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Ozgiin Arastirma/Original Investigation

Sicanlarda Doksisiklinin Kimyasal Peritonite Bagli Peritoneal Fibrozis
Gelisimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

The Effects of Doxycycline on Peritoneal Fibrosis Induced

by Chemical Peritonitis in Rats

0z
AMAC: Caligmada; sicanlarda kimyasal peritonite bagli peritoneal fibrozis modelinde, doksisiklin
uygulamasinin periton morfolojisindeki degisiklikler, periton yikama sivisindaki matriks metalloproteaz

(MMP) ve matriks metalloproteaz doku inhibitorii (TIMP) aktiviteleri tizerine etkilerini incelemeyi
amacladik.

GEREC ve YONTEMLER: Calismaya alman 21 adet sican her grupta yedi adet olacak sekilde
tic gruba ayrildi. Birinci gruptaki si¢anlarda klorhekzidin glukonat (CHX) ile kimyasal peritonit
olugturuldu, ikinci grupta CHX ile kimyasal peritonit olusturulan si¢anlara intraperitoneal doksisiklin
verildi, liglincii grup ise kontrol grubu olarak kabul edildi. Calisma sonunda sakrifiye edilen sicanlardan
periton yikama sivilari, parietal ve visseral periton doku 6rnekleri alindi. Peritoneal yikama sivilarinda
MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 ve prokollajen tip I C-terminal peptid (PIPC) diizeyleri dl¢timii
yapildi. Periton doku oOrneklerinde kalinlik ol¢iimii, olgunlagsmamis kollajen diizeyi Ol¢limii ve
inflamasyon skorlamasi yapildi.

BULGULAR: Parietal periton olgunlagsmamuis kollajen diizeyleri, parietal-visseral periton kalmliklari
ve inflamasyon skorlart agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,05). Periton yikama
swvisinda Olgiilen TIMP-1 ve PIPC diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanirken
(p<0.,05), MMP-2 ve TIMP-2 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

SONUC: Bu deneysel calismada, CHX soliisyonu periton dokusunda kimyasal hasarlanmaya yol
acmugtir. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da doksisiklin uygulamasi CHX soliisyonunun periton
dokusunda yapmis oldugu hasarlanmay1 azaltmugtir.

ANAHTAR SOZCUKLER: MMP’ler, MMP inhibisyonu, Doksisiklin, Peritoneal fibrozis

ABSTRACT

OBJECTIVE: We investigated the effects of doxycycline on changes in peritoneal morphology,
matrix metalloproteinase (MMP) and tissue inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMP) activities in
peritoneal lavage fluids in a rat model of peritoneal fibrosis due to chemical peritonitis.

MATERIAL and METHODS: 21 rats were divided into three groups (n=7). In the first group, we
administered chlorhexidine gluconate (CHX) intraperitoneally (i.p.) to the rats. In the second group,
we administered i.p. doxycycline in addition to CHX to rats. The third group was the control. MMP-2,
MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 and procollagen type I C-terminal peptide (PICP) levels in the peritoneal
fluid were analyzed. Thickness of the peritoneum, amount of immature collagen and the inflammation
scores were measured in peritoneal tissue samples.

RESULTS: Immature collagen levels in parietal peritoneum, parietal-visceral peritoneal thickness and
inflammation scores were compared and a significant difference was observed between the groups
(p<0.05). TIMP-1 and PICP levels were compared and a significant difference was observed between
the groups (p<0.05). MMP-2 and TIMP-2 levels were compared and no significant difference was
observed between the groups (p>0.05).

CONCLUSION: CHX solution leads to peritoneal injury in peritoneal tissue. Although an insignificant
difference is present statistically, doxycycline decreases the peritoneal injury due to CHX solution.

