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OZET
Yasar, F. Bradikininin peritoneal fibrozis iizerine etkisi. Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dal Tipta Uzmanlik Tezi , Eskisehir,
2011. Peritoneal fibrozis olusturulmus ratlarda proinflamatuvar bir hormon olan ve
ayni zamanda bazi dokularda antifibrotik etkilerinin oldugu bilinen bradikininin
etkilerinin incelenmesi amagclandi. Cinsiyet farki gozetilmeden agirliklar1 200-250 gr.
arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi 24 adet rat kullanildi. 8’er adet rattan olusan
kontrol grubu, klorheksidin glukonat+serum fizyolojik grubu ve klorheksidin
glukonat+bradikinin grubu olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubuna sadece 10
ml/kg dozunda intraperitoneal serum fizyolojik verildi. Klorheksidin glukonat+serum
fizyolojik grubuna salinim hiz1 0.25ul/saat olan intradermal ozmotik mini pompalar
0.2 ml serum fizyolojik ile doldurularak cilt altina yerlestirildi. Klorheksidin
glukonat+bradikinin grubunda da ayni tip mini pompalar salinim hiz1 100ng/kg/dak
olacak sekilde, 7.2mg/mL dozunda bradikinin ile dolduruldu ve cilt altina
yerlestirildi. Mini pompa yerlestirilen bu iki gruba giinliik, serum fizyolojik i¢inde
¢oziilmiis %15 etanol + %0.1 klorheksidin glukonat, 10ml/kg dozunda
intraperitoneal olarak verildi. 3 haftanin sonunda alinan peritoneal doku 6rnekleri H-
E ve PAS yontemleri disinda immiinhistokimyasal olarak MMP-2, TGF-$1, PAI-1
ve Bradikinin-B2 boyalari ile boyandi. Yapilan degerlendirmede bradikinin verilen
grupta submezotelyal kompakt zonda kalinlasmanin, neovaskiilarizasyonun,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun arttig1 gozlendi. Bununla birlikte, bradikinin
verilen grupta MMP-2, TGF-B1 diizeyleri arttigi, PAI-1 seviyesinin azaldigi,
bradikinin B2 reseptor miktarinda ise bir degisiklik olmadigi tespit edildi. Peritoneal
fibroziste bradikininin net etkisine bakildiginda, H-E ve PAS boyamalarinda fibrozisi
artirict etkisi oldugu sonucuna varildi. Bradikininin bu net etkisini, inflamasyon,
MMP-2 ve TGF-B1 diizeylerini artirmasi ile sagladigi, PAI-1 diizeyindeki sagladigi
azalmanin ise fibrozisi engellemeye yetmedigi diislinlildii. Bradikinin iizerinde
yapilan bu arastirma ile peritoneal fibrozisin fizyopatolojisinde rol oynayan
etkenlerin daha agik ortaya konulmasi amaglanmis olup, birbirini etkileyen g¢ok
sayida faktoriin arastirilmast ve bradikinin reseptorlerinin spesifik agonist ve

antagonistler ile daha fazla arastirilmasi gerektigi diistiniimstir.

Anahtar Kelimeler: Peritoneal fibrozis, bradikinin, B2 reseptorii



ABSTRACT

Yasar, F. The effects of bradikinin on peritoneal fibrosis. Eskisehir Osmangazi
University, School of Medicine, Department of General Surgery, thesis for
specialization in medicine, Eskisehir 2011. The effects of bradykinin, a
proinflammatory hormone, which has antifibrotic properties in various tissues, on
peritoneal fibrosis are studied. For this reason, 24 Sprague-Dawley rats of either sex,
weighing 200-250 g, were used in the present study. Rats were divided evenly into 3
groups, which were control group, chlorhexidine gluconate+saline administered
group and chlorhexidine gluconate+bradykinin treatment group. In the control group,
10ml/kg of saline was administered intraperitoneally. In the chlorhexidine
gluconate+saline administered group, rats were infused with saline (25ulL/hr)
through a subcutaneous osmotic minipump. Similarly, in the chlorhexidine
gluconate+bradykinin treatment group, rats were infused with bradykinin at
100ng/kg/min through a subcutaneous osmotic minipump. Peritoneal fibrosis was
induced by intraperitoneal injection of 0.1% chlorhexidine gluconate in 15% ethanol
dissolved in saline at a volume of 10mL/kg in the rats which were infused
subcutaneously with either saline or bradykinin. Following 3 weeks of treatment,
peritoneal tissue samples were obtained to study histologically by H-E and PAS
staining as well as MMP-2, TGF-B1, PAI-1 and Bradykinin-B2 which were localized
by immunohistochemistry. The increased levels of thickening, neovascularization
and PMNL infiltration as well as the increased levels of MMP-2 and TGF-1 were
observed while PAI-1 level was decreased in the bradykinin treatment group. There
was no significant difference between the levels of bradykinin B2 receptors in both
peritoneal fibrosis induced groups. As a result, peritoneal fibrosis was increased in
the bradykinin treatment group and we concluded that this was a result of increase in
the levels of inflammation, MMP-2 and TGF-B1, however the decreased level of
PAI-1 was not sufficient to attenuate the fibrotic effects. In this study, we aimed to
clarify the factors which played important roles in the pathophysiology of peritoneal
fibrosis and we believe that more research should be done with bradykinin receptor

agonists and antigonists to understand the multifactorial pathophysiology.

Key Words: Peritoneal fibrosis, bradykinin, B2 receptors
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1. GiRiS

Son evre bobrek hastaliklarda siklikla kullanilan peritoneal diyalizde rastlanilan en
onemli problemlerden biri de enkapsile peritoneal sklerozisdir (1). Enkapstle peritoneal
sklerozisin en karakteristik bulgularindan biri peritoneal inflamasyonu takiben gelisen
fibrozistir (2). Patofizyolojisi tam olarak ortaya konamamis olan bu progesin engellenmesine
yonelik arastirmalar halen devam etmektedir. Bu arastirmalar esnasinda siklikla kullanilan
modellerden biri de klorheksidin glukonat verilerek olusturulan enkapsiile peritoneal
sklerozis modelidir (6). Bu modelde periton diyalizinde meydana gelen sklerozisteki gibi
submezotelyal alan belirgin olarak kalinlasmakta ve bu alanda damar sayisinda, kollajen

birikiminde ve fibroblast sayisinda belirgin artis ile fibrozis gelismektedir (2).

Bradikinin ise vazodilatasyona neden olan, vaskiler permeabiliteyi artiran
inflamatuar bir hormondur (3). Bu hormon etkilerini bradikinin-1 (B1) ve bradikinin-2 (B2)
adi verilen reseptorler aracihigr ile farkh dokularda farkli sekillerde gosterirler (4).
Antifibrotik etki de bu farkli etkilerden biridir. Yapilan arastirmalarda fibrozis gelistirilmis
olan bobrek ve karaciger dokularinda bradikininin antifibrotik etkiler de gosterdigi

bildirilmistir (5,6,7,8).

Peritoneal kavitede kininler ve bradikinin etkileri Gzerine yapilmis bir takim
calismalar da bulunmaktadir. Bu arastirmalardan birinde bradikininin mezotelyal hiicrelerde
intraseliiler [Ca**1’u artirdigi ve bu etkisinin selektif B2 reseptdr antagonisti olan HOE-140 ile
inhibe edildigi gosterilmistir (1). Boylece periton lizerinde bradikinin reseptérlerinin var
oldugu ve bu reseptorler vasitasiyla peritoneal hiicrelerde bir takim etkilesimlere neden
olabilecegi ortaya cikarilmistir. Bu arastirmanin disinda peritoneal kavitede bradikinin
peritoneal diyaliz islemini hizlandirdigi (9), peritoneal inflamasyon gelisiminde rol oynadigi
ve permeabiliteyi artirdigi (10) ve bu etkilerini bradikininin B2 reseptoérler araciligi ile

peritoneal makrofajlari aktiflestirerek meydana getirdikleri gésterilmistir (11,12,13).

Bu tez calismasinda, klorheksidin glukonat verilerek olusturulmus enkapsiile
peritoneal skleroziste bradikininin baska dokularda oldugu gibi antifibrotik etki mi, yoksa

inflamatuar progesi artirarak fibrozisi artirici etki mi gdsterecegi arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.Periton Anatomisi ve Histolojisi

Periton viicuttaki en genis seroz membrandir. Yiizey alan1 2 m? olup cilt ile hemen
hemen aymi biiyiikliiktedir ve viseral organlar (viseral periton) ile abdominal kaviteyi
(paryetal periton) kaplar. Ikisinin arasindaki potansiyel boslukta ince bir tabaka halinde,
plazma ultrafiltrat1 olan ser6z sivi vardir (<100ml) (14). Paryetal kavitenin ser6z
membranlari plevral ve perikardiyal kavitede bulunan membranlar ile ayn1 embriyolojik

kokenden kaynaklanir.

Paryetal membran, mezenkimal kokenden gelen mezotelyal hiicrelerin olusturdugu
tek kat bir tabakadir ve submezotelyum tarafindan desteklenen, devamlilik gdsteren bir bazal
membranin iizerinde bulunur (15) ve tizerinde hiyaluronik asitten zengin glikoproteinden

olusmus bir film tabakasi vardir (glikokaliks) (16).

Submezotelyal tabaka farkl tiirlerde kollajen, glikoproteinler, glikozaminoglikanlar
ve proteoglikanlardan olusan matriksten meydana gelmistir. Vaskiiler yapilar ve lenfatikler
subserdzal alanda bulunur. Sivi difiizyon ve rezorpsiyonu mezotelyum ve submezotelyal
stromadan serbestge olur. Mezotelyal hiicreler bazal membrana gevsek sekilde

tutunmuglardir ve hafif bir travmada rahatliklar kopabilirler (17).

Periton, gastrointestinal sistemin, mesanenin normal fonksiyonlarini saglayan ve
kadin genital traktinda fallopiyan tiiplerin motilitesinde ve oositlerin yakalanmasinda énemli
bir rol oynayan peritoneal sivi ile yakin iligki halindedir. Peritoneal sivi abdominal kavite
icerisinde sirkiilasyon halindedir ve lenfatik sistem aracilig ile torasik kavitedeki plevral sivi
ve vaskiiler sistem ile devamlilik halindedir. Molekiiller transiidasyon, eksiidasyon veya
lenfatik sistem araciligi ile peritoneal kaviteye girebilir veya peritoneal kaviteden gikabilir.
Mezotelyal hiicreler, hacimleri yaklasik 25 ml olup, yassi, uzamis, skuamdz veya kiiboidal
goriiniimde olabilirler. Kiiboidal goriiniimdeki mezotelyal hiicreler daha ¢ok karaciger ve
dalak gibi parankimal organlara yakin mesafede, diyafram {izerinde ve lenfatik lakiinleri

kaplayan peritoneal kavitede bulunur (18-20)

Kiiboidal mezotelyal hiicreler hasarli veya uyarilmis mezotelyumda da goriilebilir.
Ultrastruktural g¢alismalar skuaméz ve kiiboidal mezotelyal hiicreler arasindaki belirgin

farklar1 ortaya koymuslardir. Skuamdz mezotelyal hiicrelerin organelleri santral yerlesimli



olup yuvarlak veya oval ¢ekirdeklere yakin mesafededirler. Az sayida mitokondrileri, az
gelismis Golgi cisimcigi ve seyrek graniillii endoplazmik retikulumlar1 vardir (21). Buna
karsin, kiiboidal mezotelyal hiicrelerin, lizerinde belirgin ¢ekirdekgikleri olan ¢ekirdekleri,
belirgin graniillii endoplazmik retikulumlari, Golgi cisimcikleri ve ¢ok sayida diizgiin
yiizeyli vezikiilleri vardir ve bu da dinamik biyosentez 6zelliklerini ve aktif transmembran
transport yaptiklarimi gosterir (22). Bu organellerden zengin hiicreler arasinda iletisim ag1
vardir ve goreceli olarak da daha yogun mikrovillus tabakalar1 bulunur (23). Bu hicrelerin
peritoneal kavitedeki sivi akisini saglayarak patojenik kontaminasyondan arindirdiklarina

inaniimaktadir (23).

Mezotelyal hiicrelerin luminal yizeylerinde ¢ok sayida mikrovilluslar bulunur ve
bunlar fonksiyonel mezotelyal yizeyi yaklasik 40 m2’ye kadar genisleterek, mezotelyal
hicreler ile peritoneal kavite arasindaki alisverisi artirir. Ancak bu mikrovilluslar labil
yapilardir ve her hiicre lzerinde bulunan mikrovillus sayisi farkl fizyolojik ve patolojik
durumlarda degiskenlik gosterir (24). Su ve serdz eksudayi tutarak, hicreler icin lubrikan

gibi davranir ve boylelikle hassas mezotelyal ylizeyi stirtinme hasarindan korur (15, 24-26).

Mezotelyal hicrelerin ayrica apikal ylizeylerinde komsu mikrovilluslardan bes kat
daha uzun olan silileri vardir. Sililer artmis detirozine ve asetile a-tlibllin iceren
mikrotibdillerden olusmustur. Golgi cisimcigi ve hiicre ¢ekirdegi arasinda yerlesmis tek
parental sentriolden uzanim gosterirler. Prolifere olan mezotelyal hiicrelerde mikrovilliisler
gozlenirken, sililer bulunmaz (27). Mezotelyal yizeydeki sililerin miktari artan hiicre
yogunlugu ile birlikte artar. Bu da mezotelyal hiicre polaritesinde ve hicreler arasi

adezyonda rol oynadigina isaret eder.

Dahasi transdiferansiye mezotelyal hicrelerde bulunan sililerin mezenkimal
hiicrelerdekine benzer sekilde matriks proteinlerinin sentezini yonettigi ve koordine ettigi
One surlalmustlr. Epiteloid morfolojisi olan mezotelyal hiicrelerde, sililer strfaktan
sekrasyonunu regiile edebilme yetenekleriyle mezotelyal ylizeyi korur; ve peritoneal hasar
veya peritonit esnasinda peritoneal kavite icerisindeki hiimoral maddeleri veya mikrobiyal

Uranleri taniyabilen hicre koruma sistemine katkida bulunabilir (27).

Tum peritoneal kavite, imminohimoral faktorlerin peritoneal sivi igerisinde
yayllmasindan dolayi sadece hasarli olan bolgede degil jeneralize bir cevap sergiler (28, 29).
Peritoneal hasar sonrasinda peritoneal sivi icerisinde plazmaya kiyasla ¢ok daha fazla

konsantrasyonda sitokin bulunur (29-31). Dahasi peritoneal sitokinler kan akimi ile



tamamen abzorbe olmazlar ve abzorbe olan miktar ise karaciger tarafindan yikilir ve
plazmada diliie olur (30). Ayni sitokinlere verilen peritoneal cevap plazmadakinden farklidir
ve bu da peritoneal cevabin bagimsizhgini gosterir (31). Bu sitokinlerin lokal etkileri
kiicimsenmemelidir ¢linkli periton ile beyin arasinda direkt noral iletisim ve bu iletisimi

etkileyen lokal inflamatuar medyatorler bulunmaktadir (32).

2.2. Peritonun Néral innervasyonu

Paryetal periton segmental olarak Ustte bulunan kaslara giden spinal sinirler ile
innerve olurlar (16). Bundan dolay diyafragmatik periton frenik ve interkostal sinirler ile,
geri kalan kisimlar ise o bolgeye denk gelen interkostal, lumbar ve obturator sinirler ile
innerve olur (33). Geleneksel olarak, agri lifleri kesin bir sekilde gosterilemediginden viseral
peritonun afferent siniri olmadigi dislintilmekteydi. Bundan dolayi, viseral agrinin viseral
diz kaslarin spazmina veya mezenterik katlantilarin Gzerindeki gerilime bagl oldugu

distnilmekteydi (16).

Son zamanlarda, afferent sinir uclarinda lokal sitokinlerin parakrin etkilerini ortaya
koyan ayri bir néro-immiino-hiimoral aks ortaya konuldu (34, 35). iki farkl tipte afferent ug
bulunmaktadir: vagal afferentler ve gastrointestinal sistemden santral sinir sistemine ileti
gotlren spinal afferentler (36). Vagal afferentler intramuskiler veya intraganglioniktirler.
Ote vyandan, spinal afferentler serozada, submukoza ve gastrointestinal sistem
mezenterinde vyerlesmislerdir. Barsak duvarina gelen sempatik ve parasempatik

efferentlerin yollarini takip ederler (36).

Sistemik aktivasyonun aksine, postoperatif streste ve acliktaki pertioneal yollarin
roli halen tam olarak anlasilamamistir. Her iki sistemin de etkisinin oldugu
distnilmektedir (37). Sigcanlarda, subdiyafragmatik vagotomi intraperitoneal olarak verilen
interlokin (IL)-1B etkilerini bloke ederek viicut isisindaki artisi engeller ve beyin ve plazma
katekolaminleri artisini azaltir (38, 39). Fleshner ve arkadaslari da, abdominal kaviteye
lipopolisakkarit verildikten sonra vagotominin ratlarin beyinde timor nekroz faktoriin
(TNF)-a mRNA ekspresyonunu azalttigini gostermislerdir (40). Bundan dolayr da
vagotominin intraperitoneal stimulusa verilen tepkiyi azalttigi, boylelikle vagusun cerrahi

strese verilen yanitta dnemli bir rol oynadigi distnilmustar (41).



