2 olarak ifade
edildi.

10. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmede, gruplardaki sican sayis1 30’un altinda oldugu icin
parametrik olmayan yontemler kullanildi. Gruplar arasinda fark olup olmadigini saptamak
icin lic ya da daha cok sayida grup ortalamasinin karsilastirmasinda kullanilan Kruskal-
Wallis Varyans Analizi kullamildi. Gruplar arasinda anlamlhi fark var ise, anlamli farkin
hangi gruptan kaynaklandigimi saptamak icin iki grup ortalamasiin 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. Calisma gruplarinin degerlendirilmesi

Calismaya alinan 24 sicanin tamami ¢aligmay1 bitirdi. Calismanin ilk giiniinde KH ve
KH+Epo grubunda periton icine ilk doz ila¢ uygulamasindan yaklasik on dakika sonra
sicanlarin tamaminda solunum sayisinda artis, uyku hali, yiiriyememe gibi belirtiler
gozlendi. Yaklasik bir saat sonunda solunumlari, alti saat sonunda da yliriimeleri diizeldi.
Ikinci giinden itibaren ila¢ uygulamasindan sonra ¢alisma bitene kadar hergiin ii¢-dort saat
stireyle yiiriyememe ve uyku hali devam etti. SF grubunda bu bulgular gézlenmedi.

Gruplarin ¢alismanin baglangicindaki ve sonundaki agirlik ortalama + standart sapma

degerleri ve istatistiksel degerlendirme sonuclar1 Tablo-4’de gosterildi.

Gruplar KH KH+Epo SF p-degeri
Baslangic agirhik 206,75+8,01 213,0+£12,07 211,63£8,55 >0,05"¢
(€9)
Son agirlik (g) 202,13+15,72 203,5+12,08 | 239,75+40,97 <0,05"¢
AD*

AD; anlaml degil, a; KH ile KH+Epo arasinda, b; KH ile SF arasinda, c; KH+Epo ile SF arasindaki

istatistiksel karsilastirmalar

Tablo—4: Gruplarin calismanmin baslangicindaki ve sonundaki agirhk ortalama *

standart sapma degerleri ile istatistiksel degerlendirme sonuclari

KH ve KH+Epo grubundaki siganlarin tamaminda calismanin bitiminde agirlik kaybi
olurken SF grubundaki si¢anlarda agirlik artis1 gozlendi. Gruplarin ¢calisma baslangicindaki
ve sonundaki agirlik ortalamalar1 Grafik—1’de gosterildi. Calismanin sonundaki KH ile
KH+Epo gruplarindaki agirhik azalmasi SF grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) bulunurken baslangic agirliklarina gére SF grubundaki artis ve KH ile KH+Epo
gruplarindaki azalma anlamli bulunmadi (p>0,05).

KH ve KH+Epo grubundaki sicanlarin tamaminda makroskopik olarak pariyetal
peritonda kalinlasma, karaciger {izerine ve karin duvarina yapisikliklar oldugu gozlenirken
SF grubunda yapisiklik gbzlenmedi. KH grubundaki sicanlarda goriilen karin 6n duvarina ve

karaciger lizerindeki periton yapisikliklart Resim—2’de gosterildi.
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Grafik-1: Gruplarin ¢calisma baslangicindaki ve sonundaki agirlik ortalamalar

Resim-2: KH grubundaki sicanda peritonun karin on duvarma (A) ve karaciger (B)

iizerine yapistig1 goriilmektedir.

Serum fizyolojik grubundaki normal karaciger ve periton ise Resim-3’de

gosterilmistir.

Resim-3: SF grubundaki normal karaciger ve karin 6n duvarimin goriiniimii
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B. Histopatolojik Degerlendirme

Patolojik olarak tiim sicanlarin 6rnekleri degerlendirildi.

1.Paryetal Periton Sonuclari

Calisma sonucunda paryetal peritona ait periton kalinliklarinin, yangi skorlamasi,
damarlanma skorlamasi ve fibrotik alan yiizdelerinin ortalama + standart sapma degerleri ve

istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo—5’de gosterilmistir.