KEY WORDS: MMPs, MMP inhibition, Doxycycline, Peritoneal fibrosis
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GIRIS

Periton diyalizi (PD) son donem bobrek yetmezligi
(SDBY) hastalarinda uygulanan bobrek yerine koyma tedavi
seceneklerinden birisidir (1). SDBY’nin tedavisinde, uzun
stireli bir tedavi secenegi olarak PD’nin bagarisi, hem soliit hem
de sivinin etkin bir sekilde uzaklastirilmasina baghdir (2). PD
tedavisi ile iligkili en 6nemli kisitlayici faktorlerden birisi periton
zarinin diyaliz etkinlifinde zamanla ilerleyici bir azalmanin
olusmasidir. PD hastalarinda zamanla olusan ultrafiltrasyon
(UF) yetmezligi de, periton zarmin iglevsel gecirgenliginde
bozulmanin bir sonucudur, siklikla hastalarin PD tedavisinden
cikartilmalarina sebep olur. Bu olumsuz gelismelerin 6nemli bir
nedeni peritoneal fibrozis gelisimi, peritoneal mezotel tabakasi
ile bazal membran biitiinliigliniin bozulmasidir (3).

Periton zar1, mezotel ve altta yatan stroma diyaliz
sivisina gecen bakteriyel veya kimyasal toksinlerin yol
actigt hasarlanmaya cevap olarak morfolojik degisiklikler
gecirirler. Matriks metalloproteazlar (MMP’ler) ve matriks
metalloproteazlarin doku inhibitorleri (TIMP’ler) fibrozis
stirecinde 6nemli rol oynarlar (4).

Matriks metalloproteazlar aktif boliimiinde ¢inko atomu
iceren enzim ailesidir, hiicredist matriks bilesenlerinin yikimina
yol agan notral endopeptidazlardir ve proteolitik aktiviteye
sahiptirler (5). MMP’ler ve TIMP’ler periton dokusunda mezotel
hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar tarafindan dretilir.
Fibrozis siirecinde MMP’lerin aktiviteleri bircok basamakta
regiile edilir. Proenzimlerin aktivasyonu ile aktiviteleri artar,
TIMP’lerin tarafindan aktiviteleri baskilanir (6). Yapilan klinik
ve deneysel calismalarda, periton dokusunda 6zellikle MMP-2,
MMP-3, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 aktivitelerinin belirgin
oldugu gosterilmistir (7).

Doksisiklin antimikrobiyal ve antiinflamatuvar etkiye
sahiptir, aynt zamanda MMP inhibitoriidiir (8). Literatiirde
bu antibiyotik grubunun MMP inhibisyonu ile ilgili deneysel
hayvan caligmalar1 bulunmaktadir (9), ancak kimyasal peritonite
bagl fibrozis geligimi tizerine etkisi ile ilgili klinik ve deneysel
hayvan caligmasi yoktur.

Bu ¢alismada; siganlarda kimyasal peritonite bagli peritoneal
fibrozis modelinde, doksisiklin uygulamasinin  periton
morfolojisindeki degisiklikler ve periton yikama sivisindaki
MMP ve TIMP aktiviteleri {izerine etkilerini incelemeyi
amacladik.

GEREC ve YONTEMLER

Bu caligmada, 21 adet yetiskin, disi, agirliklari 180-260
gram arasinda degisen, iiremik olmayan Wistar albino sicanlar
kullanildi. Tiim hayvanlar Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Birimi’ndeki optimal kosullarda
barindirildi, standart yem ve su ile beslendi. Deney siiresince
hayvan haklari ile ilgili olarak National Institute of Health
(NIH)’in belirledigi kriterler (Principles of Laboratory Animal

Care) esas alind1 (10). Calisma i¢in Dokuz Eyliil Universitesi
T1p Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan onay alindi.

Calismaya alman sicanlar; her grupta yedi adet olacak
sekilde ii¢ gruba ayrildi. Caligma siiresi 14 giin olarak belirlendi.
Calisma oncesi siganlar tartildi. Birinci gruptaki si¢anlarda
sadece kimyasal peritonit olusturuldu. Ikinci grupta kimyasal
peritonit olusturulan sicanlara karin icine doksisiklin verildi.
Uciincii grup ise kontrol grubu olarak kabul edildi, bu gruptaki
sicanlarda kimyasal peritonit olusturulmadi ve doksisiklin
verilmedi.

Sigcanlarda kimyasal peritonit olusturmak icin klorhekzidin
glukonat (CHX) kullanildi (11). Aseptik olarak soliisyon (% 0.1
CHX/% 15 etanol/fizyolojik salin) hazirland1. Sicanlara 14 giin
boyunca giinde 1 ml soliisyon 24 G igne ile karin icine verildi.
Bir sonraki enjeksiyon oncesi karin i¢inde 6nceki enjeksiyondan
kalan s1v1 aspire edildi.