Noro-immino-hiimoral aksin klinik ile ilgisi genis kapsamli ve ¢ok yonliidiir. Noro-
immino-himoral aksin aktiflesme derecesi cerrahinin biylkIGgi ve sliresine bagh oldugu
dislinilmektedir. Peritoneal hasar sonrasinda proinflamatuar sitokin kaskadi, vagusun
direkt etkisiyle birlikte postoperatif agri, halsizlik ve ileus ile yakindan alakaldir. Peritoneal
sitokinlerin seviyeleri postoperatif komplikasyonlar ve halsizlik ile direkt iliskilidir (42, 43,
44). Zargar-Shoshtari ve ark. (45) preoperatif tek doz deksametazon verilmesinin kolonik
cerrahi sonrasinda lokal peritoneal cevabin azaltilmasinda etkili oldugunu lokal sitokinlerin
konsantrasyonlarini dlcerek gostermislerdir. Bu cift kor, randomize calisma postoperatif
halsizligin, agrinin, bulanti ve kusmanin tedavi grubunda azaldigini géstermistir. Gozlenen
etkilerin lokal veya sistemik dizeylerde olup olmadigi net degildir ancak peritoneal
inflamatuar sitokinlerde gobzlenen azalmanin lokal cevabin major etken oldugunu

diuslindirmektedir.

intraperitoneal kaviteye verilen lokal anestezik ajanlarin néro-immiino-hiimoral aksi
bloke edip etmedigi de arastiriimaktadir. Bugline kadar, intraperitoneal lokal anesteziklerin
postoperatif agriyi azalttiklarina dair saglam kanitlar gosterilmistir, ancak lokal anestezikler
ile néro-immiino-hiimoral aktivasyonunun blokajinin diger faydalari pek gosterilememistir.
Barsak motilitesinin iyilestig§ine ve abdominal cerrahi sonrasinda metabolik cevabin
azaldigina dair bir takim klinik yayinlar bulunmaktadir (46-49). Rusya’dan bildirilen daha eski
bir literatlirde lokal anesteziklerle olusturulan blokajin adezyon olusumunu azaltabilecegi
bildirilmistir (50). Vagal néro-immuino-hiimoral aks blokajinin roliinin daha iyi ortaya

konulabilmesi icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.

2.3. Hasara Karsi Verilen Peritoneal immiin Cevap

Periton insan immiin sisteminin tamamlayici bir pargasidir. Peritoneal lenfoid doku
(peritoneum-associated lymphoid tissue (PALT)) ile dogal immiin mekanizma ve sindirim
sistemi lenfoid doku (gut-associated lymphoid tissue (GALT)) arasinda ilging bir iliski oldugu
aciktir (51). Periton enfeksiyonla 4 ana yoldan miicadele eder. Bunlar diyafragmatik pompa,

dogal immiin sistem, spesifik immin sistem ve hiimoral cevaptir.



2.3.1 Diyafragmatik Pompa

Peritoneal kavite igerisine enjekte edilen bakteri, enjeksiyondan 6 dakika sonra
lenfatiklerde, fagositlerin bile bolgeye ulasmasindan dnce, tespit edilebilir (52). Abzorpsiyon
diyafragmatik peritonda bulunan gozeneklerden olur. Bazal membranin bu bdlgede
olmayisindan dolayr bu goézenekler alttaki terminal lenfatik lakunalar ile direkt olarak
iliskilidir ve bunlar da diyafragmanin kas lifleriyle paralel olarak uzanarak ana torasik
lenfatiklere dokdlir (53). Ekshalasyon esnasinda diyafragmatik hareketler lakunalara hizli
dolusu saglarken inhalasyon esnasinda ise kontraksiyonlar lakuna igerigini efferent sisteme
dogru ilerletir ve tersine akim torasik lenfatiklerdeki valvler araciligi ile engellenir (53). Bu
proges bir takim faktorlerden etkilenir. Solunumu etkileyen genel anestezi veya abdominal
yara agrisi peritoneal kleransi azaltirken, pozitif basingli ventilasyon akimi hizlandirir (54,

55).

2.3.2. Dogal immiin Sistem
Kompleman

Major bir kontaminasyona karsi abdominal kavitedeki savunma, bakteri Griinleri ve
inflamasyon nedeniyle aktive olan C3a ve C5a ile tetiklenir. Bu da notrofillerin

kemotaksisini, bazofillerin ve mast hiicrelerinin yikimini stimile ederler.

Notrofiller

Peritonda genellikle 300/mm’den az hicre bulunur. Bu hiicrelerin arasinda
cogunlukla makrofajlar ile bir miktar deskuame mezotelyal hiicreler ve lenfositler bulunur.
Batin cerrahisi, kontaminasyon veya enfeksiyon nedeniyle noétrofillerin sayilari 3000
hicre/mm’nin zerine c¢ikabilir (56, 57). Interferon gamma (IFN-y) inflamatuar yanit
esnasinda infiltre olan l6kositlerin kontroliinde, kismen buradaki hucrelerin kemokin
sentezini reglle ederek rol oynuyor olabilir (58). Notrofillerin peritona migrasyonu adezyon
molekdllerine baglidir. Bu molekiller noétrofillerin damar duvarina baglanmalarindan ve
sonucunda da ekstravazasyonundan sorumludurlar (59, 60). Bu proges P-selektin’e (ve bir

ihtimal de L-selektin) bagl gerceklesmektedir. Ancak E-selektin’den bagimsizdir (59).



Peritoneal mezotelyal hiicrelerde ve mikrovilluslarda intraseliiler adezyon molekili-1
(ICAM-1), vaskiler hiicre adezyon molekilii-1 (VCAM-1) ve platelet endotelyal hiicre
adezyon molekili-1 (PCAM-1) bulunmaktadir. Bunlar inflamasyon sonrasi veya sitokin
stimilasyon sonrasi upregiile olurlar (ICAM-1 ekspresyonu stimiilasyondan 24 saat sonra
yaklasik 8 kat artar) ve l6kosit adezyonunda ve mezotelyumdan migrasyonunda rol oynadigi
tahmin edilmektedir. TNF-a ve C5a gibi sitokinlerce aktive olmus olan mezotelyal ve
peritoneal endotelyal hicreler tarafindan dretilen I6kotrien B4 (LTB4) ve IL-8 gibi
kemokinlerin de l6kosit toplanmasinda 6nemli bir roli vardir (61, 62). Mezotelyumda
kemotaktik gradien olusturulmasi hiicre trafiginin derecesini ve yonini tayin eden en

onemli faktordir (63).

Makrofajlar

Peritoneal makrofajlar kemotaksis ile bakterilere dogru cekilirler (64). IFN-y, IL-2 ve
IL-12 ile aktive olur ve Leishmania ve Candida gibi patojenlere karsi etkindirler (65). IFN-y
ayni zamanda makrofaj ve mezotelyal hiicrelerin yizeylerinde major histokompatibilite
kompleks (MHC) klas Il molekil ekspresyonunu da artirir. Bu molekdllerin antijen sunucu
fonksiyonlari vardir (66). Bu anlamda periton effektor hiicre fonksiyonunu artiran bir lenfoid

organ gibi gorev alir (65).

Mast Hiicreler

Peritoneal mast hiicrelerinin degranilasyonu ile vazoaktif maddeler (bunlar da
vaskiiler permeabiliteyi artirirlar), komplemanlar ve bakteri dis ylzeyini kaplayip fagositoza

hazirlayan opsinler salinir.

Monositler

Tek kat endotelyal tabakadan monosit migrasyonu daha ¢ok notrofil
transmigrasyonu seklinde olur ancak bu daha cok ge¢ donemde gergeklesir (24 saat

icerisinde).



2.3.3. Spesifik immiin Sistem
T Hiicreleri

Spesifik immiin sistemin peritoneal etkileri T-hicre lenfopoezis’in ilk asamalarina
kadar izlenebilmektedir (67). Eriskin insan peritonu, T-lenfositlerinin timustan bagimsiz
diferansiyasyonu saglayacak bir ortam saglamaktadir (68). Bu T hiicreler, timusta degisiklige
ugramis T hiicrelerinden farkli 6zelliklere sahiptirler ve bu hiicreler mezotelyal hicreler
Gzerinde bulunan VCAM-1 molekdlleriyle ligand adezyonu yaparak periton icine go¢ ederler

(69).

T hicreleri sekresyon paternlerine gore yardimci T hiicre alt gruplarina kategorize
olur. IL-2 , IFN-y ve TNF-a salgilayanlar Thl olarak adlandirilir ve hiicresel immiiniteyi
yonetir. Diger interlokinleri (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, and IL-13) salgilayan T hiicreler ise
Th2 olarak adlandirilir ve hiimoral immiin cevabi regiile ederler. Sonug olarak, Thl ve Th2
hicreleri birbirlerinden farkli effektor fonksiyonlari yonetirler ve bazilarinin inhibitor
etkileriyle inflamasyon ile anti-inflamasyon arasinda denge olusturulur (70). Sipresyon
aktivite ihtiyaci ve iyi bir denge kommensal enterik bakterilere olan ihtiyac icin gerekirken

ayni zamanda patojenik suslara karsi direng¢ de olmalidir (71).

Abdominal sepsis olusturulan murine modelinde yapilan g¢alismalarda farelerin
ctkan kolonlarina ucu acik stent yerlestirilip bakteriyel floranin peritoneal kavite icerisine
transmigrasyonu saglanmis ve boylece endotoksemi olusturulmus (72). Stpresif aktivitenin
enterik bakterilere karsi Th hiicrelerinin cevabini kontrol ettigi gosterilmis (73). Spesifik T-
hicre alt tiplerinin (CD4+) ortadan kaldirilmasinin farelerin sag kalimlarini %25’ten %75’e
citkarmis ve bariz lokal bakteriyel klirens iyilesmis (74). Bu azalmis peritoneal T hicre
cevabinin diger organ kompartmanlarina kiyasla peritoneal sepsisin asiri sekilde ortaya

¢tkmasiyla iliskili oldugu dustnilmds.

B Hiicreleri

insan fetal omentumunda, pre-B hiicre énciileri gestasyonun 8. ve 23. haftalari
arasinda bulunuyor olmasi bu B hiicrelerinin transituar gelisimini destekler. B hiicreleri
eriskin peritonundaki lenfositlerin ¢ok kiiciik bir kismini olusturur (<5%). insan B lenfositleri

en az Ug farkh B-lenfosit alt grubundan olusur: (1) Bla hiicreleri omentumdaki dnciilerden



koken alirlar ve dogal olarak kendilerini yenilerler; (2) B1lb hiicrelerinin 6nculeri splanknik
alanda ve kemik iliginde bulunur ve (3) B2 hiicreleri fetal karacigerinde ortaya ¢ikar ve

eriskinlerde kemiklerdeki 6nctilerce yenilenirler (75).

Peritonda ve dalakta esit sayida Bla hiicresi bulunmaktadir ancak bu hiicreler dalak
B hicrelerinin oldukga kii¢lk bir bolimini olusturur. Dalak ve periton arasinda az miktarda
degisim gozlenmis ancak splenektomi peritoneal B1 hiicrelerinin sayi ve gesitliligini ciddi
sekilde diisirmektedir (76). B2 hicreler dolasimdan peritona iki yolla gecer. Direkt yolda
spesifik integrinler (a4B1) B2 hiicrelerinin peritoneal kaviteye ge¢mesini ve orada
retansiyonunu saglar. ikinci yol ise omental milky spotlar araciligi ile gerceklesir ve farkli bir
integrin (a4B7) grubunu icerir. Omentumun cerrahi olarak rezeksiyonu dolasimdan peritona
migrasyonunu %40 oraninda azaltirken ilging bir sekilde bu kompartmandan B hiicre gikisini

engellemez (77).

Geleneksel olarak peritoneal B hiicrelerin agirhkh olarak immiinglobulin (Ig) M
salgiladiklari dustnldlmektedir (78). Yeni yapilan arastirmalarda Ozellesmis CD8+ T
hicrelerin normal insan peritonunda yogun olarak bulundugunu ve bunlarin daha az
sitolitik aktivite gosterdikleri ve IgG ve IgA sentezi icin yardimci B hiicre fonksiyonlari

gosterdikleri tespit edilmistir (70).

Dogal Katil Hiicreler

Dogal katil (NK) hdicreler, viral olarak enfekte olan veya tumoéral hicreleri
ekstraseliiler olarak apoptozise ve programli hiicre 6limiine sokarak yok edebilen buyik
graniiler lenfositlerdir (79). Bu hicreler peritonda da bulunurlar ve sayilari sitokin

stimilasyonu ile artabilir (80).

Apse Formasyonu

Peritoneal kavitedeki apse formasyonu, peritoneal inflamasyon sirasinda salgilanan
vazoaktif ve prokoagiilan maddelerin aktivitesi sonucunda ortaya cikan fibrinin bir
sonucudur. Normal fibrinolitik yollar peritonit esnasinda sliprese olur ve sonucta ortaya
citkan fibrin pihtilari bakterileri hapseder ve ortasinda likefaksiyona ugramis merkezi

cekirdek meydana gelir. Eksternal kismi ise fagositlerle cevrelenerek gliclendirilir ve klasik



apse formasyonu ortaya cikar (81). Bu proges peritoneal sepsisin yayilmasini engeller ancak

apse bir kez olustuktan sonra genellikle ancak drenaj sonrasi yok olur.

2.3.4. Hiimoral Cevap

Mezotelyal hiicreler ve lokal peritoneal imminhicreler peritoneal hasara bir takim
medyatorler salgilayarak cevap verirler. Bu lokal cevap lokal ve sistemik inflamatuar ve
onarim progeslerinden sorumludur ve bu progesler de hasara yaniti ve klinik uygulamalarini

tanimlar (42).

Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) peritoneal damarlarin endotelyumunda endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) araciligi ile Uretilen bir gazdir. eNOS olmadiginda NO uretimi olmaz ve bu da
inflamasyonun vaskiiler etkilerine yol acar (vazokonstriksiyon, diiz kas hiicre proliferasyonu
ve koagllasyon elemanlarinin aktivasyonu) (82). Sitokinler ve lipopolisakkarit (LPS) gibi
bakteriyel Urlnlerin eNOS seviyesini azalttigl bilinmektedir (82, 83). NO ayni zamanda
enterik sinir sisteminde bulunan yapisal nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesi ile olusturulur ve
intestinal motilite regiilasyonunda ana inhibitdr nérotransmitterdir (84). iINOS ekspresyonu,

cerrahi esnasinda intestinal manipilasyon nedeniyle artar (84).

Kemokinler (Interldkin-8 ve Lokotrien-B4)

Mezotelyal hiicrelerin C5a ve TNF-a ile stimiilasyonu sonucu 6énemli miktarda IL-8
ve LTB4 salgilanmaktadir ve bu ikisi nétrofillerin transmigrasyonunu yonetir (62). IL-8 biiyiik
ihtimalle abdominal cerrahide rezeksiyon anastomoz alaninda énemli bir rol oynamaktadir.
insan calismalari rektal cerrahi uygulanan hastalarin anastomoz alanlarinda IL-8 seviyesinin
koloni cerrahisi uygulananlardakilerden ¢ok daha yiiksek oldugunu goéstermistir (42). Bunun
anastomoz kacgaklarinin ve lokal niiks oranlarinin daha yiksek olmasiyla bir alakasi olup
olmadigi kesin degildir. interlokin-8 timdr gelisimiyle iliskilidir, reseptorlerine baglandiktan

sonra kolon kanserinde tiimor hiicre gelisimini artirir (85).



Monosit Kemo-Atraktan Protein-1 (MCP-1)

MCP-1 cerrahiye yanit olarak peritoneal hiicreler tarafindan uretilir ve isminden de
anlasilacagi gibi bir monosit kemotaktik faktordiir. ilging olarak sepsis ile stimiilasyonuna
cevap olarak peritonun MCP-1 iretme kapasitesi peritonitli hastalarda blylik olclide
azalmistir (31). MCP-1'in gecici olarak Gretiminin artisi kemokin sentezini azaltan endojen
inhibitorlerin salgilanmasina baglanabilir. Ancak, peritonitli hastalarin kanlarinda MCP-1
Uretimi azalmaz. Bu da inflame dokulara aktive olmus I6kositlerin migrasyonunu sinirlar ve
peritoneal kavitede kemotaktik gradienti azaltir ve hatta tersine cevirir (31). Bu

kompartmanlasmanin dnemi bilinmemektedir.

Sitokinler

Peritoneal hasardan sonra sirali, yiksek konsantrasyonlu peritoneal sitokin cevap
ortaya cikar (30). Bu sitokinler akut faz cevaplarinda 6nemli rol oynar ve lretim miktarlari

cerrahinin siresi ve siddetine bagh olarak artar (42).