Gruplar KH KH+Epo SF p-degeri
(Paryetal Periton)
Periton Kalinlig 175,34455,14 114,65+36,81 8,95+2,9 <0.001>¢
(um) <0.05"
Yangi1 Skorlamasi 1,75+0,70 1,50+0,53 0,00 = 0,00 <0.001°¢
AD*
Damarlanma 0,250,46 0,2520,7 0,00 0,00 AD**¢
Skorlamasi
Fibrotik Alan 10,76+8,95 10,46+5,64 0,84+0,54 <0.001°°
Yiizdesi (um) AD?

AD; anlamh degil, a; KH ile KH+Epo arasinda, b; KH ile SF arasinda, c; KH+Epo ile SF arasindaki

istatistiksel karsilastirmalar
Tablo-5: Gruplara ait paryetal periton kalinhklari, yangi skorlamasi, damarlanma
skorlamasi1 ve fibrotik alan yiizdelerinin ortalama + standart sapma degerleri ile

istatistiksel degerlendirme sonuclari

Paryetal periton kalinlig1 acisindan yapilan istatistiksel karsilastirmada KH grubundaki
ortalama kalinlik artist KH+Epo grubuna gore daha fazla bulundu (p<0,05) (Grafik-2). KH
ve KH+Epo gruplarindaki paryetal periton kalinlik artis SF grubuna gore anlaml yiiksek
bulundu (p<0,001). Histopatalojik olarak gruplara ait periton kalinliklar1 Resim—4,5,6’da

gosterildi.
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Resim—4: Histopatolojik-(')lérak KH grubuna ait periton kalinhklar1 A (pyelx2), B

(visseralx20)

Resim-5: Histopatolojik olarak KH+Epo grubuna ait periton kalinhklarn A
(paryetalx20), B (visseralx20)

Resim—-6: Histopatolojik olarak SF grubuna ait periton kalinhiklar1 A (paryetalx20), B
(visseralx20)
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Ortalama pariyetal periton kalinligi (um)

KH KH+Epo SF
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Grafik-2: Gruplara ait ortalama paryetal periton kalinhiklar:

Yang: skorlamasi acisindan gruplar degerlendirildiginde KH grubundaki si¢anlarin
paryetal peritonunda 3’iinde hafif, 4’iinde orta siddette ve 1’inde siddetli yangi goriildii.
KH+Epo grubundaki si¢anlarin paryetal peritonunda 4’iinde hafif, 4’{inde orta siddette yangi
goriilitken SF grubundaki sicanlarin paryetal peritonunda yangir goriilmedi. Yangi
skorlamasinda agisindan SF grubuna gére KH ve KH+Epo gruplarindaki ortalama yangi

skorlamasindaki artis anlamli bulundu (p<0,001).
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Resim-7: KH grubundaki paryetal peritonda damar liimenindeki hiyalinizasyon ve

damar capinin daraldigi goriilmektedir.
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Damarlanma skorlamast yoniinden KH grubundaki 2 sicanin paryetal peritonunda
vaskiilopati goriilirken KH+Epo grubundaki 1 sicanda paryetal peritonda vaskiilopati
goriildii. SF grubundaki sicanlarin paryetal peritonunda vaskiilopati goriilmedi. KH
grubunda vaskiilopati goriilen paryetal periton Resim-7’de gosterildi. Ortalama damarlanma
skorlamasi agisindan gruplararasinda fark goriilmedi (p>0,05).

Ortalama fibrotik alan ylizdesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda KH ve KH+Epo
grubundaki fibrotik alan yiizdesi SF grubuna gore anlamh artis gosterdigi goriildii
(p<0,001). KH ile KH+Epo arasinda fark bulunmadi (p>0,05). Gruplara ait Von Gieson
boyasi ile paryetal periton fibrozu ve imaj analizi ile ylizde se¢cimi Resim—8,9,10°da

gosterilmistir.

3.Visseral Periton Sonuclar

Calisma sonucunda visseral peritona ait periton kalinliklari, yangi skorlamasi,

damarlanma skorlamasi ve fibrotik alan yiizdelerinin ortalama = standart sapma degerleri ve

istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo—6’de gosterilmistir.