Sicanlara 24 G igne ile 14 giin boyunca karmn i¢ine doksisiklin
uygulandi (doksisiklin CHX soliisyonu igerisinde ¢oziildii). Bir
sonraki enjeksiyon oncesi karin icinde onceki enjeksiyondan
kalan siv1 aspire edildi. Daha 6nce siganlarda yapilmis olan
deneysel ¢alismalar incelendi ve karin i¢ine verilen doksisiklin
dozu 4 mg/kg olarak belirlendi (12-14).

Kontrol grubundaki sicanlara 14 giin boyunca giinde 1 ml
fizyolojik salin 24 G igne ile karin icine verildi. Bir sonraki
enjeksiyon oncesi batin icinde 6nceki enjeksiyondan kalan sivi
aspire edildi.

Sicanlar calisma tamamlandiktan sonra, 15. giinde yiiksek
doz eterle sakrifiye edildi. Sicanlardan sakrifikasyon oOncesi
periton yikama sivilart alindi. Bu iglem; karin icerisine 24 G
igne ile 50 ml/kg % 2.27 glukozlu PD soliisyonu (Dianeal®
- Baxter) verildikten sonra bu sivinin (periton yikama sivisi)
daha sonra incelemelerde kullanilmak iizere aspire edilmesiyle
gerceklestirildi.

Periton yikama sivilarimin bir bliimii beyaz kiire sayimi ve
kiiltiir icin ayrildi, geriye kalan boliimiine de +4°C’de 10 dakika
4000 rpm’de soguk santrifiij uygulandi, hiicrelerinden ayrildi ve
olusturulan siipernatant biyokimyasal incelemeler yapilincaya
kadar -70°C’de saklandi.

Sakrifikasyon sonrasinda siganlardan histopatolojik inceleme
icin karaciger yiizeyinden visseral periton doku oOrnekleri ve
karin sol 6n duvarindan parietal periton doku ornekleri alindi.
Ornekler histopatolojik inceleme yapilincaya kadar formalin
ile tespit edildi. Orneklerin formalin ile tespitinin ardindan
karaciger dokusundan ve parietal peritondan yiizeye dik olacak
sekilde 2 mm kalinliginda doku parcalar1 alindi. Rutin doku
takibinden sonra 3 mm kalinligindaki kesitlere Hematoksilen-
Eozin (H&E) ve Sirius Red boyalar1 uyguland1 ve kesitler 151k
mikroskobi ile degerlendirildi.

Tiim olgular parietal ve visseral periton inflamasyon
skorlamast i¢in ayri1 ayr1 degerlendirildi ve yari-niceliksel olarak
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su sekilde skorlandi; O: yok, 1: hafif, 2: orta siddette, 3: siddetli,
4: ¢ok siddetli ve kas tabakasina da uzanim gosteriyor.

Periton kalinligr 6l¢iimii icin H&E boyali kesitlerden 151k
mikroskobu ile elde elde edilen goriintiiler video kamera ile
bilgisayar ortamina aktarildi. Periton kalinliginin saptanmasi
icin goriintii analizi programi kullanilarak piksel cinsinden her
olguda 10 alanda 6l¢tim yapildi. Bunun icin bilgisayar ekrani
tizerindeki goriintiiden fare yardimi ile dik dogru pargalari
isaretlendi ve yazilim tarafindan 6l¢iim gerceklestirildi. Visseral
periton i¢in dl¢iimlerde X40, parietal periton i¢in 6lciimlerde ise
X10 biiytitme kullanildi.

Parietal peritondaki olgunlagmis ve olgunlasmamis kollajen
diizeyi (fibrozisin dolayl bir gostergesi) Sirius Red boyamasina
gore bilgisayar ortaminda sayisal goriintii analizi ile ol¢iildii
(15).

Periton yikama sivisindaki MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri
gelatin zimografi yontemi kullanilarak ol¢iildii (16).

Periton yikama sivisindaki TIMP-1, TIMP-2 ve prokollajen
tip I C-terminal peptid (PIPC) diizeyleri iki tarafli “sandvic
tip” ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) yontemi
kullanilarak ol¢iildii (17).