Tumor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

TNF-a hasardan sonra peritonda uretilen ilk sitokinlerden biridir. Yari émri 20
dakikadan az olsa da, TNF-a seviyesindeki az bir artis metabolik degisikliklere yol agmaya ve
distalde sitokin kaskadini baslatmaya yeterlidir (86). Literatirde, septik hastalarda plazma
TNF-a seviyesindeki artisin yikici etkileri, bu sitokine karsi yapilan pasif imminizasyonla
letalitenin distUgl gosterilerek ispatlanmistir (87). Ancak peritonit sirasinda abdominal
kavitedeki TNF-a’nin lokal Uretiminin koruyucu etkileri olabilir. Anti- TNF-o’nin CASP
farelerinde subletal durumu letal duruma gevirdigi gériilmustir. Dahasi, rekombinant TNF-a

ile tedavinin ayni modelde ratlari korudugu bildirilmistir (88).

Yapilan calismalarda majér abdominal cerrahi uygulanan insanlarda takiplerinde
kayda deger bir postoperatif durum olmazsa TNF-a seviyelerinin azaldigl ancak postoperatif
komplikasyonu olan hastalarin hepsinde komplikasyonun gelisimine paralel peritoneal TNF-
o seviyeleri arttig1 gosterilmistir (89). Buna dayanarak peritoneal TNF-a seviyesinin aralikli
olarak olclilmesinin, postoperatif komplikasyon ortaya cikacak hastalarin erken tespit

edilmesinde faydasi olabilecegi distintlmektedir. TNF-a’nin ayni zamanda hiicre kiltlriinde



vaskiiler endotelyal biyime faktérind (VEGF) artirmak gibi bir takim anjiojenik 6zellikleri

vardir (90).

interl6kin-1

IL-1in bilinen iki tdrd vardir: IL-1 a ve IL-1B. IL-1a agirhkli olarak hicre
membranlarinda bulunur, IL-1B ise daha ¢ok dolasimda bulunur ve TNF-a’nin fiyolojik ve
metabolik etkilerine benzer etkiler sergilerler (86). Aslinda, IL-1B TNF-a’dan hemen sonra
Uretilir ve salinir. Peritoneal makrofajlar IL-1B'nin kaynagidir, buradan akcigere plazma veya
direkt transtidasyon yoluyla ulasarak bu boélgede hasar mekanizmalarinda spesifik rol oynar.
Bundan dolayr akut pankreatite bagl akciger hasarinda 6nemli rol oynar. IL-1B ayni
zamanda in vivo ve in vitro olarak timor growth faktor'in (TGF-B) artmasini saglayarak

ciddi fibrojenik (ve ayni zamanda anjiojenik) 6zellikler gosterir (90).

insan mezotelyumun IL-1B veya TNF-a ile deneysel tedavisinde, zaman ve doza
bagimli olarak hiicre morfolojisinde hizli degisiklik ve bariyer bitinligiinde bozulma
gozlenmistir. Bu fenomen inflamatuar ve noeplastik peritoneal hastalik progeslerinin

baslangicinda ve progresyonunda kritik rol oynuyor olabilir (91).

interl6kin-6

IL-1B artisini daha belirgin IL-6 cevabi izler — IL-1B'nin IL-6"yi1 indiikledigini gosteren
tutarl bir zaman gizelgesi vardir (92). IL-6’nin hasar sonrasi akut faz cevabinda major bir
medyatér oldugu dislinlilmektedir. Diger sitokinlerle karsilastirildiginda, IL-6
konsantrasyonu hastalarin dolasiminda en istikrarl bir sekilde artan sitokin oldugu
bildirilmistir, ve dizeyleri doku hasarinin bilyiikligiine orantili olarak artmaktadir (86). IL-
6’yl Ureten temel hiicreler peritoneal kapillerlerdeki endotelyal hiicrelerdir. Peritoneal IL-6
Uretimi cerrahinin ilk saatinde olur ve 4 saat sonra belirgin olarak artar ve 6 saat sonra da
serumda belirgin artisi tespit edilebilir hale gelir, ve 10 giin boyunca da serumda kalmaya
devam eder (86). Postoperatif erken donemde, asiri derecede artan IL-6 seviyesinden 12 ile
48 saat sonra major komplikasyonlari klinik olarak ortaya ¢ikar ve TNF-a’ya benzer sekilde

lokal ve/veya plazmada IL-6 seviyesinin rutin olarak &lciilmesi postoperatif siki takip



gereken hastalarin tespitinde 6nemli bir rol oynayabilir (89, 92). Deneysel hayvan
calismalarinda, sistemik olarak verilen IL-6'nin, kolonik anastomozun iyilesmesinde direkt

olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir (93).

interl6kin-10

IL-10°un proinflamatuar sitokinlerin bir kisminin Uretimini inhibe edebildigi ve
imminkompetan hicrelerin fonksiyonel 0Ozelliklerini azaltabildigi disinilmektedir. Bu
inflamatuar procesin dengede kalmasini saglar. Anti IL-10 tedavisi peritonit olusturulmus bir
modelde mortaliteyi arttirmaktadir (94). intraperitoneal IL-10 seviyesinin rektum
cerrahisinden sonra major komplikasyonlarin klinik gelisimleriyle birlikte arttig

gosterilmistir (89).

Antiinflamatuar proges IL-10'un bu etkilerinin yani sira mezotelyal hiicrelerin
glukokortikoid reseptérlerinden ve endojen TNF-a/IL-1 antagonistlerinden de

etkilenmektedir (90).

Biiyiime Faktorleri

Fasyal/peritoneal hasarinin tamiri birka¢ koordineli fazdan olusur. TGF-a, TGF-B gibi
biylime faktorlerinin ve platelet bliylime faktériniin (PDGF) normal peritoneal iyilesmede
onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (95). Mezotelyal hiicreler normal homeostazda sinirli
bir hizda prolifere olurlar (herhangi bir anda mezotelyal hiicrelerin %0.5’inden azi). Periton
hasari oldugunda (6rnegin cerrahi esnasinda), bélgedeki mezotelyal hiicrelerin ¢ogunlugu
dokiliir. Buna yanit olarak da hicrelerin %30’u ile 60’1 arasinda degisen kismi, bliyime

faktorleri ile stimile olarak mitoza ugrar (96).

Hasardan sonra bliyime faktorleri, TGF-B ve IL-10'un bazal mRNA seviyelerini
onemli seviyelerde artirirlar ve peritoneal fibroblastlar izerinde mitojenik etki gosterirler
(97). Bunlarin etkisiyle interstisyel kollajen birikimi ve adezyon formasyonu meydana gelir
(98). Peritoneal adezyonlar organlar arasinda veya organlar ve karin duvari arasinda

olusmus makroskopik fibroz bantlardir. Viseral periton lezyonlarindan sonra adezyon



olusma ihtimali paryetal periton lezyonlarindan sonra olusmasindan daha fazladir (99).
Mikroskopik olarak bu bantlar remodellinge ugrayan dinamik yapilardir. Adezyonlar total
kollajen icerikleri arttiginda ve kollajen tip I/1ll orani daha yiksek oldugunda daha yogun
goriandrler ve hipoksiyle daha da artar (100). Eski olgunlasmis adezyonlar hiicre agisindan
zengindirler, mononiikleer hiicre, fibroblast ve vaskiler endotelyal hicre infiltratlari
icerirler (101). Yeni adezyonlardan daha az kollajen ve goreceli olarak daha fazla adipoz

dokuya sahiptirler (102).
Koagiilasyon Kaskadi

insan peritonunda koagiilasyon kaskadinin ®nemi biyiikk oranda fibrinolitik
aktivitesine baglidir, adezyonlari olusturan fibrin6z birikimlerin lizisi icin 6nemlidir (113).
Fibrinolizis makrofajlar ve mezotelyal hiicrelerden Uretilen plazmin adli enzimle meydana
gelir (104). Plazmin, inaktif substrat olan plazminojenden, doku plazminojen aktivatori
(tPA) ve Urokinaz plazminojen aktivatéri (uPA) araciligl ile Gretilir. Buna karsilik da tPA,

plazminojen aktivator inhibitori-1 (PAI-1) tarafindan dengenin olusturulmasi i¢in inhibe

edilir.

Hasarsiz mezotelyal hiicrelerin fibrinolitik aktiviteleri cerrahi sonrasi adezyonlarin
onlenmesinde énemli olabilir (105). Eger yetersiz fibrinolitik aktivite olursa, fibrin matriksin
organizasyonu ve adipoz dokunun yerini alan ekstraseliiler matriks ve hiicresel ve vaskiiler
gelisme adezyona yol acar (96, 106). inflame veya hasarli peritonda fibrinolitik aktivite
normal dokudan 6nemli 6lglide daha azdir. TNF-a ile stimiile olan mezotelyal ve endotelyal
hicrelerinden {retimi artan PAI-1'in azalan fibrinolitik aktiviteden kismen sorumlu oldugu
dustntlmektedir (107). Ancak, deneysel calismalar peritoneal sivida plazmadakinden daha
ylksek intraoperatif tPA dizeyleri oldugunu ancak PAI-1 ve uPA seviyelerinin benzer
seviyelerde oldugunu gostermistir ve bu da spesifik lokal yanitin oldugunu

dusiindirmektedir (108).

insanlarda ve hayvanlarda yapilmis olan arastirmalarda adezyon regiilasyonunda
peritoneal fibrinolitik sistemin &nemi gosterilmistir. insanlarda hem azalmis postoperatif
tPA aktivitesi hem de artmis PAI-1 seviyesi peritoneal kavitede gosterilmistir ve
adezyonlarla paralellik géstermistir (109, 110). Hayvan modellerinde intraperitoneal olarak
verilen aktif tPA’'nin postoperatif peritoneal fibrinolitik aktiviteyi arttirdigi ve PAI-1’in

spesifik bir antikor ile bloke edilmesinin adezyon formasyonunu azalttigi yapilan



calismalarda gozlenmistir (111, 112). Dahasi tPA geninden arindiriimis farelerde batin
operasyonlarindan sonra kontrol gruplarina kiyasla daha fazla adezyon olusmaktadir (113).
Benzer sekilde periton hasari sonrasinda ratlarda insan tPA geni kodlayan adenoviruslarin
verilmesinin PAI-1, TIMP-1, TGF-B1 ve fibrinojen seviyelerini anlamh olarak azalttig

gbzlemlenmistir (114).

Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMPler) ekstraselliler matriksin  yeniden
yapilanmasindan sorumlu olan primer enzimlerdir. MMPler ekstraselliler matriks (ECM)’in
tim komponentlerini yikabilen, ¢ok siki kontrol edilen, g¢inko bagiml 28 (iyesi olan bir
endopeptidaz ailesidir. Zimojen formunda salgilanirlar ve aktivasyonlari icin propeptidin bir
kisminin klivaji gerekir. MMPler, doku metalloproteinaz inhibitori (TIMP) adi verilen 4
spesifik inhibitor tarafindan inhibe edilir (TIMP1-4). TIMPler ile aktive olmus olan MMPler
arasindaki denge, toplamdaki MMP aktivitesini tanimlar. Normal dokularda MMP
ekspresyonu minimaldir. Ancak inflamatuar durumlarda meydana gelen doku onarimlarinda
oldugu gibi asiri derecede yeniden bicimlenme olursa, MMP ekspresyonu belirgin artar

(115).

2.4. Hasar Sonrasi Peritonda Meydana Gelen Degisiklikler

Mezotelyal hiicreler normal hemostazda belli bir hizda prolifere olurlar (herhangi
bir anda sadece mezotelyal hiicrelerin %0.16 ile %0.5’i mitoz halindedir). Bu oran periton
hasari ile birlikte %30-60’a kadar yikselir ve genellikle de artan biylime faktoérleri ve
sitokinlerden kaynaklanir (116). Periton hasari ister cerrahi, inflamatuar veya iskemik
kokenli olsun, hasar géren mezotelyal hiicrelerin deskuame olmalarina ve g¢iplak bir alan
kalmasina neden olurlar. Sonucta seroanjitz eksuda meydana gelir ve mezotelyal hiicrelerin
blylime cevabi vermelerine neden olur (117). Bu bolgedeki yerlesik hiicreler, hasar gormus
mezotelyal hicreler ve yeni gelen inflamatuar hiicreler, vaskiiler permeabilitenin artmasina
ve polimorfonileer (PMN) granilositlerin, monositlerin ve l6kositlerin inflamasyon

bblgesine migrasyonuna yol acan hiicresel medyatorler Uretirler. Akut faz cevabinda rol



oynayan bu medyatorler arasinda kemoatraktanlar (IL-8, MCP-1), sitokinler (TNF-a, IL-1B ve
IL-6) ve blylume faktoérleri (TGF-B, IGF-1 and PDGF) bulunur. Hasarli alanda ilk beliren
hicreler PMN hiicrelerdir ve hasarli alanda 1-2 giin kalrrlar. Bunlari monositler takip
ederler, makrofajlara doniserek yarali alana tutunurlar. Ayrica hiicresel medyatorlerin
artmis Uretimiyle, makrofajlarin ve mezotelyal hicrelerin doku faktor (TF) ekspresyonlari
artar. Bu da koagiilasyon kaskadinin ekstrensek yolaginin aktivasyonuna ve sonucunda da
gecici fibrindz matriks olusumuna yol agar. Fibrin matriks sonug¢ta organize olur ve
fibroblastlar, makrofajlar ve dev hiicreler iceren bir dokuya dondisirler. Bu hasarli iki
peritoneal ylizeyi bir araya getirerek fibrin bantlar olusturur ve normal sartlar altinda

fibrinolizis ile daha kiiglik yapilar olan fibrin yikim Griinlerine pargalanirlar.

Fibrinolizis procesi, makrofajlar ve peritoneal kaviteyi saran mezotelyal hiicreler
tarafindan Uretilen plazmin isimli enzim tarafidan yurGtalir (118). Plazmin, inaktif substrat
plazminojenden doku tipi plazminojen aktivator (tPA) ve Urokinaz benzeri plazminojen
aktivator tarafindan olusturulur. Buna karsilik tPA, PAI-1 ile dengenin korunabilmesi icin
inhibe edilir. Abdominal kavitede, tPA plazminojen donisimiiniin %95’inden sorumludur
(119). Ancak, intra-abdominal cerrahi tPA ve PAI-1 arasindaki dengeyi bozar ve fibrinolitik
aktivitenin azalmasina, fibrin eksudanin artmasina ve sonug¢ta adezyon formasyonunun

artmasina neden olur (120).

Periton hafifce hasarlandiginda ve mezotelyal hicrelerin ¢ogunlugu intakt
oldugunda, fibrinogenez ve fibrinolizis arasinda dinamik bir denge olacak ve adezyon
olmaksizin olusacak iyilesme meydana gelecektir. Operasyon esnasinda daha siddetli bir
travma oldugunda, mezotelyal bitinligin bozulmasi alttaki bag dokusunu ortaya ¢ikaracak
ve normal fibrinolitik aktivite travma sonrasinda en az 48 saat icerisinde sona erecektir
(121). Fibrindz adezyonlar ¢ogalan fibroblastlar ve endotelyal hiicrelere bagh olarak
organize olacak, sitokinler ve blylime faktorleri ile stimiile edilen kapiller formasyonun ve
kollajenin de eklenmesiyle fibréz adezyonlar meydana gelecektir (4 ile 10. glinler arasinda)
(121). Ancak, kiigclik veya siddetli travmalarda, re-epitelizasyon travma sonrasinda 5 ile 8.

giinler arasinda tamamlanir.

Periton su sekilde iyilesir: Periton travmatize olduktan 4-7 giin sonra, peritoneal
ylzeyde baskin hiicreler mezotelyal hiicrelerdir ve bu hiicreler yara tabani boyunca
prolifere olarak hiicre adaciklari meydana getirirler. Bu adalarin olusmasindan dolayi,

peritoneal ylizeyde meydana gelen genis hasarlar daha ufak alanlarda olusan hasarlar ile



ayni sirede iyilesirler. Peritoneal hasarin, yara tabaninda damarlarin yetersiz oranda
gelisiminden dolayi veya yeterli oranda gelisse bile yetersiz kan akimi olacagindan dolayi

iskemiye yol acacagi one suriilmektedir (17).

iskeminin fibrinolitik aktiviteyi azaltacagi ve bundan dolayi da fibrin bandlarin kalici
olacagina inanilmaktadir. ilk kez Porter ve ark. insan peritonunda plazminojen aktivatér
aktivitesini ortaya koymuslardir daha sonra arastirmalarini mezotelyumda plazminojen
aktive edici etkisi Gzerinde odaklamislardir (122). Fibrinolitik aktivite hem insanlarda hem
de hayvan modellerde peritoneal sivi igerisinde tespit edilmistir. PAI aktivitesi insan
peritoneal hicrelerinde saptanmistir (119). Inflame peritoneal dokuda peritoneal
plazminojen aktivatorlerin aktivitesi 6nemli oranda azalmistir. Bunun nedeni kismen PAI
konsantrasyonunun artmasidir ve sonucunda da fibrinolitik kapasite azalmasina yol acarak

adezyon formasyonunu ortaya ¢ikar.