Gruplar KH KH+Epo SF p-degeri
(Visseral Periton)
Periton Kalinlig1 204,15+44,96 152,71+39,87 4,17+0,87 <0.001°°
(um) <0.05*
Yangi Skorlamasi 1,50+0,53 1,87+0,35 0,00 + 0,00 <0.001°¢
AD?
Damarlanma 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00 = 0,00 AD*"*
Skorlamasi
Fibrotik Alan 10,1144,43 10,86+10,76 0,29+0,18 <0.001°¢
Yiizdesi (um) AD*

AD; anlamh degil, a; KH ile KH+Epo arasinda, b; KH ile SF arasinda, c; KH+Epo ile SF arasindaki

istatistiksel karsilastirmalar
Tablo—6: Gruplara ait visseral periton kalinhklari, yangi skorlamasi, damarlanma
skorlamas1 ve fibrotik alan yiizdeleri ortalama + standart sapma degerleri ile

istatistiksel degerlendirme sonuclari
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Resim—8: KH grubuna ait Von Gieson ile paryetal periton fibrozisi (sol), imaj analizi

ile yiizde secimi (sag). Kirmiz1 boya ile boyanan alanlar fibrozisi gostermektedir.

Resim—-9: KH+Epo grubuna ait Von Gieson ile paryetal periton fibrozisi (sol), imaj
analizi ile yiizde secimi (sag). Kirmiz1 boya ile boyanan alanlar fibrozisi

gostermektedir.

Resim-10: SF grubuna ait Von Gieson ile paryetal periton fibrozisi (sol), imaj analizi

ile yiizde secimi (sag). Kirmiz1 boya ile boyanan alanlar fibrozisi gostermektedir.
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Visseral periton kalinlig1 acisindan yapilan istatistiksel karsilastirmada KH grubundaki
ortalama visseral periton kalinlik artist KH+Epo grubuna gore daha fazla bulundu (p<0,05).
KH ve KH+Epo gruplarindaki paryetal periton kalinlik artis SF grubuna gore anlaml
derecede yiiksek bulundu (p<0,001). Histopatalojik olarak gruplara ait visseral periton
kalinliklar1 Resim—4,5,6’da gosterildi (Grafik-3).
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l p<0,05 p<0,001

Ortalama visseral periton kalinhgr (um)

KH KH+Epo SF

Gruplar

Grafik-3: Gruplara ait ortalama visseral periton kalinhklar

Yangi skorlamasi acisindan gruplar degerlendirildiginde KH grubundaki sicanlarin
visseral peritonunda 4’iinde hafif, 4’iinde orta siddette yang1 goriildii. KH+Epo grubundaki
sicanlarin visseral peritonunda 1’inde hafif, 7’sinde orta siddette yangi goriilirken SF
grubundaki si¢anlarin visseral peritonunda yangi goriilmedi. Yangi skorlamasinda agisindan
SF grubuna gore KH ve KH+Epo gruplarindaki ortalama yangi skorlamasindaki artig
anlamli bulundu (p<0,001).

Damarlanma skorlamasi agisindan tiim gruplarin visseral peritonunda vaskiilopati
goriilmedi. Ortalama damarlanma skorlamasi agisindan gruplararasinda fark goriilmedi
(p>0,05).

Ortalama fibrotik alan yiizdesi bakimindan gruplar karsilastirildiginda KH ve KH+Epo
grubu

ndaki visseral periton fibrotik alan yiizdesi SF grubuna gore anlamli artis gosterdigi

goriildii (p<0,001). KH ile KH+Epo arasinda fark bulunmadi (p>0,05).

46



C. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Calisma sonucunda paryetal peritona ait MMP-2 ve TIMP-2’ye ait ortalama + standart

sapma degerleri ve istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo—7’de gosterilmistir.

Gruplar KH KH+Epo SF p-degeri
(Paryetal Periton)
MMP-2 11,62+4,27 7,87+3.9 0,25+0,46 <0.001"¢
<0.05*
TIMP-2 4,5+4,03 5,62+3,24 0,12 +0,35 <0.001°*
AD*

AD; anlamli degil, a; KH ile KH+Epo arasinda, b; KH ile SF arasinda, ¢; KH+Epo ile SF arasindaki

istatistiksel karsilastirmalar
Tablo-7: Paryetal periton dokusunda MMP-2 ve TIMP-2’nin tiim gruplardaki

ortalama #* standart sapma degerleri ile istatistiksel karsilastirma sonuclari

Paryetal periton MMP-2 skorlamasinda acisindan gruplar degerlendirildiginde SF
grubuna gére KH ve KH+Epo gruplarindaki ortalama artis anlamli bulundu (p<0,001).
Ayrica KH+Epo grubunda KH grubuna gére MMP-2’nin baskilandigir goriildii (p<0,05).
Gruplara ait ortalama paryetal periton MMP-2 diizeyleri Grafik-4’de gosterildi.