Istatistiksel degerlendirmede, gruplardaki sican say1st 30’un
altinda oldugu i¢in parametrik olmayan yontemler kullanildi.
Gruplar arasinda fark olup olmadigini saptamak i¢in ii¢ ya
da daha cok sayida grup ortalamasimin karsilastirilmasinda
kullanilan ~ Kruskal-Wallis  Varyans  Analizi  kullanildi.
Gruplar arasinda anlamli fark var ise, anlamli farkin hangi
gruptan kaynaklandigini saptamak icin iki grup ortalamasinin
karsilagtirlmasinda ~ kullanilan ~ Mann-Whitney U  Testi
kullanildi. Kruskal-Wallis Varyans Analizi i¢cin p<0.05 ise
aradaki farkin anlamli olduguna karar verildi. Mann-Whitney U

Sekil 1: CHX ile kimyasal peritonit olusturulan grupta parietal
peritonda kalinlik ol¢iimii.

Testi i¢in Bonferroni diizeltmesi kullanildigindan p<0.0167 ise
aradaki farkin anlamli olduguna karar verildi. Degerler aritmetik
ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi.

BULGULAR

Calismaya alinan siganlarin agirlik ortalamalari birinci grupta
208,33 + 17,79 gram, ikinci grupta 200,71 + 13,67 gram, liciincii
grupta ise 214,57 + 21,97 gram olarak bulundu. S6z konusu ti¢
gruba ayrilan sicanlar arasinda agirlik ortalamalar1 bakimindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME
A. Parietal Periton Kalinlik Ol¢iimii

Caligma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta parietal periton kalinligr ortalamasi 58,53 + 34,02
pm, CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve doksisiklin
verilen ikinci grupta parietal periton kalinligi ortalamasi 34,05
+ 12,20 pum, iciincii grup olan kontrol grubunda ise parietal
periton kalinlig1 ortalamasi 6,80 + 0,84 ym olarak bulundu.
Kruskal-Wallis analizinde; ol¢iilen parietal periton kalmliklari
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptandi (p=0,001). Bonferroni anlamlilik diizeyi dikkate
alinarak yapilan Mann-Whitney U testinde ise; birinci ve ikinci
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamasina
karsin birinci ve iiciincii grup, ikinci ve {iglincli grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptand: (p=0,101, p=0,001,
p=0,001). Sekil 1’de CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
grupta parietal peritonda kalinlik 6l¢iimii goriilmektedir. Sekil
2’de calisma sonunda her ti¢ grupta Olglilen parietal periton
kalinliklart goriilmektedir.

B. Visseral Periton Kalinlik Ol¢iimii

Caligsma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta visseral periton kalinlig1 ortalamas1 22,20 + 15,30
pm, CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve doksisiklin
verilen ikinci grupta visseral periton kalinlig1 ortalamasi 15,34 +
7,14 ym, tiglincii grup olan kontrol grubunda ise visseral periton
kalinlig1 ortalamast 5,52 + 4,44 ym olarak bulundu. Kruskal-
Wallis analizinde; 6l¢iilen visseral periton kalinliklart agisindan

Parietal Periton Kalinligt (um)
Y
o
!

CHX

CHX +
Doksisiklin

Kontrol

Sekil 2: Calisma sonunda her iic grupta dlgiilen parietal periton
kalinliklar.
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gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi
(p=0,009). Bonferroni anlamlilik diizeyi dikkate alinarak yapilan
Mann-Whitney U testinde ise; birinci ve ikinci grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamasina karsin birinci ve
ticlincli grup, ikinci ve liclincii grup arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (p=0,731, p=0,008, p=0,007). Sekil 3’de
CHX ile kimyasal peritonit olusturulan grupta visseral peritonda
kalinlik ol¢timii goriilmektedir. Sekil 4’de calisma sonunda her
tic grupta olciilen visseral periton kalinliklar: goriilmektedir.

C. Parietal Periton Inflamasyon Skorlamasi

Calisma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta parietal periton inflamasyon skoru ortalamasi
2,33+1,03, CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve doksisiklin
verilen ikinci grupta parietal periton inflamasyon skoru
ortalamas1 1,71+048, ticlincti grup olan kontrol grubunda ise
parietal periton inflamasyon skoru ortalamasi 0,14+0,37 olarak
bulundu. Kruskal-Wallis analizinde; olgtilen parietal periton
inflamasyon skorlar1 acisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p=0,001). Bonferroni anlamlilik
diizeyi dikkate alinarak yapilan Mann-Whitney U testinde
ise; birinci ve ikinci grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmamasina karsin birinci ve {glincii grup, ikinci ve
iiclincli grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi
(p=0,295, p=0,001, p=0,001). Sekil 5’te CHX ile kimyasal
peritonit olusturulan grupta parietal peritondaki inflamasyon
goriilmektedir.