Plazmin, PA ve PAI'nin yani sira, TGF-B, MMP ve sitokinler gibi baska bir takim
faktorler de birbirlerini etkileyerek peritoneal iyilesmede rol oynar. TGF-B, plateletler,
makrofajlar ve yara sivisinda bulunur ve yaralanmanin inflamatuar yanitin akut fazinda
plazmin tarafindan aktive edilir. Kollajen ve fibronektinin fibroblastik Gretiminin stimile
edilmesi ile ekstraseliiler matriks yapiminda ve ayni zamanda doku fibrozisinde de rol

oynar. TGF-B’nin overekspresyonu artmis adezyon formasyonu ile iliskilidir (123).

Matriks metalloproteinazlar ve inhibitorleri (MMP doku inhibitorleri, TIMP) paryetal
peritonda ve bazi intraperitoneal organlarda bulunur. Ozellikle de mezotelyal hiicreler ve
bolgeye gelen PMN’ler bu enzimleri salgilar. Plazmin tarafindan aktive edilen MMP’ler
hasarli ECM’nin tim bilesenlerini yikma kapasitesine sahiptir ve boylece yara iyilesmesi
procesine katkida bulunurlar. Ancak, hasardan dolayi MMP ve TIMP arasindaki denge

degisir ve adezyon formasyonuna yol agan bir baska faktor haline gelir.

Daha 6nceden de belirtildigi gibi, travma yanit olan peritondaki akut inflamasyonun
bir sonucu olarak, kemotaktik mekanizmalar ile esas olarak makrofajlardan olusan bir hiicre
gocl meydana gelir. Bu makrofajlar plazmin ile aktiflenerek, yara iyilesmesinde onemli
faktorler olan IL-1 ve TNF-a’y1 Gretirler (124). IL-1 sonugta IL-6'nin ekspresyonunu artirir ve
TNF-a ile birlikte fibrinolitik sisteme etki ederler ve tPA aktivitesini azaltirlar (125). Boylece
tPA/PAI arasinda dengesizlige yol acarak daha az fibrinolitik aktiviteye neden olur ve

sonugta da adezyon gelisiminde rol oynar.



Ozetlenecek olursa, periton abdominal kavite icerisindekileri koruyucu etkisi olan

bir organ gibi degerlendirilmelidir.

Peritoneal sivinin Uretilmesini ve molekil alisverisine olanak saglayarak hemostazi
saglar ve boylece intra-abdominal organlarin fonksiyonlarinin diizgiin islemesi igin uygun
ortam saglar. Cerrahi veya inflamatuar bir procese bagh olarak travmatize oldugunda,
peritonun hasarli alaninda rejenerasyon amacli bir seri yanit ortaya ¢ikar. inflamatuar
hicrelerin gelmesine ve ayni zamanda mezotelyal hiicrelerin aktive olmasina neden olan
primer inflamatuar reaksiyon meydana gelir ve sonugta bu da fibrindz eksuda olusturur.
Travmanin siddetine gore, fibrinolizise bagli olarak bu eksuda gecicidir veya fibroblastlarin
kalici hale gelmelerine bagli olarak daha yogun bir hal alarak fibrin6z adezyonlara yol acar.
Bu alana gelen hiicreler ve hali hazirda bulunan yerlesik hiicreler tarafindan salgilanan
sitokinler ve proteinazlar da rejenerasyon procgesinde rol oynar. Plazmin ile inhibitorleri ve
indikleyicileri asil duizenleyici rolt oynarlar. Esas olarak tPA/PAI orani fibrinolizis miktarinda

ve dolayisiyla da adezyon formasyonunda etkili olur.

Sonug olarak, hasarin orani hasara verilen inflamatuar yanitin miktari ve yayginhigini
etkileyen faktordiir, inflamatuar reaksiyon da sonucgta adezyon olusumunun yayginligini

etkiler. Bu intraabdominal cerrahi sirasinda dikkat edilmesi gereken 6nemli bir unsurdur.

2.5. Devamli Yapilan Periton Diyalizinde Peritoneal Hasar

Devamli yapilan periton diyalizi peritoneal fibrozise yol acan bir baska klinik
durumdur. Periton diyaliz hastalarinda, peritoneal membran ultrafiltrasyon diflizyonun
gerceklestigi gecirgen bir bariyer gorevi goriir. Ancak, diyaliz sollisyonlarina uzun sireli
maruziyet, slrekli artis gosteren fibrozise ve sonunda da ultrafiltrasyonun meydana
gelememesine neden olur (126). Ancak, fibrozis peritoneal membranda meydana gelen tek
yapisal degisiklik degildir; fibrozise paralel olarak, peritonda submezotelyal kollajen birikimi
ve mezotelyal hiicrelerde kayip meydana gelir ve progresif olarak kapiler damar sayisi artar
(anjiogenez) ve vaskilopati meydana gelir (127). Peritoneal inflamasyonu takiben gelisen bu
fibrozis, enkapstle peritoneal sklerozisin (EPS) en karakteristik bulgularindan biridir (6).
inflamatuar progeste mezotelyal hiicreler graniilositlerden, makrofajlardan ve endotelyal

hicrelerden salgilanan medyatorler ile stimile olurlar (128). Bu yapisal ve fonksiyonel



degisikliklerde TGF-B, interlokinler, tPA, PAI-1 ve MMP’lerin rolleri klorheksidin glukonat ile

meydana getirilen peritoneal fibrozis modellerinde gosterilmistir (113, 129).

EPS’nin klinik olarak genellikle sessiz ve yavas bir bicimde intermittan veya kismi
barsak tikanikliklari ve degisik derecelerde sindirim sistemi yetmezligine neden olur (130).
Major semptomlari bulanti, kusma ve karinda distansiyon ve agri ile diyare, konstipasyon,
ates, anoreksiya, halsizlik, kilo kaybi ve malnitrisyondur (131). Peritoneal adezyonlarin
bulgulari arasinda asit, kanh diyalizat, karin agrisi ve palpabl abdominal kitle vardir (130). Bu
bulgular ince barsak tikanikligi ile uyumlu olsa da tanisal degildir. Dlz grafilerde ve ultrason
goriantilemelerinde dilate barsak segmentleri ve hava-sivi seviyeleri tani icin destekleyicidir
ancak tomografi en kesin taniya yaklasim metodur. Tomografide kalinlasmis periton ve ince
barsak duvarlari, aderan barsak luplari ve lokile sivi koleksiyonlari ile barsak tikanikhgi
gorintilenebilir (132). Kesin tani peritonun patolojik gorintlstnin laparotomi veya
laparoskopi ile ortaya konulmasi ve peritoneal biyopsi ile konulur (131). Yapilan klinik
arastirmalarda EPS prevalansinin uzun yillar boyunca periton diyalizi kullanan son evre renal
hastaligl olan hastalarda, hemodiyalize gecen hastalarda ve trasplantasyon yapilmis olan
hastalarda arttig1 gosterilmistir (133, 134). Posttransplant erken evrede hizla EPS gelistigini
bildiren seriler nedeniyle hastaligin baslamasinda ve progresyonunda inflamasyonun ve
immdn sistemin roll sorgulanmaya baslanmistir (134). Daha 6nce gecirilmis olan bakteriyel
peritonit ve konsantre dekstroz, icodekstrin gibi diyalizat soltisyonlarinin icerdigi maddeler

ve dezenfektanlarin da rol oynadig bildirilmistir (133, 135).

Transgenik fareler (izerinde yapilan arastirmalarda, fibroblast-spesifik protein
kontroli altindaki herpes simplex virus-timidin kinaz ekspresyonu olan fibroblastlar,
fibroblastlarin ve sitokinlerin, monosit kemoatraktan protein-1, heat shock protein-47 (HSP-
47) ve vaskiler endotelyal blylime faktoriinin EPS gelisiminde 6nemli rol oynadigini

gostermistir (136).

inflamasyondan fibrozise geciste anahtar medyatérler olan MMP’ler klorheksidin
glukonat sican modellerinde arastirilmistir ve peritoneal hasarla birlikte aktive olduklari
gosterilmistir (137). Klorheksidin glukonat verilen sicanlarda MMP-2 inhibisyonu ve
metalloproteinaz doku inhibitorlerinin submezotelyal kalinlasmayi, tip 1 kollajen, TGF-B ve
a-SMA’yi1 (alpha-smooth muscle actin) azalttigl gosterilmistir (138). Bir baska arastirmada
ise klorheksidin kullanilarak yapilmis olan EPS modelinde, hepatosit bliyiime faktori

Uretmek tzere modifiye edilmis olan rekombinant sican mezotelyal hiicreler intraperitoneal



araliga vyerlestirildiginde TGF-B’yi azaltmis ve anjiogenezi, submezotelyal kalinlagsmayi,
fibroblastik proliferasyonu ve ultrafiltrasyondaki azaltmayi parsiyel olarak duzelttigi
gbzlenmistir (139). Yazarlar hepatosit bilylime faktoriiniin az (retilmesinin sklerozise

katkida bulunabilecegi yorumunda bulunmuslardir.

Molekiiler biyoloji ve hicre kultlrQ tekniklerinin beraber kullanilmasi ile periton
diyaliz hastalarinda ve buna paralel olarak hayvan deneylerinde TGF-B’yi daha fazla Gretmek
Uzere degisen mezotelyumun, aslinda epitelyal fenotipteki mezotelyumun mezenkimal
hicre tipine (fibroblast ve miyofibroblast) dénismesinin EPS gelisiminde 6nemli bir
basamak oldugunu disindirmektedir (140,141). Son vyapilan arastirmalarda
miyofibroblastlarin peritoneal diyaliz hastalarinin cogunlugunda gelistigi gorilmustir ancak
bu hiicrelerin peritonit, ultrafiltrasyon kaybi veya submezotelyumun kalinlasmasi ile

korelasyonu gosterilememistir (142).

2.6. Enkapsiile Peritoneal Sklerozisin Deneysel Hayvan Modeli

EPS'nin deneysel hayvan modelleri patogenezin aydinlatiimasinda 6nemli rol
oynamiglardir (143). Yapilan arastirmalar daha ¢ok klorheksidin glukonat ve povidon iyodin
Uzerinde odaklanmistir (144, 145). Klorheksidin glukonat ve alkoliin EPS patogenezinde
oynadigl rol ilk olarak 1985 yilinda Junor ve ark. tarafindan belirtilmistir (146). Kateter
degistirirken kullanilan alkol icerisindeki klorheksidin glukonatin  klinik EPS’nin
patogenezinde rol oynayabilecegini bildirmislerdir. Meydana gelen kimyasal irritasyon, steril
peritonit, kronik inflamasyon ve peritoneal fibrozisin timi, peritoneal sklerozis
olusmasinda rol oynayan faktorlerdir. Gunlik intraperitoneal klorheksidin glukonat
enjeksiyonu ile olusturulan fare modelinde benzer 6zellikler izlenmistir. Bunlar 3. giin hafif
odem ve hafif monosit infiltrasyonu; 7. glinde 6deme bagh submezotelyal kalinlasma, 3.
haftada kalinlasma, fibrozis, artan monosit infiltrasyonu ve 8. haftada kollajen birikimiyle
inflamatuar proges olusumu ile beraber fibrotik skar, adezyon ve enkapsiilasyondur (147,

148).



2.7. Kininlerin Sentezi ve Metabolizmasi

Bradikinin (BK) bir nonapeptiddir. Kallidin’de ise N- terminal ucunda ilave bir lizin
kalintisi vardir ve bu nedenle bazen lizil-bradikinin olarak adlandirilir. Her iki peptid de
kininojen adi verilen ve sirkiilasyonda bulunan i, globulinlerden dretilir. iki kininojen vardir.
Bunlar ylksek molekiler agirlikh (High molecular weight — HMW) ve distuk molekiler
agirhkli (low molecular weight — LMW) kininojendir. Kininleri bir takim serin proteazlari
olusturur. Ancak kininojenlerden kallidin ve bradikinin olusturan yiksek 6zgllligl olan

proteazlar kallikrein olarak adlandirilir.

2.8. Kallikrein-Kinin ve Renin-Anjiotensin Sistemleri Tarafindan Uretilen Aktif Peptidlerin

Sentezi ve Reseptor Etkilesimleri

Bradikinin (BK) plazma kallikrein’i tarafindan yiksek molekiler agirlikli (HMW)
kininojen’den, kallidin ise diisik molekdler agirhkli (LMW) kininojenden doku kallikrein’i
tarafindan hidrolize ugrayarak olusturulur. Kallidin ve BK B2 reseptdrlerin dogal ligandlaridir
ancak B1 reseptorlerinin agonistleri olabilmeleri igin C-terminal ugtan arjinin’in kininaz I-tip
enzimleri tarafindan kopartilmasi gerekir. Bu enzimler plazma membranina bagli
karboksipeptidaz M ve ¢ozllebilir plazma karboksipeptidaz N’dir. Benzer sekilde inaktif
decapeptid anjiotensin | (Ang 1), renin tarafindan substrati olan plazma anjiotensin’den
olusturulur. C-terminal ucgtaki His-Leu dipeptidi'nin ayrilmasi ile anjiotensin dénistirici
enzim (ACE), aktif peptid olan anjiotensin IlI'i ortaya cikararir. Bu iki sistem birbirinin karsiti
etkilere sahiptir. Anjiotensin Il bir vazokonstriktér ajandir ve ayni zamanda aldosteron
salgilanmasini saglar ve AT1 reseptor aktivasyonu ile sodyum retansiyonuna neden olur.
Ote yandan, BK ise vazodilator etkili ajandir, B2 reseptériinii aktive ederek sodyum atilimini
artirir. Anjiotensin dontstiriict enzim (ACE), aktif anjiotensin Il olusturur ve ayni zamanda
BK ve kallidin’i inaktive eder. Bundan dolayi prohipertansif etkileri vardir ve ACE inhibitorleri
etkin antihipertansif ajanlardir. B2 reseptorleri normal sartlarda BK'nin ¢ogu etkisini ortaya
cikarir. Bl reseptorlerin sentezi ise inflamatuar medyatoérler ile indiklenir ve kronik
inflamatuar hadiselerde major rolii oynar. B1 ve B2 resepoérleri bagh olduklari G4 proteinleri
araciligi ile PLC'yi aktive eder ve intraseliiler Ca®*’u artirir. Verilen fizyolojik yanit belli hiicre
tiplerinde reseptdr dagilimina ve agonist peptidlerin miktarina baghdir. Ornegin, endotelyal

hiicrelerde B2 resetdr aktivasyonu Ca*—calmodulin’e bagimli eNOS aktivasyonuna ve NO



Uretimine neden olur. Bu da cGMP birikimine ve komsu diz kas hiicrelerinde relaksasyona
neden olur. Diz kas hticrelerinde, ayni sekilde etkilesim gosteren kinin reseptor aktivasyonu
intraseliiler Ca®"u artirir ve kontraksiyona neden olur. B1 ve B2 reseptorleri bagh olduklari
G; aracihigi ile PLA, arasidonik asit, prostanoid ve diger metabolitlerin salgilanmasina neden

olur (149).

2.9. Kallikreinler

Bradikinin ve kallidin yiiksek molekiler agirhklh (HMW) ve distk molekiiler agirhkl
(LMW) kininojenlerden plazma veya doku kallikrein ile olusturulur. Plazma kallikrein ve
doku kallikrein farkli mekanizmalar ile aktive olan farkli enzimlerdir (149). Plazma
prekallikrein inaktif bir proteindir ve substrati HMW kininojendir. Proteolitik kaskad
plazmada bulunan proteaz inhibitorleri ile kontrol edilir. Bunlarin arasinda en énemlileri
aktive olan kompleman sisteminin ilk komponentinin inhibitéri (C1-INH) ve ,-
makroglobulin’dir. Yapilan deneysel calismalarda, kallikrein-kinin sistemi faktor-XlIl'nin
(Hageman faktori) negatif yukli yiizeylere baglanmasi ile aktive olur. Faktor XII hem kinin
hem de intrinsik koagullasyon kaskadlarinda proteaz olarak gorev alir ve kallikrein’i aktive
eder. Dahasi kallikrein faktor X1I'yi daha da aktive eder ve bdylece sistem Uzerinde pozitif bir
feedback olusturur. In vivo olarak HMW kininojen-prekallikrein kompleksinin endotelyal
hiicreler Uzerideki multiprotein reseptdr kompleksine baglanmasi ile lizozomal bir enzim
olan prolilkarboksipeptidaz tarafindan prekallikrein aktiflestirilir(150). Kallikrein faktor XII'yi

aktive eder, HMW kininojeni pargalar ve proirokinaz’i aktive eder (150).

2.10. Kininojenler

Kallikreinlarin iki substratt olan HMW kininojen ve LMW kininojen tek bir
gen tarafindan kodlanir, farkli ayrismalar sonucunda farkli molekiiller haline gelirler.
HMW kininojen ve LMW kininojen fonksiyonel alanlara ayrilmiglardir (151). HMW
kininogen plazma ve doku kallikreini tarafindan parcalanarak bradikinin veya
kallidin olusurken, LMW sadece doku kallikrein’i tarafindan pargalanir ve

sonucunda da sadece kallidin ortaya ¢ikar. Kininojenler ayni zamanda sistein
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proteinazlar1 ve trombin baglanmasini inhibe eder ve antiadeziv ve profibrinolitik

ozellikler gosterirler.