l p<0,001

Ortalama paryetal periton MMP-2 diizeyleri

KH KH+Epo SF

Gruplar

Grafik—4: Gruplara ait ortalama paryetal periton MMP-2 diizeyleri
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Paryetal periton TIMP-2 skorlamasinda agisindan gruplar degerlendirildiginde SF
grubuna gére KH ve KH+Epo gruplarindaki ortalama artis anlamli bulundu (p<0,001). KH
grubu ile KH+Epo grubu arasinda TIMP-2 agisindan fark bulunmadi (p>0,05) (Grafik-5).

Calisma sonucunda visseral peritona ait MMP-2 ve TIMP-2’ye ait ortalama + standart
sapma degerleri ve istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo—8’de gosterilmistir.

Visseral periton MMP-2 skorlamast acgisindan gruplar degerlendirildiginde SF
grubuna gore KH ve KH+Epo gruplarindaki ortalama artis anlamli bulundu (p<0,001).
Ayrica KH+Epo grubunda KH grubuna gore MMP-2’nin baskilandigi goriildii (p<0,05)
(Grafik-6).

p<0,001

Ortalama paryetal periton TIMP-2 diizeyleri

KH KH+Epo SF

Gruplar

Grafik-5: Gruplara ait ortalama paryetal periton TIMP-2 diizeyleri

Gruplar KH KH+Epo SF p-degeri
(Visseral Periton)
MMP-2 11,87+£2,9 8,37+3 .4 0,38+1,06 <0.001"°
<0.05*
TIMP-2 5,5+3,07 5,9+2,89 0,00 £ 0,00 <0.001"°
AD*

AD; anlamh degil, a; KH ile KH+Epo arasinda, b; KH ile SF arasinda, c; KH+Epo ile SF arasindaki

istatistiksel karsilastirmalar

Tablo-8: Visseral periton dokusunda MMP-2 ve TIMP-2’nin tiim gruplarda ki

ortalama #* standart sapma degerleri ile istatistiksel karsilastirma sonuclari
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Visseral periton TIMP-2 skorlamasi agisindan gruplar degerlendirildiginde SF

grubuna gére KH ve KH+Epo gruplarindaki ortalama artis anlamli bulundu (p<0,001). KH

grubu ile KH+Epo grubu arasinda TIMP-2 ag¢isindan fark bulunmadi (p>0,05) (Grafik-7).

14 p<0,001

P<0,001
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Grafik-6: Gruplara ait ortalama visseral periton MMP-2 diizeyleri
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Grafik-7: Gruplara ait ortalama visseral periton TIMP-2 diizeyleri

P<0,001
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Immiinohistokimyasal olarak gruplara ait paryetal ve visseral peritondaki MMP-2

goriintiileri Resim—11,12,13’de gosterildi. Yine gruplara ait paryetal ve visseral peritondaki

TIMP-2 goriintiileri Resim—14,15,16‘da gosterildi.

B

Resim-11: Immiinohistokimyasal olarak KH grubuna ait peritondaki MMP-2
goriiniimii. A (paryetal) B (Visseral)

Resim-12: Immiinohistokimyasal olarak KH+Epo grubuna ait peritondaki MMP-2
goriiniimii. A (paryetal) B (Visseral)

Resim-13: Immiinohistokimyasal olarak SF grubuna ait peritondaki MMP-2
goriiniimii. A (paryetal) B (Visseral)
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Resim-14: Immiinohistokimyasal olarak KH grubuna ait peritondaki TIMP-2
goriiniimii. A (paryetal) B (Visseral)

Resim-15: Immiinohistokimyasal olarak KH+Epo grubuna ait peritondaki TIMP-2
goriiniimii. A (paryetal) B (Visseral)

Resim-16: Immiinohistokimyasal olarak SF grubuna ait peritondaki TIMP-2
goriiniimii. A (paryetal) B (Visseral)
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D. Biyokimyasal Degerlendirme

Parietal periton doku homojenatlarinda protein diizeyleri

Parietal periton doku homojenatlarindaki protein diizeyleri Sekil-4’de gosterilen
standart Olciimleme egrisinden yararlanilarak hesaplandi. Her doku Ornegi i¢in saptanan
protein diizeyleri; jelatinaz aktivite diizeylerinin pg protein basina (AU/ug protein) ve
TIMP-2 diizeylerinin mg protein basina ng TIMP-2 (ng/mg protein) olarak ifade

edilmesinde kullanildi.
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Sekil-4: BSA standart 6l¢ciimleme egrisi