D. Visseral Periton Inflamasyon Skorlamasi

Calisma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta visseral periton inflamasyon skoru ortalamasi
0,83+0,75, CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve
doksisiklin verilen ikinci grupta visseral periton inflamasyon
skoru ortalamasi 0,42+0,53 olarak bulundu, ii¢lincii grup olan
kontrol grubunda ise visseral peritonda inflamasyon saptanmadi.
Kruskal-Wallis analizinde; dl¢iilen visseral periton inflamasyon
skorlar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi (p=0,040). Bonferroni anlamlilik diizeyi dikkate
alinarak yapilan Mann-Whitney U testinde ise; birinci ve ikinci
grup, birinci ve lclincli grup, ikinci ve licilincii grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,366, p=0,051,
p=0,209). Sekil 6’te CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
grupta visseral peritondaki inflamasyon goriilmektedir.

E. Parietal Periton Olgunlasmamis Kollajen Diizeyi
(Fibrozis Skorlamasi)

Calisma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta parietal periton olgunlagmamig kollajen
diizeyi ortalamasi 12,75+3,94%, CHX ile kimyasal peritonit
olusturulan ve doksisiklin verilen ikinci grupta parietal periton
olgunlagmamuis kollajen diizeyi ortalamasi 10,57+2,90%, ti¢iincii
grup olan kontrol grubunda ise parietal periton olgunlagsmamis
kollajen diizeyi ortalamas1 2,38 + 0,41% olarak bulundu.

Sekil 3: CHX ile kimyasal peritonit olusturulan grupta visseral
peritonda kalinlik ol¢iimii.

g 30

ED

£ 20
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CHX CHX + Kontrol
Doksisiklin

Sekil 4: CHX ile kimyasal peritonit olusturulan grupta parietal
peritondaki inflamasyon.

Sekil 5: CHX ile kimyasal peritonit olusturulan grupta visseral
peritondaki inflamasyon.
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Kruskal-Wallis analizinde; 6l¢iilen parietal periton olgunlagsma-
mis kollajen diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p=0,001). Bonferroni anlamlilik
diizeyi dikkate alinarak yapilan Mann-Whitney U testinde ise;
birinci ve ikinci grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamasina karsin birinci ve {iglincii grup, ikinci ve {igiincii
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,295,
p=0,001, p=0,001). Sekil 7°de CHX ile kimyasal peritonit olus-
turulan grupta Sirius Red ile boyanmis parietal periton kesitinin
polarize 151k altindaki goriiniimii goriilmektedir.

Sekil 6: Calisma sonunda her ii¢ grupta olgiilen visseral periton
kalinliklarr.

BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME
A. Periton Yikama Sivisinda Olgiilen MMP-2 Diizeyleri

Caligma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta periton yikama sivisindaki MMP-2 diizeyi
ortalamas1 7,32 + 12,39 relatif proteinaz aktivitesi/ug protein,
CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve doksisiklin verilen
ikinci grupta periton yikama sivisindaki MMP-2 diizeyi
ortalamasi 4,84 + 4,56 relatif proteinaz aktivitesi/ug protein,
ticiincii grup olan kontrol grubunda ise periton yikama sivisindaki
MMP-2 diizeyi ortalamasi 3,82 + 1,07 relatif proteinaz aktivitesi/
g protein olarak olciildii. Kruskal-Wallis analizinde; periton
yikama sivisinda olgiilen MMP-2 diizeyleri agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,281).

B. Periton Yikama Sivisinda Olgiilen MMP-9 Diizeyleri

Calisma sonunda; her ii¢c grupta periton yikama sivilarinda
gelatin  zimografi yontemiyle MMP-9 enzim aktivitesi
gosterilemedi.