2.11. Bradikinin

Dekapeptid kallidin bradikinine doniismeden 6nce hemen hemen nonapeptid
bradikinin kadar aktiftir. Bradikinine doniisiimii N-terminal uctaki lizin kalintisinin
plazma aminopeptidazlar tarafindan kopartilmasi ile olusur. B2 reseptorii iizerinde
klasik yanitlarin alinmasi i¢in minimal efektif yap1 nonapeptiddir.

Kininlerin yikim siiresi ¢ok kisadir, plazmadaki yar1 dmiirleri yaklasik sadece
15 saniyedir ve kininlerin %80 ile %90 pulmoner vaskiiler yataktan tek geciste
yikilirlar. Bradikininin plazma konsantrasyonlarinin dlgiimii giictiir ¢ilinkii kandaki
kininojenazlarin veya kininazlarin yetersiz inhibisyonu hatali formasyonlara veya
kan alinirken bradikininin yikimina neden olurlar. Bundan dolay1 bradikininin
bildirilen fizyolojik konsantrasyonlart pikomolar ile femtomolar arasinda
degismektedir.

Kandaki ve diger vaskiiler yataklardaki katabolizmay1 saglayan temel enzim
kininaz II veya ACE’dir. C-terminal ugtaki dipeptidin kaldirilmasi kinin benzeri
aktiviteyi ortadan kaldirir. Notral endopeptidaz 24.11 veya neprilisin de C-terminal
uctaki dipeptidin kaldirilmasiyla kininleri inaktive eder (149). Daha yavas etkili bir
enzim olan karboksipeptidaz N (lizin karboksipeptidaz, kininaz 1), C-terminal ugtaki
arjinin kalmtisim serbestleyerek B1 kinin reseptdr agonisti olan [des-Arg®]bradikinin
ve [des-Arg'®lkallidin ortaya cikarir (149). Karboksipeptidaz N plazmada sabit
olarak 10~ M konsantrasyonunda bulunur. Karboksipeptidaz M de temel C-terminal
uctaki amino asitleri ayirir ve yaygin olarak bulunan plazma membranina bagl bir
enzimdir (149). Son olarak da aminopeptidaz P, N-terminal ugta bulunan N-terminal

tarafindan daha da fazla yikilmaya uygun hale getirir.



2.12. Bradikinin Reseptorleri

Kininlere spesifik en az iki tane reseptor oldugu tespit edilmistir. Bu
reseptorler B1 ve B2 reseptorleridir (149). Bradikinin B2 reseptorii normal dokularin
cogunda bulunur ve selektif olarak bradikinin ve kallidine baglanir ve etkilerinin
¢ogu bu reseptor araciligi ile ortaya cikmaktadir. Bl reseptorii selektif olarak
karboksipeptidaz N ve M tarafindan olusturulan bradikinin’in ve kallidin’in C-
terminal ucundaki des-Arg metabolitlerine baglanir. B1 reseptorii ¢cogu dokuda ya
yoktur veya ¢ok az diizeyde bulunur. B1 reseptoriiniin ekspresyonu, inflamasyon,
sitokinler, endotoksinler ve biiyiime faktorlerince artar (149). Bu gibi durumlarda,

B1 reseptor etkileri baskin hale gelebilir.

B2 reseptorleri, G proteinleri araciligi ile PLA2’yi ve PLC’yi aktive eder.
Kinin ile G, yoluyla uyarilan PLC, IP;-Ca”" yolunu aktif hale getirir ve ayni
zamanda NO sentez ve salinimini artirir. Bradikinin, proinflamatuar transkripsiyon
faktor NF- ®B’yi Guq ve Bysubuniteleri araciligr ile artirir ve ayni zamanda MAP
kinaz yolunu da aktive eder (152). Gi’ye bagli olan B2 reseptorleri aktive olarak
PLA; aktivasyonuna ve membrana bagli olan arasidonik asitten inflamatuar
medyatorler ve vazodilator prostasiklin olugmasina neden olur. B2 reseptoriine
baglanan bradikinin agonist-reseptdr kompleksinin internalizasyonuna ve bdylece
desensitizasyona yol acar. Ote yandan, B1 reseptérii ligand: olan [des-Arg]kinin’e
baglandiktan sonra BI1 reseptoriiniin C-terminal ucunda Ser/Thr acisindan zengin

alan olmadigi i¢in internalize olamaz (152).

2.13. Kallikrein ve Kininlerin Fonksiyonlari
2.13.1. Agn

Kininler bir biiliin tabanma verildiklerinde, yanici tarzda siddetli agn
yapabilen giiclii aljezik ajanlardir. Bradikinin primer sensoryel noronlar1 uyarir ve
substance P, norokinin A ve calcitonin gene-related peptide gibi noropeptidlerin
salgilanmasimi1 uyarir (153). B2 reseptorler akut aljezi olustururken kronik

inflamasyon agris1 ise B1 reseptorlerinin sayisinin artisi ile iliskili goziikmektedir.
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2.13.2. Respiratuar Hastalhik

Kininlerin asttm ve rinit gibi allerjik havayolu hastaliklarinin
patofizyolojisinde rol oynadigr bildirilmistir. Astim hastalarinda kininlerin
inhalasyonu veya intravenoz injeksiyonlart bronkospazma neden olmakla birlikte
normal kisilerde herhangi bir etkisi gozlenmemistir. Bu bradikinin yoluyla olusan
bronkokonstriksiyon antikolinerjik ajanlar ile bloke edilebilmekle birlikte
antihistaminikler ve siklooksijenaz inhibitorlerin faydasi olmamaktadir. Benzer
sekilde alerjik rinitli hastalarda bradikininin nazal yolla verilmesi sonrasinda burun
akintis1 ve siddetli glandiiler sekresyonlar olusmaktadir. Siddetli astim hastalarinda

bradikinin B2 reseptor antagonisti pulmoner fonksiyonlari diizeltmektedir (149).

2.13.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Yiiksek kan basinct olan kisilerde iiriner kallikrein konsantrasyonlari
azalmistir. Insan ve hayvan deneylerinde, bradikinin infiizyonu vazodilatasyona yol
acar ve kan basincini disiiriir (154). Bradikinin endotelyal hiicrelerdeki B2
reseptorleri aktive ederek vazodilatasyona neden olur. Bu vazodilatasyon NO,
prostosiklin ve arasidonik asit metaboliti olan hiperpolarizan epoksieikosatrienoik
asit aracilig1 ile meydana gelir(155).

Bazal kan basinci, B2 reseptorii antagonisti verilmis hayvanlarda ve B2
reseptorli negatif transgenik farelerde normal diizeydedir. Ancak bu hayvanlara tuz
yiikklemesi yapildiginda veya renin-anjiotensin sistemi aktive edildiginde kan
basincinda asir1 bir yiikselme meydana gelmektedir. Bu veriler endojen kallikrein-
Kinin sisteminin normal sartlar altinda kan basinci regiilasyonunda mindr bir rol
oynarken hipertansif durumlarda dnemli hale gelebilecegini gostermektedir (149).

Kallikrein-kinin ~ sistemi  kardioprotektif —gibi  goziikkmektedir. Sikca
kullanilmakta olan ACE inhibitorlerinin aktivitelerinin bir kismi bradikininin
etkilerini artirmalarmma baglanmaktadir. Ayni zamanda kalbin iskemi ve
reperfiizyona karst prekonsiyonunda faydali etkileri bulunmaktadir. Bradikinin,
vaskiiler endotelyumdan doku plazminojen aktivatdr (tPA) salinimini stimiile eder
(156). Boylelikle bradikinin miyokardiyal enfarktiis ve strok gibi kardiovaskiiler

olaylarda endojen korunma sistemlerine katkida bulunur.



Kininler aynt zamanda santral ve periferik sinir sistemlerinden sempatik

akimi artirabilir.

2.13.4. Bobrek

Renal kinin parakrin olarak idrar miktarinin ve kompozisyonunun
regiilasyonunda etkilidir (157). Kallikrein, distal nefronun bag hiicrelerinden
sentezlenir ve salinir. Doku kininojen ve kinin reseptorleri toplayict kanal
hiicrelerinde bulunmaktadir. Diger vazodilatorler gibi, kininler de renal kan akimini
artirirlar.  Bradikinin  aym1  zamanda kortikal toplayict kanalda sodyum
reabzorpsiyonunu inhibe ederek natriiireze neden olur. Renal kallikreinler
mineralokortikoidler, ACE inhibitorleri ve notral endopeptidaz inhibitorleri

tarafindan artirilirlar.

2.13.5. inflamasyon

Bradikinin vazodilatasyona neden olan, vaskiiler permeabiliteyi artiran inflamatuar
bir hormondur (149). Sentetik bradikinin enjekte edilen insan ve hayvan dokularinda
inflamasyonun 4 kardinal bulgusu olan kizarikhk, lokal isi artisi, sislik ve agri meydana gelir
(158). Proteinden zengin sivi eksudasyonunda temeldeki belirleyici faktor oOzellikle
postkapiller veniller seviyesinde meydana gelen endotelyal hiicreler arasindaki ayrilmadir.
Son zamanlarda yapilan arastirmalar Rho ve Rac isimli kiicik G proteinlerinin endotelyal
bariyer fonksiyonunu antagonist olarak regile ettiklerini gostermistir. Bradikinin veya bir
baska inflamatuar ajan tarafindan stimiile edilen Rho proteini interselller junctionlarin
yikimini saglarken, Rac proteini ise stabilizasyonunu saglar (159). Kininler tarafindan
olusturulan lokal vazodilatasyon ve inflamatuar hiperemi daha sonrasinda eksudasyon
meydana gelmesine neden olur. Kinin reseptor alt tiplerinin regiilatuar paternlerine uygun
olarak, kininler normal dokulara enjekte edildiginde B2 reseptorlerini stimiile ederler.
Bundan dolayi, belli B2 reseptér antagonistleri ve B2 reseptorleri olmayan transgenik
farelerde, doku odemi, peptidoglikan ile artrit olusturulmus Lewis si¢canlarinda
inflamasyonun sistemik bulgulari gibi inflamatuar cevabin belli yonlerinin ortaya ¢ikmasi ve
Arthus reaksiyonunda plazma ekstravazasyonu gibi inflamatuvar cevap engellenmistir (160,

161). B2 reseptdr antagonizmasi, kafa travmasi sonrasinda gelisen beyin 6demi ve herediter



anjioddem gibi vazojenik ddemin belli gesitlerinde dikkatleri cekmektedir. ilk durumda
nonpeptid antagonist LF-16-0687 hayvan modellerinde umut vaadeden sonuglar vermistir
ve kan beyin bariyerinin hizli agilmasini saglayan B2 reseptor agonisti labradimil’inkine
benzer bir fizyolojik durum sergilemektedir (162, 163). Herediter anjioddem olusturulmus
C1 inhibitor gen delesyonu yapilmis olan farelerde, artmis olan vaskiiler permeabilitenin B2
reseptdr antagonisti icatibant ile veya B2 reseptdor geninin genetik ablasyonu ile
engellendigi gosterilmistir (164). Shigematsu ve ark. (165)'nin yapmis oldugu arastirmada
ise yiksek konsantrasyonlarda bradikininin, B2 reseptorlerinin aktivasyonu ve platelet
aktive edici faktor (PAF) ve PAF benzeri lipidlerin olusumu araciligi ile platelet I6kosit

agregasyonlarini ve |6kosit adezyonunu artirdigini géstermislerdir.

Bunlarin yani sira persistan inflamasyon modellerinde 6zellikle sitokin veya
mikrobiyal Grlinlerin verilmesiyle olusturulanlarda Bl reseptoérlerinin 6n plana g¢ikmasi
sasirtict  degildir. Ates, sepsisin sistemik komplikasyonlari ve sistemik inflamatuar
markerlarin hepatik ekspresyonlarindaki degisikliklerde bu o6zellikler arastiriimistir (166).
Son yayinlar sican pencesine uygulanan IL-1B enjeksiyonunun 6dem olusturan des-Arg9-
BK’ye karsi hayvanlarin pengelerini sensitize ettiklerini gostermistir (167). Bu sistemin
analizi, bu cevapta platelet aktivasyon faktorl, lokal TNF-a dretimi ve notrofil
ekstravazasyonu ve sonraki procesin Bl reseptor ekspresyonundaki rollii gosterilmistir.
Sican pengesinde LPS ile olusturulmus B1 reseptdr ekspresyonu da ayni yollari takip eder ve
lokal NF-kB aktivasyonu, IL-1B ile TNF-a formasyonunun rolleri icin kanitlar sunar (168).
Alerjik rinit, psoriatrik cilt gibi kronik inflamatuar dokularin klinik o6rneklerinde B2

reseptorlerinde herhangi bir azalma olmadan B1 reseptdrlerinin arttigi gosterilmistir (169).

Her kinin reseptor alt tipinin inflamatuar cevabin baska yonlerine sebep olup
olmadigi merak uyandiran bir konudur. B1 reseptor antagonistleri, antijen ile pulmoner
inflamasyon olusturulmus farelerde eozinofillerin sayisini azaltirken karbakole karsi olan
havayolu hiperreaktivitesini azaltamamaktadir (170). B2 reseptor antagonisti icatibant ise
daha yaygin etki gostererek hem eozinofil, hem mononiikleer hiicrelerin artisini engellemis
hem de havayollarinin hipersensitivitesini azaltmistir. Her ne kadar alerjen nedeniyle ortaya
¢ikan bronsial hiperreaktivite B1 reseptér mRNA artisi arasinda bir paralellik ve des-Arg10-
Hoe 140'in belli bir takim tedavi edici etkileri gbzlenmis olsa da (171), klinik calismalar
hastalarda aerozol halindeki bradikinine karsi havayolu hipersensitivitesi gozlenirken Lys-

des-Arg9-BK’in boyle bir etkisi gozlenmemistir (172). Icatibant klinik arastirmalarda astim



hastalarinda bazi anti-inflamatuar oOzellikler géstermistir (173). Ancak ovalbumin’e karsi
sensitize edilmis ve ovalbumin verilmis farelerden alinan bronkoalveolar lavaj hicreleri
arasinda eozinofiller bulunmaktadir ve bu eozinofillerdeki B1 reseptorlerine bagl des-Arg9-
BK’e karsi verilen cevap (174), Bl reseptorlerinin akciger inflamasyonundaki belli baz

etkileri oldugunu desteklemektedir.

B1 reseptorleri olmayan transgenik olarak farelerin dokularda nétrofil birikimi gibi
inflamasyonun bir takim sonuglarina karsi direncli olduklari daha 6nceden yapilmis
calismalarda gosterilmistir (175) ancak halen altta yatan mekanizma tam olarak
aydinlatilabilmis degildir. intravital mikroskopi kullanilarak fare mezenterinde, des-Arg9-BK
I6kositler Gzerinde herhangi bir etkisi olmamakla birlikte IL-1B verilmis olan mezenterlerde
notrofil rolling, adezyon ve emigrasyonuna neden olmaktadir (176). Bu etki capsaicin,
norokinin antagonistleri, histamin H1 resept6r antagonistleri ve mast hiicre degrantilasyonu
ile inhibe olur ve bu da akson refleksi ile ortaya ¢cikmis olan mast hiicrelerinin sonug olarak
Iokosit emigrasyonuna neden oldugunu dlstindirmektedir (muhtemelen salinan
medyatorlerin vaskiiler yataga etkileriyle). Bundan dolayl inflamasyonun nérohimoral

formu bu sistemde yer aliyor olabilir.

2.14. Bradikinin’in Cesitli Dokularda Antifibrojenik Etkileri

Schanstra ve ark. (5)’min yapmis oldugu arastirmada unilateral iireteral
obstriiksiyon olusturulmus B2 reseptorii olmayan transgenik (B-/-) farelerde (B2+/+)
farelere kiyasla renal tiibiilointerstisyel fibrozis anlamli derecede fazladir. Doku
kallikrein geninin ekspresyonu artirilarak endojen bradikinin ekspresyonu da
artirtlmis ve bu farelerde de tiibiilointerstisyel fibrozis azalmaktadir. (B2-/-) farelerde
daha az plazminojen aktivator (PA) aktivitesinin oldugu, beraberinde MMP-2
aktivitesinin de azaldig1 gbzlenmis ve bu sayede iireteral obstriiksiyon olusturulmus
B2 reseptorii olmayan transgenik (B-/-) farelerde tiibiilointerstisyel fibrozisin
azaldig1 dusiiniilmiistiir. Tiibiiler hiicrelere onceden verilen TNF-o ve IFN-y
proinflamatuar faktorler bradikinin aracilifiyla PA aktivitesini artirmig ve spesifik
B2 reseptor antagonisti olan HOE-140 verilerek artan PA aktivitesi inhibe edilmistir.