Paryetal Periton Dokusunda Olciilen Pro ve Aktif MMP-2 ile TIMP-2 Diizeyleri

Paryetal periton dokusunda biyokimyasal olarak 6l¢iillen proMMP-2, aktif MMP-2,
Aktif MMP-2/proMMP-2 oran1 ve TIMP-2’nin tiim gruplardaki ortalama #+ standart sapma
degerleri ile istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo-9’da gosterilmistir. ProMMP-2 ve
aktif MMP-2 icin bulunan degerler yogunluk/mikrogram protein olarak ifade edilmistir.

Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karsilagtirmada ortalama proMMP-2 acisindan
KH ve KH+Epo gruplarindaki artis SF grubuna gore anlamli bulundu (p<0,001). KH grubu
ile KH+Epo grubu arasinda proMMP-2 ag¢isindan fark bulunmadi (p>0,05) (Grafik-8).
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Gruplar KH KH+Epo SF p-degeri

Paryetal Periton ProMMP-2 773643452 412042277 1219+480 | <0,001°¢
(yogunluk/mikrogram protein) AD?

Paryetal Periton aktif MMP-2 | 2224+1310 3745+1225 51£30 <0,001"¢
(yogunluk/mikrogram protein) AD?

Aktif MMP-2/proMMP-2 0,30£0,16 0,70+0,32 0,04+0,02 <0,01*

<0,001"

Paryetal Periton TIMP-2 1506+1344 19571073 337942014 | <0,05™¢
(pg / mg protein) AD?

AD; anlamli degil, a; KH ile KH+Epo arasinda, b; KH ile SF arasinda, ¢; KH+Epo ile SF arasindaki

istatistiksel karsilastirma

Tablo-9: Paryetal periton dokusunda proMMP-2 ve aktif MMP-2 ve TIMP-2‘nin tiim

gruplardaki ortalama + standart sapma degerleri ve istatistiksel karsilastirma

sonuclari
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Grafik-8: Gruplara ait ortalama paryetal periton proMMP-2 diizeyleri
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Ayrica ortalama aktif MMP-2 acisindan KH ve KH+Epo gruplarindaki artis SF

grubuna gore anlamli bulundu (p<0,001). KH grubu ile KH+Epo grubu arasinda proMMP-2
acisindan fark bulunmadi (p>0,05) (Grafik-9).
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Grafik-9: Gruplara ait ortalama paryetal periton aktif MMP-2 diizeyleri
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KH+Epo grubunda KH grubuna goére aktif MMP-2/proMMP-2 oran1 anlamli olarak

yiikksek bulundu (p<0,01) (Grafik-10). Tiim gruplar1 temsil eden zimogram 6rnegi Resim-

17°de gosterildi.
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Grafik-10: Gruplara ait ortalama paryetal periton aktif MMP-2/proMMP-2 diizeyleri
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Resim-17. Gruplara ait paryetal periton proMMP-2 ve aktif MMP-2’nin
jelatin zimografik goriiniimii

KH KH+Epo

Dokularda TIMP-2 protein diizeyleri olusturulan standart Ol¢iimleme egrisinden
(Sekil-5) yararlanilarak hesaplandi. Paryetal periton dokusunda ol¢iillen TIMP-2 degerleri
pikogram/miligram protein (pg/mg protein) olarak ifade edilmistir.
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Sekil-5: TIMP-2 standart olciimleme egrisi
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Gruplar arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada ortalama TIMP-2 agisindan KH
ve KH+Epo gruplarindaki azalma SF grubuna gore anlamli bulundu (p<0,05). KH grubu ile
KH+Epo grubu arasinda TIMP-2 ac¢isindan fark bulunmadi (p>0,05) (Grafik-11).
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Grafik-11: Gruplara ait ortalama paryetal periton TIMP-2 diizeyleri
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TARTISMA

Calismamizda histopatolojik olarak darbepoetin hem paryetal hem de visseral
peritonda klorheksidin glukonat grubuna gore periton kalinlasmasini azalttigr gosterildi.
Ancak yangi skorlamasi, damarlanma skorlamasi ve fibrotik alan yiizdesi iizerine etkili
olmadigr goriildii. Darbepoetin’in peritonda kalinlasmay1 azaltmasina ragmen; yangi
skorlamasi, damarlanma skorlamasi ve fibrotik alan yiizdesi acisindan farklilik olmamasini,
bu bulgularin daha ge¢ donemde ortaya cikmasindan kaynaklanabilecegi diisiincesiyle
aciklayabiliriz.