C. Periton Yikama Sivisinda Olciilen TIMP-1 Diizeyleri

Caligma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta periton yikama sivisindaki TIMP-1 diizeyi
ortalamas1 143 + 0,16 ng/ml, CHX ile kimyasal peritonit
olusturulan ve doksisiklin verilen ikinci grupta periton yikama
stvisindaki TIMP-1 diizeyi ortalamasi 1,17 + 0,18 ng/ml, {igiincii
grup olan kontrol grubunda ise periton yikama sivisindaki
TIMP-1 diizeyi ortalamast 1,49 + 0,17 ng/ml olarak ol¢iildii.

Sekil 7: CHX ile kimyasal peritonit
olusturulan grupta Sirius Red ile
boyanmig parietal periton kesitinin
polarize 151k altindaki goriiniimii.
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Kruskal-Wallis analizinde; periton yikama sivisinda olciilen
TIMP-1 diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi (p=0,016). Bonferroni anlamlilik diizeyi
dikkate alimarak yapilan Mann-Whitney U testinde ise; birinci
ve ikinci grup, birinci ve liclincii grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamasina kargin, ikinci ve iiglincii
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,035,
p=0,366, p=0,007).

D. Periton Yikama Sivisinda Olciilen TIMP-2 Diizeyleri

Calisma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta periton yikama sivisindaki TIMP-2 diizeyi
ortalamast 6,25 + 091 ng/ml, CHX ile kimyasal peritonit
olusturulan ve doksisiklin verilen ikinci grupta periton yikama
stvisindaki TIMP-2 diizeyi ortalamasi 6,26 + 1,23 ng/ml, li¢iincii
grup olan kontrol grubunda ise periton yikama sivisindaki
TIMP-2 diizeyi ortalamas1 7,57 + 0,84 ng/ml olarak olciildii.
Kruskal-Wallis analizinde; periton yikama sivisinda olgiilen
TIMP-2 diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmadi (p=0,073).

E. Periton Yikama Sivisinda Olgiilen PIPC Diizeyleri

Calisma sonunda; CHX ile kimyasal peritonit olusturulan
birinci grupta periton yikama sivisindaki PIPC diizeyi ortalama-
s1 6,58+4,63 ng/ml, CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve
doksisiklin verilen ikinci grupta periton yikama s1visindaki PIPC
diizeyi ortalamasi 3,71+1,86 ng/ml, liclincii grup olan kontrol
grubunda ise periton yikama sivisindaki PIPC diizeyi ortalamasi
2,11+1,15 ng/ml olarak olciildii. Kruskal-Wallis analizinde; pe-
riton yikama sivisinda olciilen PIPC diizeyleri acisindan grup-
lar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,049).
Bonferroni anlamlilik diizeyi dikkate almarak yapilan Mann-
Whitney U testinde ise; birinci ve ikinci grup, birinci ve iigiincii
grup, ikinci ve tiglincti grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmadi (p=0,534, p=0,022, p=0,073).

F. Periton Yikama Sivisinda Olciilen Beyaz Kiire Sayilari

Sterilitesi negatif kiiltiir sonuclar1 ile kanitlanan periton
yikama sivilarinda beyaz kiire sayimi yapildi. Calisma sonunda;
CHX ile kimyasal peritonit olusturulan birinci grupta periton
yikama sivisindaki beyaz kiire sayist ortalamasi 2,10+1,57
10° hiicre/mm?®, CHX ile kimyasal peritonit olusturulan ve
doksisiklin verilen ikinci grupta periton yikama sivisindaki
beyaz kiire sayisi ortalamasi 1,41+0,78 10° hiicre/mm?, iigiincii
grup olan kontrol grubunda ise periton yikama sivisindaki beyaz
kiire sayis1 ortalamasi 1,64+1,04 10° hiicre/mm? olarak 6lgiildii.
Kruskal-Wallis analizinde; periton yikama sivisinda olciilen
beyaz kiire sayilar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p=0,559).

TARTISMA

PD tedavisinde teknik basarisizligin en 6nemli nedeni
peritoneal fibrozis gelisimi, peritoneal mezotel tabakasi ile bazal
membran biitiinliigiiniin bozulmasidir. Fibroziste doku yikimi

ve yeniden bicimlendirme (remodelling) vardir, bazal membran
kalinlagir ve mezotel altinda fibrotik doku (hiicredisi matriks
bilesenleri) birikir (18).