Benzer sekilde transgenik olarak, doku kallikrein geninin ekspresyonu artirilarak



endojen bradikinin ekspresyonu artirilmis olan ratlarda da B2 reseptor antagonisti

verilerek elde edilmis olan antifibrotik etkiler inhibe edilmistir.

Okada ve ark. (6)’nin yapmis oldugu bir bagka arastirmada ise siklosporin A
nefropatisi olusturulmus ratlarda yine bradikinin’in renal tiibiilointerstisyumunda
genel bir kollajenolize neden oldugu ancak bu etkinin tPA’y1 etkilemeden B2
reseptorii araciligir ile PAI-I ekspresyonunu azaltip, plazminin ve MMP-9’un

aktivitesini artirmasi ile oldugunu bildirilmistir.

Zhang ve ark. (7)’'nin tuz yiiklemesi ile renal fibrozis meydana getirdikleri
ratlarda verilen doku kallikreininin NO ve cGMP seviyelerini artirirken, tuz
nedeniyle ortaya c¢ikan nikotinamid adenin dintikleotid/nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADH/NADPH) oksidaz aktivitesini, siiperoksit iiretimini, TGF-

1 mRNA and TGF-f1 immun boyanma oranlarini azalttigin1 géstermislerdir.

Karacigerde hepataseliiler hasar ve fibrozis {lizerine yapilan bir aragtirmada,
Sancho-Bru ve ark. (8) fibrotik karacigerlerde BK reseptor sayisinin arttigini
gostermisler ve bradikinin’in fibrojenik hepatik stellat hiicrelerinde gegici olarak
[Ca®T'u arttirdigini, prokollajen-al, TGF-B gen ekspresyonunu azalttigini ve MMP-
2 aktivasyonunu arttirdigini bildirmislerdir.



3. GEREC ve YONTEMLER
3.1.Deney Hayvanlari

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakdiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 13.10.2010 tarih ve 140 sayili onayi alinarak, ESOGU Tibbi ve Cerrahi

Arastirma Merkezi (TICAM) laboratuarinda yapilmistir.

Calismada, agirhiklari 200-250 gr. arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi 24 adet rat
kullanildi. Deney hayvanlari standart laboratuar kosullarinda, rat yemi ve ¢esme suyuyla

beslendiler. Cinsiyet farki gozetilmedi.

3.2. Galisma Gruplari

Deney hayvanlari randomize olarak;

Grup A : (Kontrol grubu) serum fizyolojik (n:8)
Grup B : klorheksidin glukonat + serum fizyolojik  (n:8)
Grup C : klorheksidin glukonat + bradikinin (n:8)

olmak Uzere Uzere 3 gruba ayrildi.

Grup A : 8 denekten olusan kontrol grubu olarak planlandi. Deneklere 3 hafta
boyunca, gilinliikk 10ml/kg dozunda serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi.
Peritona tekrarlayan enjeksiyon nedeniyle olugsabilecek direk hasari dnlemek igin,
enjeksiyonlar batin alt kadranlara yapildi. Denekler, 22-25 °C olan ortamda, tahildan
zengin ve ¢esme suyundan olusan diyetle ayr kafeslerde beslendiler. Denekler, 3
haftanin sonunda, intramiiskiiler ketamin anestezisi altinda dekapitasyon yontemi ile
sakrifiye edildi. Denekler sakrifiye edildikten sonra peritonun {ist kisimlarindan dort

farkli alandan 6rnekler alindi, 6rnekler iginde formol bulunan kaplara konuldu.

Grup B : 8 denckten olusmaktadir. i¢inde 0.2 ml haznesi olan ve salinim hiz1 0.25
pL/saat olan intradermal ozmotik mini pompalar (Alzet Corp.) serum fizyolojik ile

dolduruldu. Intramiiskiiler ketamin anestezisi uygulandiktan sonra deneklerin



sirtlarina cilt altina yerlestirildi. Ozmotik pompalar yerlestirildikten sonra, deneklere
3 hafta boyunca, serum fizyolojik i¢inde ¢6ziilmiis %15 ethanol + %0.1 klorheksidin
glukonat, intraperitoneal olarak giinliik 10ml/kg dozunda verildi. Ayn1 nedenlerle
enjeksiyonlar batin alt kadranlara yapildi. Denekler, 22-25 °C olan ortamda, tahildan
zengin ve ¢esme suyundan olusan diyetle ayr1 kafeslerde beslendiler. Denekler, 3
haftanin sonunda, intramiiskiiler ketamin anestezisi altinda dekapitasyon yontemi ile
sakrifiye edildi. Denekler sakrifiye edildikten sonra, peritonun iist kistmlarindan dort

farkli alandan ornekler alindi, 6rnekler iginde formol bulunan kaplara konuldu.

Grup C : 8 denekten olusmaktadir. icinde 0.2 ml haznesi olan ve salinim hizi 0.25 pL/saat
olan intradermal ozmotik mini pompalar (Alzet Corp.) 0.1 mol asetik asit iginde ¢6zllmus,
7.2mg/mL dozunda bradikinin ile dolduruldu. intramiskiiler ketamin anestezisi
uygulandiktan sonra deneklerin sirtlarina cilt altina yerlestirildi. Ozmotik pompadan salinan
bradikinin dozu 100ng/kg/dak idi. Ozmotik pompalar yerlestirildikten sonra, deneklere 3
hafta boyunca, serum fizyolojik icinde ¢6ziilmiis %15 ethanol + %0.1 klorheksidin glukonat,
intraperitoneal olarak ginlik 10ml/kg dozunda verildi. Ayni nedenlerle enjeksiyonlar batin
alt kadranlara yapildi. Denekler, 22-25 °C olan ortamda, tahildan zengin ve ¢esme suyundan
olusan diyetle ayri kafeslerde beslendiler. Denekler, 3 haftanin sonunda, intramuskiiler
ketamin anestezisi altinda dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Denekler sakrifiye
edildikten sonra, peritonun st kisimlarindan dort farkli alandan ornekler alindi, 6rnekler

icinde formol bulunan kaplara konuldu.




Sekil 3.1. Ozmotik mini pompalarin doldurulmasi.

Sekil 3.2. Ozmotik mini pompanin deneklerin sirtlarinda cilt altina yerlestirilmesi.

Sekil 3.3. Cildin kapatilmasi.



Sekil 3.4. Peritondan 6rnek alinmasi.

3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Doku ornekleri noétral formoldeki fiksasyonunun ardindan, dehidratasyon
isleminden gecirildikten sonra, parafin bloklara gémildi.Her bloktan mikrotom yardimiile 4

pm kahnhginda seri kesitleri alindi.

Peritoneal membrandaki histolojik degisiklikler icin dokular Hematoksilin-Eosin
yontemi ile boyandi ve isik mikroskobunda incelendi. Yapilan degerlendirmede peritoneal
membrandaki histolojik degisiklikler sirasiyla; Normal (N), Yok (0), Hafif (1), Orta (2), Siddetli
(3) olarak derecelendirildi. Histopatolojik derecelendirme yapilirken peritoneal membranda
mezotelial hicrelerdeki degisiklikler ve submezotelial kompakt zondaki degisiklikler
karsilastirildi. Mezotelial hiicreler normal yassi sekilli, hiicre sayisinda artis ve reaktif kiibik
sekilli olmalari agisindan degerlendirildi. Submezotelial kompakt zonda ise kalinlasma,
neovaskilarizasyon, interstisyel 6dem, fibrozis, PMNL ve monosit/makrofaj hicre

infiltrasyonlari incelendi.

Bazal membran kalinhg, fibrozis ve fibrin varhiginin belirlenmesi icin dokular PAS
yontemi ile boyandi ve isik mikroskobunda incelendi. Yapilan degerlendirmede histolojik
degisiklikler sirasiyla; Normal (N), Yok (0), Hafif (1), Orta (2), Siddetli (3) olarak
derecelendirildi. Histopatolojik derecelendirme yapilirken bazal membranlarin normal veya

kalin oluslari, fibrozis ve fibrin icerigi karsilastirildi.



immunhistokimyasal olarak dokuda sirasiyla MMP-2, TGF-B1, PAI-1 ve Bradikinin-B2
boyalari yapilarak 1sik mikroskobunda incelendi. Yapilan degerlendirmede boyanma siddeti
sirasiyla; negatif (0), zayif (1), orta (2), siddetli (3) olarak degerlendirildi. Degerlendirme
yapilirken vyassi ve kiibik mezotelial hicrelerde, submezotelial kompakt zondaki
fibroblastlarda, endotelial hiicre yizeyinde ve monosit/makrofajlardaki boyanma siddetleri

karsilastirildi.

3.4. istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel analiz icin SPSS for Windows 10.0 kullanildi. Elde edilen veriler ki kare
testi kullanilmak suretiyle analiz edildi. Sonuclarin degerlendirilmesinde p<0.05 degerleri

anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Hematoksilin-Eozin (H-E) Boyama Bulgulari

Tablo 4.1. Mezotelial hiicrelerdeki degisiklikler (H-E).

Gruplar Normal Yassi Hiicre Sayist Artmis | Reaktif Kiibik Sekilli
Sekilli

A N 0 0

B N 2 1

C 0 0 2
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Sekil 4.1. Mezotelyal hiicrelerdeki degisiklikler. A. Normal yassi hiicreler. B. Hiicre sayisinda

artis. C. Reaktif kiibik sekilli hiicreler.



Tablo 4.2. Submezotelial kompakt zondaki degisiklikler (H-E).

Gruplar Kalinlagma | Neovaskiilari- | Interstisyel Fibrozis Inflamatuvar
zasyon Odem .

Hiicre Infiltrasyonu

PMNL | Monosit/

Makrofaj
A 0 0 0 0 0 0
B 2 2 2 2 1 2
Cc 3 3 3 3 2 2
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Sekil 4.2. Submezotelyal kompakt zondaki degisiklikler A. Kalinlasma
B. Neovaskiilarizasyon C. interstisyel ddem D. Fibrozis E. PMNL infiltrasyonu

F. Monosit/Makrofaj infiltrasyonu.



Kontrol grubuna ait kesitlerde (serum fizyolojik i.p.); mezotelial hiicreler normal
yassi sekilli idi. Submezotelial kompakt zonda kalinlasma, neovaskilarizasyon, fibrozis ve

inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gézlenmedi.

B grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 0.25
pl/saat intradermal SF); mezotelial hlcreler genelde normal yassi sekilli idi ve kontrol
grubuna gore bir fark (p=0.200) olmamakla birlikte, reaktif kibik sekilli hiicreler az miktarda
gozlendi ancak istatistiksel olarak kontrol grubu ile arasinda fark yoktu (p=0.073).
Submezotelial kompakt zonda kalinlasma, neovaskilarizasyon, interstisyel 6dem ve fibrozis
orta derecede gézlendi (tiim parametreler icin p=0.001). inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari
acisindan yapilan incelemede PMNL hicre infiltrasyonu hafif (p=0.002), monosit/makrofaj
infiltrasyonu orta derecede gozlendi (p=0.001). Submezotelial kompakt zondaki bu

parametrelerde, A grubuna kiyasla fark ileri derecede anlamliydi.

C grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 100
ng/kg/dk intradermal bradykinin); mezotelial hiicreler reaktif kiibik sekilli hiicreler olarak
orta derecede gozlendi, kontrol grubuna gore fazla olmakla birlikte (p=0.008 P), B grubuyla
arasinda bir fark saptanmadi (p=0.360). Normal yassi sekilli hiicre gériinimi kaybolmustu
ve kontrol grubu ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p=0.007). Submezotelial
kompakt zonda kalinlasma, neovaskilarizasyon, interstisyel 6dem ve fibrozis siddetli
derecede gozlendi ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak belirgin fark vardi (tlim
parametreler icin p=0.000). Ayni parametreler agisindan B grubu ile karsilastirildiginda
kalinlasma, neovaskiilarizasyon ve fibrozis daha fazla iken (sirasiyla p=0.041, p=0.041,
p=0.007), interstisyel 6dem agisindan fark saptanmadi (p=0.132). inflamatuvar hiicre
infiltrasyonlari agisindan yapilan incelemede, B grubuna gére PMNL hiicre infiltrasyonu

daha fazla (p= 0.015) ve monosit/makrofaj infiltrasyonu agisindan ise fark yoktu (p=0.098).



Sekil 4.3. H-E boyama bulgulari (A) Kontrol grubuna ait periton kesitinde normal yassi sekilli

mezotelyal hiicreler ve normal kalinlikta submezotelial kompakt zon (ok basi). Bar 20 um.
(B) B grubuna ait periton kesitinde reaktif kiibik sekilli mezotelyal hiicreler (ok basi),
submezotelyal kompakt zonda orta derecede kalinlasma, neovaskiilarizasyon (ince ok),
interstisyel 6dem, fibrozis (yildiz) ve monosit/makrofaj infiltrasyonu (kalin ok). Bar 20 um.
(C) C grubuna ait periton kesitinde reaktif kiibik sekilli mezotelyal hiicreler (ok basi),
submezotelyal kompakt zonda siddetli derecede kalinlasma, neovaskiilarizasyon (kalin ok),

interstisyel 6dem, fibrozis (yildiz) ve monosit/makrofaj infiltrasyonu (ince ok). Bar 20 um.



4.2. PAS Yontemi ile Boyama Bulgulan

Tablo 4.3. Peritoneal membrandaki histolojik degisiklikler (PAS).

Gruplar Bazal Membran Fibrozis Fibrin
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A N 0 0 0
B 0 3 2 1
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Sekil 4.4. Peritoneal membrandaki histolojik degisiklikler A. Bazal membran kalinlig1 B.

Fibrozis C. Fibrin.




Kontrol grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.); bazal membranlar normal

goriniimdeydi. Fibrozis ve fibrin yapilarina rastlanmadi.

B grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 0.25
pL/saat intradermal SF); bazal membran kalinliklari artmisti (p=0.000) ve siddetli derecede
skorlandi. Fibrozis orta derecede gozlendi (p=0.001) ve hafif derecede fibrine rastlandi

ancak kontrol grubuyla arasinda istatiksel olarak fark yoktu (p=1.000).

C grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 100
ng/kg/dk intradermal bradykinin); bazal membran kalinhig B grubundaki gibi siddetli
derecede gozlenirken (p>0.05), fibrozis B grubuna goére biraz artisla siddetli derecede
skorlandi (p=0.041). Fibrine ise rastlanmadi, istatistiksel olarak kontrol grubu ve B grubu

arasinda herhangi bir fark saptanmadi (p>0.005).

Sekil 4.5. PAS yontemi ile boyama bulgulari (A) Kontrol grubuna ait periton kesitinde

normal kalinhkta bazal membran ve yassi mezotelial hiicreler (ok basi). Bar 20 um. (B) B

grubuna ait periton kesitinde siddetli derecede kalinlasmis endotelial bazal membran (ince



ok), hafif derecede fibrin (yildiz) ve orta derecede fibrozis (kalin ok). Bar 50 um. (C) C
grubuna ait periton kesitinde siddetli derecede kalinlasmis endotelial bazal membran (ince

ok), siddetli derecede fibrozis (yildiz). Bar 20 um.
4.3. MMP-2 immiinhistokimyasal Bulgulan

Tablo 4.4. MMP-2 immunbhistokimyasal bulgulari.

Gruplar Mezotelial Hiicreler Submezotelial Kompakt Zon
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Sekil 4.6. Submezotelyal kompakt zonda MMP-2 imm{iinhistokimyasal bulgulari

(A) Fibroblastlar (B) Endotelyal hiicrelerin yiizeyleri (C) Monosit/Makrofajlar.




Kontrol grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.); sadece submezotelial kompakt

zondaki fibroblastlarda zayif boyanma gozlendi.

B grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 0.25
ul/saat intradermal SF); kontrol grubundan farkli olarak sadece submezotelial kompakt
zondaki endotel hiicre ylzeyinde zayif boyanma (p=0.001) varken, mezotelial hicreler,

fibroblastlar ve monosit/makrofajlarda boyanma yoktu.

C grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 100
ng/kg/dk intradermal bradykinin); B grubundan farkli olarak fibroblast, endotelial hiicre
yuzeyi ve monosit/makrofajlarda zayif bir boyanma gozlendi ancak bu parametrelerden
fibroblastlardaki ve monosit/makrofajlardaki boyanma B grubuna goére daha fazlaydi
(sirasiyla p=0.001 ve p=0.000), endotelial hiicre ylzeyinde istatiksel fark gbzlenmedi

(p=1.000). Mezotelial hiicrelerde boyanma yoktu.

Sekil 4.7. MMP-2 immiinhistokimyasal bulgulari (A) Kontrol grubuna ait periton kesitinde

negatif boyanma. Bar 20 um. (B) B grubuna ait periton kesitinde zayif derecede endotelial



hiicre ylizeyinde boyanma (ince ok). Bar 20 um. (C) C grubuna ait periton kesitinde zayif

derecede fibroblast (ok basi), monosit/makrofaj (kalin ok) ve endotelial hiicre yizeyinde

boyanma (ince ok). Bar 20 um.