Bu calismada paryetal ve visseral peritonda meydana gelen degisiklikler histopatolojik
ve immiinohistokimyasal olarak ayni bulundu. Visseral peritonun biyokimyasal ¢alismalar
icin Ozellikle serum fizyolojik grubunda karaciger {izerinden yeterli ve iyi bir 6rnekleme
yapmanin zorluklar1 nedeniyle biyokimyasal ¢calismalarda visseral periton kullanilmadi.

Calismamizda darbepoetin saf olarak kullanilmadi. Darbepoetin alfa; sodyum fosfat
monobazik, sodyum fosfat dibazik, sodyum kloriir, polisorbat 80, saf su gibi yardimci
maddelerle birlikte kullanilmaktadir. Calisma sonunda peritoneal fibrozis gelisimin azalttig1
icin gerek darbepoetin gerekse yardimc1 maddelerden herhangi birisinin peritoneal fibrozis
yapict etkisi oldugunu diisiinmiiyoruz. Hem darbepoetin hemde yardimci maddelerden
herhangi birisinin peritoneal fibrozis yapici etkisi olsa bile bunu da ©6nlemis oldugunu
sOyleyebiliriz. Ciinkii klinik olarakta darbepoetin icerdigi maddelerle birlikte cilt altina
uygulanmaktadir. Bu nedenlerle icerdigi maddelerin peritoneal fibrozis iizerine etkisini
gostermek i¢in ayr1 kontrol gruplar1 kullanilmadi.

Periton diyaliz (PD) hastalarinda peritoneal fibrozis (PF) gelismesinde bir¢cok faktor
onemli rol oynamaktadir. PF’ne neden olan en 6nemli faktorler biyouyumsuz diyaliz sivilari,
diyaliz sivilarindaki glikoz miktarinin yiiksekligi, diyaliz sivilarinin fazla isitilmasina bagl
olarak gelisen glikoz yikim iiriinleri ve ileri glikozilasyon son iiriinleridir (37,38). Ureminin
tek basina PF'ne neden oldugu saglikli kontrol grubunun peritonu ile diyaliz baslamadan
onceki son donem bobrek yetmezligi hastalarinin periton kalinligir karsilastirildiginda
gosterilmistir (5).

Biz calismamizda deneysel peritoneal fibrozis olusturmak icin tuzlu su icinde erimis
%15 etil alkol ve %0,1 klorheksidin glukonat bulunan solusyonu kullandik. Deneysel

peritoneal fibrozis karin i¢ine klorheksidin glukonat (KH) kullanilarakta yapilabilmektedir

57



(2). Klorheksidin glukonat bugiin icin klinikte kullanilmayan ancak deneysel periton
fibrozisi olusturmak icin kullanilan kimyasal bir maddedir. Deneysel peritoneal fibrozis
olusturmak i¢in degisik modeller mevcuttur ve peritoneal fibrozis gelisimini onlemek i¢in
calismalar stirmektedir (4,84).

Klorheksidin glukonat ve alkol’un peritoneal fibrozisi’nin patogenezisindeki onemini
ilk kez 1985 yilinda Junor ve arkadaslan tarafindan tanimlanmistir (76). Periton diyaliz
kateterini alkol igerisinde klorheksidin glukonat ile sterilize ettiklerinde klinik olarak
sklerozan enkapsiile peritonit (SEP) gelistigini rapor etmislerdir. Bunun iizerine Ishii ve
arkadaslar1 tuzlu su igerisinde %0,1 klorheksidin glukonat ve %15 etil alkol kullanarak
0,3ml karmn icerisine uyguladiklart deney hayvanlarinda peritoneal fibrozis gelistigini
gostermiglerdir (76).