Fibrozis stirecinde ©nemli rol oynayan MMP’ler ve
TIMP’ler periton dokusunda mezotel hiicreleri, fibroblastlar ve
makrofajlar tarafindan iiretilir. MMP’lerin aktiviteleri bircok
basamakta diizenlenir; proenzimlerin aktivasyonu ile etkinlikleri
artar ve TIMP’ler tarafindan etkinlikleri baskilanir. Yapilan
klinik ve deneysel ¢alismalarda, periton dokusunda ozellikle
MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 aktivitelerinin
belirgin oldugu gosterilmistir (7).

MMP’lerin dogal inhibitorlerinin yani sira sentetik inhibi-
torleri de bulunmaktadir. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin
antimikrobiyal o6zelliklerine ek olarak bir¢ok inflamatuvar
siirecte sitokin ve proteaz mediatorlerini inhibe edici
etkileri vardir, MMP inhibisyonu da bunlardan birisidir.
Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin 6zellikle MMP-2 ve MMP-
9 aktivitelerinin inhibisyonuna yolactig1 gosterilmistir. Bu
grup icerisinde en giicli MMP inhibisyonu etkisine sahip olan
antibiyotik doksisiklin’dir (19).

Literatiirde bu antibiyotik grubunun MMP inhibisyonu ile
ilgili deneysel hayvan caligmalari vardir (20-22), ancak kimyasal
peritonite bagl fibrozis gelisimi tizerine etkisi ile ilgili klinik ve
deneysel hayvan caligmasi yoktur.

Calismamizdaki hayvan modelinde, oncelikle karin icine
antiseptik (CHX) uygulamasi sonucunda periton dokusunda
kimyasal hasarlanmaya bagli olarak steril inflamasyon yapilmasi
amaclanmugti.

Calisma sonunda Olgiilen parietal ve visseral periton
inflamasyon skorlar1 acisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p<0,05). Bu inflamasyon
siirecinin sonucunda periton dokusunda fibrozis ve kalinlagma
hedeflenmisti. Calisma sonunda Olciilen parietal-visseral
periton kalinliklar ve parietal periton olgunlagmamis kollajen
diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptandi (p<0,05). Bu bulgular hedeflenen fibrozis ve
kalinlagmanin bagarildigini gostermektedir.

Dokularin yikiminda ve yeniden bigimlendirilmesinde
MMP’lerin ve TIMP’lerin 6nemi bilinmektedir. MMP-2 ve
MMP-9, tip IV kollajen ve fibronektin gibi hiicredisi matriks
elemanlarmin yikimina yol agar. Calismamizda MMP inhibitorii
olarak, 6zellikle MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini inhibe ettigi
bilinen doksisiklin kullanildi.

Calisma sonunda yapilan histopatolojik degerlendirmede;
karin icine doksisiklin verilen ikinci grupta parietal-visseral
periton kalinliklari, parietal-visseral inflamasyon skorlar1 ve
parietal periton olgunlagsmamis kollajen diizeyleri CHX ile
kimyasal peritonit olusturulan birinci gruba gore daha diisiik
saptand1. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da (gruplardaki
denek sayisinin azligindan kaynaklanmig olabilir) doksisiklin
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uygulamasinin CHX soliisyonunun periton dokusunda yapmis
oldugu hasarlanmay1 azalttig1 goriildii. Tetrasiklin grubu
antibiyotiklerin MMP inhibisyonu disinda anti-inflamatuvar
etkilerinin de bu sonugcta etkili oldugu diisiincesindeyiz.

Calisma sonunda alinan periton yikama sivilarinda, histopa-
tolojik bulgulara paralel olarak karin icine doksisiklin verilen
ikinci gruptaki MMP-2 diizeyleri CHX ile kimyasal peritonit
olusturulan birinci gruptaki MMP-2 diizeylerine gore daha dii-
siik saptandi. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da doksisiklin
uygulamasinin CHX soliisyonunun periton yikama sivisinda yol
actigt MMP-2 enzim aktivitesindeki artig1 azalttig1 goriildii.

Caligma sonunda alinan periton yikama sivilarinda, her ti¢
grupta da gelatin zimografi yontemiyle MMP-9 enzim aktivitesi
gosterilemedi.