4.4. TGF-B1 immiinhistokimyasal Bulgulari

Tablo 4.5. TGF-B1 immiinhistokimyasal bulgulari.

Gruplar Mezotelial Hiicreler Submezotelial Kompakt Zon
Yassi Kiibik Fibroblast Endotelial Monosit/Makrofaj
Hiicre Yiizeyi
A 0 0 0 0 0
B 1 0 1 1 2
C 0 0 2 2 2
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Sekil 4.8. Submezotelyal kompakt zonda TGF-f1 imminhistokimyasal bulgulari

(A) Fibroblastlar (B) Endotelyal hiicrelerin yiizeyleri (C) Monosit/Makrofajlar.

Kontrol grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.); yapilarin higbirinde boyanma

gbzlenmedi.

B grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 0.25
pl/saat intradermal SF); yassi mezotelial hiicrelerde zayif boyanma gozlenirken, kibik
mezotelial hiicrelerde boyanma yoktu ve her iki hiicre grubunda da kontrol grubuna kiyasla
aralarinda anlamli fark bulunamadi (p>0.05). Submezotelial kompakt zonda fibroblast,
endotelial hiicre yizeyi hafif (sirasiya p=0.319 ve p=0.026) ve monosit/makrofajlarda orta

derecede boyanma gozlendi (p=0.001).

C grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 100
ng/kg/dk intradermal bradykinin); B grubundan farkli olarak mezotelial hiicrelerde boyanma
yoktu ancak istatistiksel olarak herhangi bir anlamh fark iki grup arasinda bulunamadi

(p>0.05). Submezotelial kompakt zonda ise fibroblast ve endotelial hiicre ylzeyindeki



boyanma B grubuna gore artmis (sirasiya p=0.042 ve p=0.020) ve orta derecede idi.
Monosit/makrofajlarda ise B grubuyla ayni sekilde orta derecede boyanma gbézlendi

(p=0.066).

Sekil 4.9. TGF-B1 immiinhistokimyasal bulgulari (A) Kontrol grubuna ait periton kesitinde

negatif boyanma. Bar 20 um. (B) B grubuna ait periton kesitinde fibroblast (ince ok) ve
endotelial hiicre yiizeyinde (kalin ok) zayif boyanma. Bar 10 um. (C) C grubuna ait periton
kesitinde yassi mezotelial hiicrelerde (ok basi) zayif derecede, fibroblast (ince ok),
monosit/makrofaj (kalin ok) ve endotelial hiicre yizeyinde (yildiz) orta derecede boyanma.

Bar 20 pm.

4.5. PAI-1 immiinhistokimyasal Bulgulan

Tablo 4.6. PAI-1 immiinhistokimyasal bulgulari.

Gruplar Mezotelial Hiicreler Submezotelial Kompakt Zon
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Sekil 4.10. Submezotelyal kompakt zonda PAI-1 imminhistokimyasal bulgulari

(A) Fibroblastlar (B) Endotelyal hiicrelerin yiizeyleri (C) Monosit/Makrofajlar.

Kontrol grubuna ait kesitlerde

boyanma gozlenirken, diger yapilarda boyanma yoktu.

(%15 etanol i.p.); sadece fibroblastlarda zayif

B grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 0.25

pl/saat intradermal SF); C grubundan farkli olarak submezotelial kompakt zondaki,



fibroblastlarda ve monosit/makrofajlarda boyanma goézlenmekte (p=0.026), endotelyal

hiicrelerde ise fark yoktu (p=1.000).

C grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 100
ng/kg/dk intradermal bradykinin); sadece submezotelyal kompakt zondaki endotelial hiicre

ylzeyinde zayif boyanma gozlenirken, diger yapilarda boyanma yoktu.

Sekil 4.11. PAI-1 immunhistokimyasal bulgulari (A) Kontrol grubuna ait periton kesitinde

fibroblastlarda (ince ok) zayif derecede boyanma. Bar 10 um. (B) B grubuna ait periton
kesitinde fibroblast (ince ok), monosit/makrofaj (kalin ok) ve endotelial hiicre ylzeyinde (ok
basi) orta derecede boyanma. Bar 10 um. (C) C grubuna ait periton kesitinde endotelial

hiicre ylizeyinde (ince ok) zayif derecede boyanma. Bar 10 um.

4.6. Bradikinin-B2 immiinhistokimyasal Bulgulari

Tablo 4.7 Bradikinin-B2 imm{inhistokimyasal bulgulari.
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Sekil 4.12. Submezotelyal kompakt zonda Bradikinin-B2 immuinhistokimyasal bulgulari (A)

Fibroblastlar (B) Endotelyal hiicrelerin yiizeyleri

(C) Monosit/Makrofajlar

Kontrol grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.); yassi mezotelial hiicrelerde zayif
boyanma vardi. Submezotelial kompakt zonda sadece fibroblastlarda zayif bir boyanma

gozlenriken, diger yapilarda boyanma yoktu.

B grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 0.25
pl/saat intradermal SF); mezotelial hiicrelerde boyanma gozlenmedi. Submezotelial
kompakt zonda fibroblastlarda orta derecede, endotelial hiicre yizeyi ve
monosit/makrofajlarda zayif derecede boyanma vardi. Bu parametrelerde A grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli boyanma artisi saptandi (sirasiyla, p =0.008, p =0.005, p=0.007).

C grubuna ait kesitlerde (%15 etanol i.p.+ %0.1 klorheksidin glukonat i.p. + 100
ng/kg/dk intradermal bradykinin); B grubundaki gibi mezotelial hicrelerde boyanma
gozlenmedi. Submezotelial kompakt zonda ise B grubundaki gibi fibroblastlarda orta ve
endotel hiicre ylzeyinde hafif derecede boyanma vardi (her iki parametre icin de p=1.000).
Monosit/makrofajlarda ise B grubundan farkl olarak boyanma orta derecede olup, artmisti

ancak istatistiksel olarak anlamh degildi (p=0.185).



Sekil 4.13. Bradikinin-B2 immuinhistokimyasal bulgulari (A) Kontrol grubuna ait periton

kesitinde yassi mezotelial hiicreler (ok basi) ve fibroblastlarda (kalin ok) zayif derecede
boyanma. Bar 20 um. (B) B grubuna ait periton kesitinde fibroblastlarda (ince ok) orta,
endotelial hiicre ylizeyi (ok basi) ve monosit/makrofajlarda (kalin ok) zayif derecede
boyanma. Bar 20 um. (C) C grubuna ait periton kesitinde endotelial hiicre yiizeyinde (ince
ok) zayif, fibroblast (ok basi) ve monosit/makrofajlarda (kalin ok) orta derecede boyanma.

Bar 20 pm.

5.TARTISMA



Son evre bobrek hastaliklarda siklikla kullanilan peritoneal diyalizde (CAPD)
rastlanilan en 6nemli problemlerden biri de enkapsiile peritoneal sklerozisdir (1). Enkapsiile
peritoneal sklerozisin en karakteristik bulgularindan biri peritoneal inflamasyonu takiben
gelisen fibrozistir (2). CAPD’nin majoér bir komplikasyonu olan peritonit durumunda
mezotelyal hiicreler inflamatuvar proges nedeniyle hasara ugramaktadir (128). Mezotelyal
hiicrelerin ugradigi siddetli hasarin bahsedilen bu peritoneal fibrozisi baslatan olay oldugu
disunulmektedir. Bunun sonucunda da ultrafiltrasyon kaybi ve dolayisiyla da verilen
tedavinin basarisiz olmasi durumu ortaya ¢ikmaktadir (1). Peritoneal inflamasyonu takiben
gelisen bu fibrozis, enkapsiile peritoneal sklerozisin en karakteristik bulgularindan biridir
(2). Yapilan arastirmalarda CAPD ve komplikasyonlarina, mezotelyal hiicrelerin sitokinler,
prostaglandinler ve fibrinolizis kaskadinda bulunan enzimleri salgilayarak aktif bir rol
oynadiklar gosterilmistir. inflamatuar progeste mezotelyal hiicreler graniilositlerden,
makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden salgilanan medyatorler ile stimile olurlar (128).
Mezotelyal hiicrelerin hiicresel fonksiyonlarini diizenleyen inflamatuar hormonlarin rolleri

hakkinda halen bilgilerimiz kisithidir.

Arastirmamizda daha dnceki arastirmalarda da enkapsiile peritoneal fibrozis modeli
olarak Mishima ve ark., Nishino ve ark., ve Mondello ve ark.’larinin (129) kullanmis oldugu
klorheksidin glukonat enjeksiyonu ile yapilan model benimsendi. Submezotelial kompakt
zonda kalinlasma, neovaskiilarizasyon, interstisyel 6dem ve fibrozis; inflamatuvar hicre
infiltrasyonlari, PAS ve MMP-2, TGF-B dizeyleri klorheksidin glukonat ile yapilmis olan
enkapsiile peritoneal fibrozis modellerinde inflamasyonu ve fibrozisi géstermek amaciyla
kullanilmis olan parametrelerdir (2, 177). Klorheksidin glukonat verilmesiyle bu
parametrelerin timinde artis gézlemlenmis ve inflamasyon ile fibrozis olusturdugu bu
sekilde gosterilmistir (2, 177). Biz de arastirmamizda inflamasyon ve sonucunda peritoneal

hasar ile beraber gelisen fibrozisi gostermek amaciyla bu parametreleri calistik.

Calismamizda, Ro ve arkadaslarinin  yapmis olduklari arastirmalarinda
gosterdiklerine benzer sekilde klorheksidin glukonat verilen B grubunda hayvanlarin
peritonunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda submezotelial kompakt zonda kalinlasma,

neovaskiilarizasyon, interstisyel 6dem, fibrozis ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu saptandi.

Bradikinin vazodilatasyona neden olan, vaskiler permeabiliteyi artiran inflamatuar
bir hormondur (3). Sentetik bradikinin enjekte edilen insan ve hayvan dokularinda

inflamasyonun 4 kardinal bulgusu olan kizarikhk, lokal isi artisi, sislik ve agri meydana gelir



(158). Kininler tarafindan olusturulan lokal vazodilatasyon ve inflamatuar hiperemi daha
sonrasinda da eksudasyon meydana gelmesine neden olur (159). Kinin reseptor alt
tiplerinin regiilatuar paternlerine uygun olarak, kininler normal dokulara enjekte edildiginde
B2 reseptorleri stimile ederler. Bundan dolayi, belli B2 reseptdr antagonistleri ve B2
reseptorleri olmayan transgenik farelerde, doku 6demi, peptidoglikan ile artrit olugturulmus
Lewis siganlarinda inflamasyonun sistemik bulgulari gibi inflamatuar cevabin belli yénlerinin
ortaya ¢ilkmasi engellenebilir (160). Ayrica, Arthus reaksiyonunda plazma ekstravazasyonu
(161) gibi inflamatuar cevabin belli yénleri 6nlenebilmistir. B2 reseptdr antagonizmasi, kafa
travmasi sonrasinda gelisen beyin 6demi ve herediter anjioédem gibi vazojenik 6demin belli
cesitlerinde de etkili olmaktadir. Herediter anjioddem olusturulmus C1 inhibitér gen
delesyonu yapilmis olan farelerde, artmis olan vaskiiler permeabilitenin B2 reseptor
antagonisti icatibant ile veya B2 reseptdr geninin genetik ablasyonu ile engellendigi
gosterilmistir  (164). Shigematsu ve ark. yapmis olduklari arastirmada yiksek
konsantrasyonlarda bradikinin’in, rat mezenterinde B2 reseptorlerinin aktivasyonu ve
platelet aktive edici faktor (PAF) ve PAF benzeri lipidlerin olusumu araciligi ile platelet

I6kosit agregasyonlarini ve |6kosit adezyonunu artirdigini géstermislerdir (165).

Bunlarin yani sira persistan inflamasyon modellerinde 6zellikle sitokin veya
mikrobiyal Grlinlerin verilmesiyle olusturulanlarda Bl reseptérlerinin 6n plana ¢ikmasi
sasirtici  degildir. Ateste, sepsisin sistemik komplikasyonlari ve sistemik inflamatuar
markerlarin hepatik ekspresyonlarindaki degisikliklerde bu 6zellikler arastirilmistir (166).
Son yayinlar sican pencesine uygulanan IL-1B enjeksiyonunun 6dem olusturan des-Arg9-
BK’ye karsi hayvanlarin pencelerini sensitize ettiklerini gostermistir (167). Bu durum
incelendiginde, platelet aktivasyon faktorinin, lokal TNF-a dretiminin ve notrofil
ekstravazasyonunun B1 reseptor ekspresyonundaki rol gésterilmistir. Benzer sekilde sican
pencesinde LPS ile olusturulmus B1 reseptor ekspresyonu da ayni yollari takip eder ve lokal
NF-kB aktivasyonu, IL-1B ile TNF-a formasyonunun rolleri icin kanitlar sunar (168). Alerjik
rinit, psoriatrik cilt gibi kronik inflamatuar dokularin klinik 6rneklerinde B2 reseptorlerinde

herhangi bir azalma olmadan B1 reseptorlerinin arttigi gosterilmistir (169).

Her kinin reseptor alt tipinin inflamatuar cevabin baska yonlerine sebep olup
olmadigl merak uyandiran bir konudur. B1 resept6r antagonistleri, antijen ile pulmoner
inflamasyon olusturulmus farelerde eozinofilleri sayisini azaltirken karbakole karsi olan
havayolu hiperreaktivitesini azaltamamaktadir (170). B2 reseptdr antagonisti icatibant ise

daha vyaygin etki gostererek hem eozinofil hem de mononikleer hicrelerin artisini



engellemis hem de havayollarinin hipersensitivitesini azaltmistir. Her ne kadar allerjen
nedeniyle ortaya cikan bronsial hiperreaktivite ile B1 reseptér mRNA artisi arasinda bir
paralellik ve des-Argl0-Hoe 140’'in belli bir takim tedavi edici etkileri gézlenmis olsa da
(171), klinik g¢alismalar hastalarda aerozol halindeki bradikinine karsi havayolu
hipersensitivitesi gozlenirken Lys-des-Arg9-BK’in boyle bir etkisi gdzlenmemistir (172).
Icatibant klinik arastirmalarda astim hastalarinda bazi anti-inflamatuar 6zellikler
gostermistir (173). Ancak ovalbumin’e karsi sensitize edilmis ve ovalbumin verilmis
farelerden alinan bronkoalveolar lavaj hiicreleri arasinda eozinofiller bulunmaktadir ve bu
eozinofillerdeki B1 reseptorlerine bagl des-Arg9-BK’e karsi verilen cevap, B1 reseptorlerinin
akciger inflamasyonundaki belli bazi etkileri oldugunu desteklemektedir (174). Bl
reseptorleri olmayan transgenik farelerin dokularinda nétrofil birikimi gibi inflamasyonun
bir takim sonuglarina karsi direngli olduklari daha ©nceden yapilimis c¢alismalarda
gosterilmistir (175). Ancak halen altta yatan mekanizma tam olarak aydinlatilabilmis
degildir. intravital mikroskopi kullanilarak fare mezenterinde, des-Arg9-BK’nin l6kositler
Uzerinde herhangi bir etkisi olmadigl ancak birlikte IL-1B verilmis olan mezenterlerde ise

notrofil rolling, adezyon ve emigrasyonuna neden oldugu gézlenmistir (176).

Peritoneal kavitede kininler ve bradikinin etkileri tGizerine yapilmis sinirli sayida da
olsa bir takim cahsmalar bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan ikisinde peritoneal kavitede
bradikininin peritoneal diyaliz temizlenmesini hizlandirdigi (9) ve peritoneal inflamasyon
gelisiminde rol oynadigl ve permeabiliteyi artirdigi bildirilmistir (10). Bu bilgilerden yola
cikarak Andre ve arkadaslarinin yapmis olduklari arastirmada bradikinin insan mezotelyal
hiicrelerinde konsantrasyona bagimli olarak intraseliler [Ca**]’u artirdigi ve bu etkisinin de
selektif B2 reseptor antagonisti olan HOE-140 verilerek reversibl olarak inhibe edildigini
gostermislerdir. Sonucta da bradikininin B2 reseptorleri araciligi ile intraseliiler [Ca®']

seviyesinde artisa neden oldugu sonucuna ulasmislardir (1). Boylece bradikininin, B2

reseptorleri araciligi ile peritonda hiicre diizeyinde etkileri oldugu gosterilmistir.

Damas ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmada carrageenin ile olusturulan
peritonit halinde olusan eksudada immiinreaktif kinin seviyeleri ilk iki saat icersinde tek bir
pik yapmis sonrasinda azalmis, kinin seviyeleri ise ylksekligini korumus ve 1-125 ile isaretli
albumin eksudasyonuna eslik etmistir. Yapmis olduklari kromatografide ise mevcut olan
kininlerin bradikinin oldugunu ortaya koymuslardir. Sonu¢ olarak da kinin sisteminin
carrageenin ile olusturulan inflamatuar reaksiyonlarin gelismesinde sorumlu temel faktor

oldugunu belirtmislerdir (178).