Deney hayvanlarinda tuzlu su igerisinde erimis %15 etil alkol ve %0,1 klorheksidin
glukonat ile yapilan peritoneal fibrozis modellerinde ilk doz uygulamasindan sonra goriilen
bulgular belirtilmemistir. Deney hayvanlarinda gézlenen bu bulgularin yiiksek doz etil alkol
ve klorheksidin glukonat’in yarattigi akut metabolik asidozdan ve alkolun noérolojik
etkilerinden veya kan basinci diisiikliigiine sebep olarak gelismis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Periton diyaliz hastalarinda ve deneysel SEP gelistiginde periton sivisinda ve periton
dokusunda jelatinazlar ve oOzellikle MMP-2 aktivitesinin arttifi gosterilmistir (2,4). Bu
artistn  sebebi MMP-2"nin peritoneal fibrozisinin ilerlemesiyle karin duvarinda ve
barsaklarda olusan yapisikliklarin artmasiyla iligkili olabilecegi bildirilmektedir (2,4).

Calismamizin sonunda tuzlu su icinde erimis %15 etil alkol ve %0,1 klorheksidin
glukonat alan deney hayvanlarinin peritonunda karaciger ve karin 6n duvarina yapisikliklar
oldugu gozlendi. Bu da deneyin basarili oldugunu gostermektedir.

Son zamanlarda Eritropoetin’in, siiregen bobrek yetmezligindeki aneminin tedavisi
disinda baska etkilerinin de oldugu gosterilmistir. Bobreklerde iki tarafli iskemik-
reperfiizyon modeli ile olusturulan akut bobrek yetmezligi modelinde disardan eritropoetin
verilmesi ile apopitozisi inhibe ettigi, tubiiler epitelyal rejenerasyonu artirdigi ve bobrek
fonksiyonlarinin geri doniisiimiinii hizlandirdig1 gosterilmistir (7). Ayrica tubiiler hasar1 ve
interstisyel fibrozisi de azalttig1 gosterilmistir.

Periton zarinda gelisen yangisal olaylarda salgilanan sitokinler periton zarindaki
mezotel hiicrelerden, damar duvarindaki hiicrelerden ve yangi bolgesinde biriken

hiicrelerden fibrin yapici ve yeni damar yapimini artirict uyaricilarin salintmini artirarak
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peritoneal fibrozis gelisimini artirir (2). Fibrozisin baslamasi ve devam etmesinde matriks
metalloproteinazlar1 ve onlarin dogal durduruculart rol almaktadir (48,85). 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 ol¢iilmiistiir. Ayrica TIMP’lerin sadece MMP’leri
baskilamadigi aym1 zamanda dokuda diisiikk diizeylerde MMP aktivitesini artirdigr da
gosterilmistir(48,52,55). Son zamanlarda deney hayvanlarinda peritoneal fibrozis gelisimini
onlemek icin MMP baskilayicilar1 kullanilarak yeniden damar yapiminin ve yangisal
hiicrelerin birikiminin 6nlendigini gosteren ¢alismalar yapilmaktadir (2,42,52).

Calismamizda hem paryetal hem de visseral peritonda immiinohistokimyasal olarak
Darbepoetin kullanilan grupta MMP-2 diizeyinin klorheksidin glukonat kullanilan gruba
gore baskilandig ancak serum fizyolojik grubuna gore arttigi goriildii. Biyokimyasal olarak
ise aktif MMP-2/proMMP-2 oranini, Darbepoetin verilen sicanlarin paryetal peritonunda
klorheksidin glukonat kullamilan grubuna goére artirdigi goriildii. Immiinohistokimyasal
olarak periton dokusunda MMP-2’ler hem pro-MMP-2’yi hem de aktif MMP-2’yi birlikte
gostermektedir. Buna gore Darbepoetin’in periton dokusunda total MMP-2 diizeyini
arirdigt =~ ve  pro-MMP-2’den  aktif MMP-2  doniisimiiniic  hizlandirdigini
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak birlikte c¢alisildigi i¢in rahatlikla
sOyleyebiliriz. Bu bulgulara gére Darbepoetinin deney hayvanlarinda klorheksidin glukonata
baglh peritoneal fibrozis gelisimini azaltmadaki etkisinin aktif MMP-2 diizeyini artirarak
gosterdigini diisiiniiyoruz.