Hirahara ve ark. da, sicanlarda yapmis olduklar1 deneysel
caligmalarda; karin icine CHX verilerek yapilan periton
hasarlanmast sonucunda periton yikama sivisinda gelatin
zimografiyontemiile MMP-2 aktivasyonunda artis saptamalaria
ragmen MMP-9 aktivitesini gosterememislerdir (11,23,24).
MMP-9 aktivitesinde artig goriildiigii takdirde enfeksiyoz
peritonitten siiphelenilmesi gerektigini belirtilmislerdir (23).
Fukudome ve ark.nin da, PD hastalarinda yapmis olduklar1 bir
caligsmada; peritonit sirasinda periton diyaliz sivilarinda MMP-
9 aktivitelerinde artis oldugunu bildirmeleri bu diisiinceyi
desteklemektedir (4).

Calisma sonunda aliman periton yikama sivilarinda, karin
icine doksisiklin verilen ikinci gruptaki TIMP-1 ve PIPC
diizeyleri CHX ile kimyasal peritonit olusturulan birinci
gruptaki TIMP-1 ve PIPC diizeylerine gore daha diisiik saptandi.
Istatistiksel olarak anlamli olmasa da doksisiklin uygulamasinin
CHX soliisyonunun periton yikama s1visinda yol agtig1 TIMP-1
ve PIPC diizeylerindeki artig1 azalttig1 goriildii.

Uzun-donem PD hastalarinda glukoz igeren diyaliz
soltisyonlarinin periton zarinda gegirgenlik artisina ve fibrozise
yol a¢tig1 bilinmektedir. Ha ve ark., yapmis olduklart deneysel
bir caligmada; insan periton mezotel hiicrelerinden glukoz
iceren periton diyaliz sivilart ile maruziyet sonucunda PIPC
salimiminin gergeklestigini gostermislerdir (25).

Nagaoka ve Hirota, yapmig olduklari deneysel bir hayvan
caligmasinda; periton zarmin glikojene maruziyetinin infla-
masyona yol acgtifint ve bunun sonucunda da peritoneal
notrofillerde TIMP-1 ekspresyonunda artis oldugunu bildir-
miglerdir (26).

Caligma sonunda alinan periton yikama sivilarinda, 6lgtilen
TIMP-2 diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Bizim calismamizin aksine, Hirahara ve ark., siganlarda
yapmis olduklart deneysel caligmalarda; karin igine CHX
verilerek yapilan periton hasarlanmasi sonucunda periton
dokusunda TIMP-2 ekspresyonunda artig saptamislardir (11,24).

Matriks yikimmnin anjiyogenez, tlimor invazyonu ve
yayilimindaki 6nemi anlagildiktan sonra, son yillarda yapilan
klinik ve deneysel caligmalar sentetik MMP inhibitorlerinin
anti-kanser ilaclar olarak kullanimina odaklanmistir (27). MMP
inhibitorleriile diyabetik nefropati ve iskemik kardiyomiyopatide
fibrozis gelisimini onlemek amaciyla c¢aligsmalar yapilmigtir
(28,29).

Son yillarda, MMP inhibitorlerinin periton zarinda fibrozis
gelisimi lizerine etkilerini ve hangi yolla verilmesi gerektigini
inceleyen klinik ve deneysel caligmalar giderek artmaktadir (30-
32).

Literatiirde bu konuda daha 6nce yapilmis olan caligmalar
incelenmis (11,23,24,30) ve caligma siiresi 14 giin olarak
belirlenmigtir. Calisma  siiresince  siganlarda enfeksiyoz
komplikasyon gelismemis ve calisma sonunda siganlardan
sakrifikasyon Oncesi alinan periton yikama sivisi kiilttirlerinde
tireme olmamugtir.

SDBY’nin tedavisinde, uzun siireli bir tedavi secenegi
olarak PD’nin basarisi, hem soliit hem de sivinin etkin bir
sekilde uzaklagtirilmasina baghdir. Etiyolojisi ne olursa olsun,
uzun-dénem PD hastalarinda periton zarinda goriilen fibrozis ve
skleroz gelisiminde doku yikiminin ve yeniden bi¢cimlendirmenin
onemi bilinmektedir. Peritoneal fibrozis gelisiminin onlenmesi
PD tedavisinde teknik sagkalimi arttiracaktir. MMP’lerin ve
TIMP’lerin fibrozis ve skleroz siirecindeki rolleri goz Oniine
alindiginda MMP inhibisyonunun 6nemi daha iyi anlasilacaktir.
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