Bockmann ve arkadaslari tarafindan guinea domuzunda peritoneal makrofajlarinda
bradikinin reseptor varligi “binding studies” ve fosfolipaz C aktivasyonu ve intraseliler
kalsiyum konsantrasyonlari Uzerindeki etkileri ile gosterilmistir. “Binding” arastirmalari
spesifik, [3H]bradikinin’in ¢ozilebilir binding’i HOE-140 ile inhibe olurken bradikinin B1
reseptor antagonisti (des-Arg9[Leu8]bradykinin) tarafindan inhibe olmadigi bildirilmistir
(11). Yazar daha sonraki arastirmasinda bradikinin verilerek artan sitozolik serbest kalsiyum
konsantrasyonlarinin ve respiratuar patlama aktivasyonunun, bradikinin ile stimilasyondan
24 saat once verilen makrofaj kiltiirlerinde IL-1B ile daha da arttigini géstermistir (12). Yine
ayni yazar bir baska makalesinde ise bradikinin’in stperoksit radikali, arasidonik asit ve
prostaglandin E2 (PGE)'nin sekresyonunun, bradikinin B2 reseptorlerinin alt tipi araciligi ile
stimile edildigini ve bradikinin’in bu etkisinin HOE 140 ile tamamen inhibe oldugunu
bildirmistir (13). Arastirmaci bu arastirmalarini makrofaj kilturleri Gzerinde yapmis olup,

bradikininin peritoneal makrofajlar Gizerindeki sistemik etkisini in vivo olarak ¢alismamistir.

Damas ve Bockmann tarafindan ortaya konan bradikininin periton Uzerindeki
inflamatuvar etkilerine paralel bir bicimde bizim arastirmamizda da klorheksidin glukonat
verilerek olusturulan inflamasyon halinin, bradikinin verilen C grubunda daha da arttigi
gosterilmistir. Ozellikle neovaskiilarizasyon ve PMNL hiicre infiltrasyonundaki artis dikkat
cekiciydi. inflamatuvar progeste mezotelyal hiicreler granuiilositlerden, makrofajlardan ve
endotelyal hiicrelerden salgilanan medyatorler ile stimile olurlar (128) ve bu medyatorler
aracihg ile fibrozis mekanizmasi stimiile olur. Bu nedenle PMNL hiicre infiltrasyonundaki

artisin galistigimiz peritoneal fibrozis modelinde fibrozisi artirabilecegini diistindirdd.

Ote yandan yapilan bir takim arastirmalarda bradikininin inflamatuar
etkilerinin yani sira gesitli dokularda antifibrotik etkilerinin de oldugu gosterilmistir.
Schanstra ve ark. (5)’nin yapmis oldugu arastirmada unilateral iireteral obstriiksiyon
olusturulmus B2 reseptorii olmayan transgenik (B-/-) farelerde (B2+/+) farelere
kiyasla renal tiibiilointerstisyel fibrozisin anlamli derecede fazla oldugu
gosterilmistir. (B2-/-) farelerde daha az plazminojen aktivatér (PA) aktivitesinin
oldugu, beraberinde MMP-2 aktivitesinin de azaldigi gozlenmis ve iireteral
obstriiksiyon olusturulmus B2 reseptorii olmayan transgenik (B-/-) farelerde
tiiblilointerstisyel fibrozisinin azalmasinin buna bagli oldugu diisliniilmistiir. Tiibtiler
hiicrelere dnceden verilen TNF-a ve IFN-y gibi proinflamatuar faktorler bradikinin
araciligiyla PA aktivitesini artirmis ve spesifik B2 reseptor antagonisti olan HOE-

140 verilerek artan PA aktivitesi inhibe edilmistir. Bir bagka grup hayvanin doku



kallikrein  geninin ekspresyonu artirilarak endojen bradikinin ekspresyonu
artirlmigtir. Transgenik bu ratlarda, B2 reseptdr antagonisti verilerek ortaya ¢ikan
antifibrotik etkiler inhibe edilmistir.

Okada ve ark. (6)’nin yapmis oldugu bir bagka arastirmada ise siklosporin A
nefropatisi olusturulmus ratlarda yine bradikinin’in renal tiibiilointerstisyumunda
genel bir kollajenolize neden oldugu ancak bu etkinin tPA’y1 etkilemeden B2
reseptorii araciligr ile PAI-I ekspresyonunu azaltip, plazminin ve MMP-9’un
aktivitesini artirmasi ile oldugunu bildirilmistir.

Zhang ve ark. (7)’nin tuz yliklemesi ile renal fibrozis meydana getirdikleri
ratlarda verilen doku kallikreininin NO ve cGMP seviyelerini artirirken, tuz
nedeniyle ortaya c¢ikan nikotinamid adenin diniikleotid/nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADH/NADPH) oksidaz aktivitesini, siiperoksit iiretimini, TGF-
B1 mRNA ve TGF-B1 immun boyanma oranlarini azalttigini1 gostermislerdir.

Karacigerde hepataseliiler hasar ve fibrozis lizerine yapilan bir arastirmada,
Sancho-Bru ve ark. (8) fibrotik karacigerlerde BK reseptor sayisinin arttigini
gostermisler ve bradikinin’in fibrojenik hepatik stellat hiicrelerinde gegici olarak
[Ca?*]’u arttirdigini, prokollajen-al, TGF-B gen ekspresyonunu azalttigini ve MMP-
2 aktivasyonunu arttirdigini bildirmiglerdir.

Bradikininin antifibrotik etkilerini arastiran bu c¢alismalarda kullanilan TGF-
B, PAI-1 ve MMP’lerin enkapsiile peritoneal fibrozisin yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerindeki rolii daha 6nce yapilmis olan klorheksidin glukonat ile meydana
getirilen peritoneal fibrozis modellerinde gosterilmistir (2,129,177,179). Yukarida
bahsedildigi iizere, bradikininin antifibrotik etkisinin arastirilmis oldugu
caligmalarda, bradikininin fibrozisi Onleyici etkisini bu parametreler iizerinden
meydana getirdigi gosterilmistir. Bu nedenlerden dolayr bu parametreleri,
bradikininin inflamatuvar etkisinin yaninda ayrica peritoneal fibrozis modelinde
antifibrotik bir etkinliginin olup olmadigini arastirmak amaciyla ¢alistik.

Bu parametrelerden TGF-B peritoneal fibrozisin direkt gostergelerinden birisidir
(177). Klorheksidin glukonat olusturulmus peritoneal fibrozis modellerinde TGF-B’nin
seviyesinin peritoneal dokularda artis gosterdigi tespit edilmistir (2, 129, 177, 179). Dahasi,
TGF-B gen transferinin peritonda kalinlasmaya ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonuna ve
submezotelyal kompakt zonda neovaskilarizasyona neden oldugu gosterilmistir (180).

Bizim arastirmamizda da B grubunda subepitelyal kompakt zonda endotelyal hiicrelerin,



fibroblastlarin ve monositler ile makrofajlarin yiizeylerinde TGF-B boyanma miktari kontrol
grubuna kiyasla artis gosterdi. Zhang ve ark.’nin renal fibroziste, Sancho-Bru ve ark.’nin
hepatik fibroziste gosterdiklerinin  aksine, ©zellikle endotelyal hiicrelerde ve
fibroblastlardaki TGF-B immiinhistokimyasal boyanma miktari sistemik olarak bradikinin
verilen hayvanlarda daha da artis gosterdi. Bununla birlikte hemotoksilen-eozin
boyamalarinda gosterilen submezotelyal kompakt zondaki neovaskiilarizasyon ve PMNL

infiltrasyonu da TGF-B artisiyla 6rtiismekteydi.

inflamasyondan fibrozise geciste anahtar medyatérler olan MMP’ler klorheksidin
glukonat sican modellerinde arastirilmistir ve peritoneal hasarla birlikte aktive olduklari
gosterilmistir (137). Klorheksidin glukonat verilen sigcanlarda MMP-2 inhibisyonunun ve
metalloproteinaz doku inhibitorlerinin submezotelyal kalinlasmayi, tip 1 kollajen, TGF-B ve
a-SMA’yi (alpha-smooth muscle actin) azalttigi gosterilmistir (138). Calismamizda incelenen
orneklerde kontrol grubunda sadece fibroblastlarda, B grubunda submezotelyal kompakt
zonda endotel hiicre ylizeyinde zayif olarak boyanma gosterirken, bradikinin verilen grupta
farkli olarak sadece endotel hiicre ylzeyinde degil ayni zamanda fibroblastlar ve
makrofajlarda da boyanma gozlendi. Bu iki hiicre ¢esidinde sadece bradikinin verilen grupta
boyanma gorilmesi, artan inflamatuvar yanita sekonder olarak peritoneal dokuda MMP-2
diizeyinde artis gelistigi seklinde yorumlandi. Sancho-Bru ve ark.’nin yapmis oldugu
arastirmada sistemik olarak verilen bradikininin MMP-2 miktarini artirarak hepatik stellat
hicrelerin ~ fibrinolitik  etkilerini  artirabilecegini  savunmuslardir.  Halbuki, yapilan
arastirmalarda artan peritoneal MMP-2 seviyesinin fibrozisi artirdigini gésterilmistir (177,
138). Arastirmamizda bradikininin peritonda MMP-2 seviyesini dogrudan artirici etkisi
oldugunu séylemek miimkin olmamakla birlikte artirmasi durumunda bile bunun fibrozisi

artiracag asikardir.

Fibrinolizis progesi, makrofajlar ve peritoneal kaviteyi saran mezotelyal hiicreler
tarafindan dretilen plazmin isimli enzim tarafidan yaratdlir (31). Plazmin, inaktif substrat
plazminojenden doku tipi plazminojen aktivator ve lirokinaz benzeri plazminojen aktivator
tarafindan olusturulur. Buna karsilik tPA, PAI-1 ile dengenin korunabilmesi igin inhibe edilir.
Ancak inflame peritoneal dokuda peritoneal plazminojen aktivatorlerin aktivitesi 6nemli
oranda azalmistir. Bunun nedeni kismen PAI konsantrasyonunun artmasidir ve sonucunda
da fibrinolitik kapasite azalmasina yol acarak adezyon formasyonu ortaya ¢ikar. Sulaiman ve
ark. (113) plazminojen aktivatéri olmayan transgenik farelerde, kronik inflamatuvar

hadiselerin daha fazla adezyon olusumuna sebep oldugunu gostermislerdir. Ayrica periton



diyaliz hastalarinin serumlarinda distk tPA ile artmis PAI-1 seviyeleri gosterilmistir (181).
Dahasi, in vitro yapilmis bir arastirmada TGF-f stimiilasyonu ile mezotelyal hiicrelerin PAI-1
Urettikleri gosterilmistir (182). Calismamizda B grubunda submezotelyal kompakt zondaki
endotelyal hilicre vyizeyinde, fibroblastlarda, monosit ve makrofajlarda boyanma
gozlenirken, C grubunda sadece endotelyal hiicrelerde zayif boyanma goézlendi. Sonug
olarak, bradikinin verilen grupta PAI-1 seviyesinde azalma gozlendi. Boylelikle, Okada ve
ark.’nin renal fibrozis lizerinde yapmis oldugu arastirmada bulduklarina benzer sekilde

bradikininin inflame peritonda PAI-1'i azalttigini gosterdik.

Onceden bahsedildigi gibi Béckmann ve arkadaslar tarafindan guinea domuzunda
peritoneal makrofajlarinda bradikinin reseptor varhigr ve hicresel diizeyde etkileri ve yine
ayni arastirmaci tarafindan bradikininin B2 reseptorleri araciligl ile stiperoksit radikali,
arasidonik asit ve prostaglandin E2 sekresyonunu stimiile edildigi gosterilmistir. Ancak yazar
bu arastirmalarini makrofaj kiltlrleri Gzerinde yapmis olup, bradikininin peritoneal
makrofajlar tizerindeki sistemik etkisini in vivo olarak calismamistir. Ote yandan bébrekte ve
karacigerde bradikininin antifibrotik etkilerini godsteren arastirmalar bu etkinin B2
reseptorleri aracihgl ile oldugunu bildirmektedir (5, 6, 8). Yaptigimiz arastirmalarda
klorheksidin glukonat verilerek peritoneal inflamasyon ve sonucunda da fibrozis gelistilen
modellerde peritonda in vivo olarak B2 reseptorlerinin gosterilmedigini saptadik. Bu
nedenlerden dolay! sistemik olarak verilen bradikininin etkisinin, peritonda var olan B2
reseptorleri nedeniyle gelisip gelismediginin gosterilmesi 6nem tasimaktaydi. Klorheksidin
glukonat ile gelisen inflamasyonla birlikte subendotelyal kompakt zonda fibroblastlar,
endotelyal hiicrelerde bradikinin reseptorlerinin arttigi ve sonucunda da sistemik olarak
verilecek bradikinine olan duyarlihgin da arttigi gosterildi. C grubu ile B grubu arasinda ise
bradikinin reseptorlerinin oranlari arasinda fark olmamasi nedeniyle devamli inflizyon
seklinde verilen bradikininin, reseptoérlerinin diizenleyici sistemler ile sayilarinin azalmayip

fizyolojik olarak etkilerini devamli gosterdigi anlasildi.

Son olarak arastirmamiza proinflamatuvar ve bazi dokularda antifibrotik etkileri
oldugu bilinen bradikininin, klorheksidin glukonat verilerek peritoneal inflamasyon
olusturulan hayvanlarda peritoneal fibrozis agisindan net etkisi degerlendirdik. B grubuna
kiyasla C grubunda, hemotoksilin-eozin boyamalarinda goézlenen submezotelyal kompakt
zondaki kalinlasma, neovaskiilarizasyon ve PMNL infiltrasyonunda artisin yani sira fibrozisin
de anlamli derecede artis gosterdigini saptadik. Fibrozisin daha iyi gozleyebilmek igin

yapilan PAS boyamalarinda da benzer sekilde fibroziste artis oldugu teyit edildi.



6. SONUC VE ONERILER

Bu calismamizda klorheksidin glukonat ile enkapsiile peritoneal sklerozis
olusturulan ratlarda gelisen peritoneal fibrozis tzerine bradikininin etkisini arastirdik. Bu
amagla, peritoneal doku ornekleri hematoksilen-eozin ve PAS boyalarinin yani sira
bradikinin B2, TGF-f1 ve MMP-2 immiinhistokimyasal boyalari ile histopatolojik

degerlendirme yaptik.
Sonug olarak;

1) Mezotelyal hiicrelerin sayi ve sekilleri acisindan B ve C gruplari arasinda
anlamli bir fark saptanmad..

2) Submezotelyal kompakt zonda kalinlasma, neovaskilarizasyon ve fibrozis C
grubunda B grubuna gore daha fazla iken, interstisyel 6dem acisindan fark saptanmadi.

3) Submezotelyal kompakt zonda inflamatuvar hiicre infiltrasyonlari agisindan yapilan
incelemede, B grubuna goére C grubunda PMNL hiicre infiltrasyonu daha fazla iken
monosit/makrofaj infiltrasyonu agisindan ise fark yoktu.

4) PAS boyamalarinda da C grubunda fibrozis B grubuna kiyasla daha siddetli iken
fibrin ve bazal membran kalinligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

5) MMP-2 imminhistokimyasal boyamalarda C grubunda B grubuna kiyasla
fibroblastlardaki ve monosit/makrofajlardaki boyanma B grubuna gore daha fazlayken
endotelial hiicre ylzeyinde istatiksel fark gézlenmedi.

6) TGF-B1 imminhistokimyasal boyamalarda, C grubunda submezotelial kompakt
zonda fibroblast ve endotelial hiicre ylizeyindeki boyanma, B grubuna goére artmis iken
monosit/makrofajlarda ise fark gozlenmedi.

7) PAI-1 imminhistokimyasal boyamalarda C grubunda B grubundan farklh olarak
submezotelial kompakt zondaki fibroblast ve monosit/makrofajlarda daha az boyanma

gozlenirken, mezotelial hiicrelerde ve endotelial hiicre ylizeylerinde ise fark gdzlenmedi.



8) Bradikinin B2 immiinhistokimyasal boyamalarda, B ve C gruplarinda kontrol
grubuna, submezotelial kompakt zonda fibroblastlar, endotelial hiicre vyizeyi ve
monosit/makrofajlarda daha fazla boyanma gozlenirken, bu iki grup arasinda herhangi bir
fark gézlenmedi.

Sonug olarak, bradikinin enkapsiile peritoneal fibrozis olusturulmus olan sicanlarda,
proinflamatuar ve ayni zamanda da antifibrotik etkileri bir arada géstermistir. Ancak daha
once de gosterildigi gibi B2 reseptorleri ve muhtemelen de Bl reseptorleri araciligl ile
olusturdugu proinflamatuar etkileri B2 reseptorleri araciligl ile olusturdugu antifibrotik
etkilere kiyasla daha fazla olup net verilere bakildiginda fibrozisi artirici bir etkisi oldugu
gozlendi. Bradikinin reseptorlerinin peritoneal fibrozis (izerindeki etkilerinin daha iyi
anlasilabilmesi icin reseptorlere spesifik bradikinin agonist ve antagonistleri ile daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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