Peritoneal doku TIMP-2 diizeyleri acisindan degerlendirildiginde,
immiinohistokimyasal olarak serum fizyolojik grubuna gore hem klorheksidin glukonat
grubunda hem de Darbepoetin grubunda istatistiksel olarak anlamli arttifi ancak
klorheksidin glukonat kullanilan grup ile Darbepoetin kullanilan grup arasinda fark olmadigi
goriildii. Biyokimyasal olarak ise serum fizyolojik grubuna gére hem klorheksidin glukonat
hem de Darbepoetin kullanilanlarda istatistiksel olarak anlamli disiikliik bulundu.
Immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak bu sonuglar celiskili gibi goriinmektedir.
Bunun nedeni, biyokimyasal olarak TIMP-2 olciilen doku hacminin diger gruplarla esit
olmasi1 ve immiinohistokimyasal olarak serum fizyolojik grubundaki periton zarimin ¢ok ince
olmast nedeniyle TIMP-2 skorlarinin daha diisiik goriilmesine neden olmus olabilir. Ayrica

bunun biyokimyasal olarak periton doku orneklemesinden kaynaklanmis olabilecegini
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diistinmiiyoruz. Ciinkii boyle bir durumda yanginin olustugu peritonda TIMP-2 diizeyi
periton altindaki kas ve diger dokulardan daha az birikmis olabilecegi sonucunu gosterir ki
bu da bugiinkii bilgiler 1s1g1inda miimkiin goériinmemektedir. Bu bulgulara gore klorheksidin
glukonat kullanilarak yapilan peritoneal fibrozisde peritoneal dokuda TIMP-2 diizeyleri
biyokimyasal olarak baskilanmaktadir. Darbepoetin kullanilan grupta peritoneal fibrozis
gelisiminin azalmig olmasi yangiya baglh olarak kontrol grubuna gore azalmis olan TIMP-2
diizeyini artirarak gostermis olabilir. Bizim bulgularimizda Darbepoetin kullanilanlarda
TIMP-2 diizeyinin klorheksidin glukonat kullananlara gore artti fakat istatistiksel olarak
anlamliliga ulasilamadi. Bunun nedeni yangimin devam etmesinden veya calisma
gruplarindaki denek sayisinin azligindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Biitiin bu bulgular 1s18inda; Darbepoetin kullanilan grupta peritoneal fibrozis
gelisiminin onlenmesinde, periton dokusunda TIMP-2 diizeyini veya aktivitesini uyararak
pro-MMP-2’nin aktif MMP-2’ye doniisiimiinii artirarak etki ettigi sonucunu ¢ikarabiliriz.
Ayrica Darbepoetin’in deney hayvanlarinda klorheksidin glikonata bagl peritoneal fibrozisi
azaltmada bagka yolaklar iizerinden de yapmis olabilecegi diisiiniilebilir. Bunun icin periton
fibrozisi lizerine etkili diger yolaklar tizerine baska ¢alismalar yapilabilir.

Sonug olarak: Bu calisma sonunda tuzlu su i¢inde erimis %15 etil alkol ve %0,1 KH
ile paryetal ve visseral periton dokusunda fibrozis olusturulmasi basarili bulundu.
Darbepoetin, klorheksidin gkukonat ile olusturulan kimyasal peritoneal fibrozisinde hem
paryetal peritonda hem de visseral peritonda histopatolojik olarak azalmasina neden
olmustur. Immiinohistokimyasal olarak Darbepoetin hem paryetal hem de visseral peritonda
MMP-2’yi klorheksidin glukonat grubuna gore baskilarken TIMP-2 {izerine -etkili
bulunmamistir. Biyokimyasal olarak ise paryetal peritonda aktif MMP-2/proMMP-2’yi
artirmasi anlamli bulunurken TIMP-2 diizeyleri {izerine anlamli etkisini gosteremedik.
Darbepoetin kimyasal peritonit gelistirilen deney hayvanlarinda peritoneal fibrozis
gelisimini azaltmasi, periton dokusundaki TIMP-2’nin etkinligini artirarak proMMP-2"nin
aktif MMP-2’ye doniisiimiinii hizlandirarak etkili olabilir. Ayrica darbepoetin proMMP-2
ve aktif MMP-2 disinda baska yolaklar iizerinden de etkili olabilir. Darbepoetin’in
peritoneal fibrozise neden olmadig1 ve peritoneal fibrozis gelisimini azaltabilecegi
sOylenebilir. Ancak bu konuda gerek doz ile ilgili gerekse siire ile ilgili genis ¢apli deneysel

ve klinik arastirmalara ihtiya¢ vardir.
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