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OZET

PEROKSIZOM PROLIFERATOR AKTIVE RESEPTOR-y AGONISTi
PiOGLITAZON’UN ENKAPSULE PERITONEAL FiBROZiS MODELINDE
PERITON MEMBRANI UZERINE OLAN ETKIiLERI

Funda Saglam

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi

I¢ Hastaliklar1 A.B.D. Nefroloji B.D

Yazisma Adresi: DEUTF I¢ Hastaliklar1 A.B.D Nefroloji B.D Balgova/ IZMiR
Elektronik posta: funda.saglam@deu.edu.tr

Giris: Periton fibrozisi siirekli ayaktan periton diyaliz tedavisinin (SAPD) sonlandirilmasinda
onemli bir nedendir. Giiniimiizdeki kanitlar periton fibrozisinin geligmesinde matriksin asir1
iiretiminin sorumlu olabilecegini diislindiirmektedir. SAPD’li hastalarda gelisen periton
fibrozisinin tedavisi yiiz giildiiriicii degildir. Agizdan anti-diyabetik ilaglarin yeni bir smifi
sayilan tiazolidinedionlar (TZD), niikleer reseptér hormon ailesinin iiyesi olan peroksizom
proliferator aktive reseptor-y (PPAR-y)’y1 uyarmaktadirlar. In vitro g¢aligmalarla, PPAR-
aktivatorlerinin hiicre dis1 matriks yapimini, TGF-f, tip 1 kollajen, fibronektin ve MMP-9
basta olmak ilizere MMP sentezini de baskiladigi ortaya konmustur. PPAR etkinliginin,
plazminojen aktivator inhibitor (PAI-1) ve TGF-B sentezini baskilayarak glomeruler hiicre
artigint azalttig1 gosterilmistir Peritonda ya da periton fibrosis modelinde PPAR-y ve
agonistlerinin islevi iyi bilinmemesine karsin, insan periton mezotel hiicrelerinde PPAR-y
bulundugu ve agonistlerinin TGF- 31 yapimini azalttig1 gdsterilmistir

Amac: Klorheksidin ile olusturulan periton fibrozisinde pioglitazonun fibrozis lizerine olan
etkisini belirlemek ve periton dokusundaki MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 ve TGF- B’yi
baskilayarak yapimi lizerine etkisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 32 adet Wistar albino sican alindi. Periton fibrozisi olusturmak
icin %0,1’°lik klorheksidin (KH) kullanildi. Siganlar 4 gruba ayrildi: Grup 15 SF grubu, Grup
2; SF+Pioglitazon grubu, Grup 3; KH grubu, Grup 4; KH+Pioglitazon grubu. Model i¢cin KH
ve tedavil4 giin boyunca uyguland1 .Si¢canlar sakrifiye edildi ve paryetal periton i¢in karin 6n

duvarindan ve visseral periton i¢in karacigerden 6rnekler alind1.
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Bulgular: KH ile olusturulan periton fibrozisi modelinde, pariyetal ve visseral peritonda
enflamasyon, periton zarinda kalinlik artis1 ve fibrozis yiizdesinde anlamli bir artma saptandi.
Pioglitazon tedavisi uygulanan grupta KH grubu ile karsilastirildiginda, enflamasyon
skorunda, periton zar1 kalmhgi ve fibrozis yiizdesinde anlamli bir azalma oldugu
gosterilmistir. KH grubuna Pioglitazon tedavisi verildiginde pro-MMP-2 ve pro-MMP-9’da
anlamli bir baskilanma saptanmistir. Pioglitazon tedavisi EPS modelinde TIMP-1 ve TGF-§
etkinliginde de anlaml1 bir baskilanma saglamstir.

Sonug: Sonug olarak; PPAR- y agonisti pioglitazon, deneysel EPS modelinde jelatinazlar1 ve
TGF-B’y1 baskilayarak, periton zar1 enflamasyonunu, periton duvar kalinligini ve fibrozisi
tyilestirmistir.

Bu bulgular 1s18inda, diyabetik nefropati iliskili SDBY hasta sayisinin hizla arttig1 goz
onlinde bulunduruldugunda, bu hasta grubunda uygulanabilecek tiazolidinedion tedavisinin
kalp damar sagligi yani sira, periton islevi ilizerine de olumlu etkisinin olabilecegi
diistiniilebilir. Risk altindaki hastalarda, pioglitazonun bu potansiyel etkisi, nadir ancak
olimctil bir komplikasyon olan EPS’nin Onlenmesi ya da tedavisinde g6z oniinde

bulundurulmalidir.

Anahtar kelimeler: Matriks metaloproteinazlar (MMP’ler), doku matriks protein inhibitorleri

(TIMP’ler), Pioglitazon, periton fibrozisi
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SUMMARY

PIOGLITAZONE REDUCES PERITONEAL FIBROSIS VIA INHIBITION OF TGF-
B, MMP-2 AND MMP-9 IN A MODEL OF ENCAPSULATING PERITONEAL
SCLEROSIS

Funda Saglam, MD.
Department of Nephrology, School of Medicine, Dokuz Eyliil University [zmir
Address for correspondence: DEUTF I¢ Hastaliklar1 A.B.D. Nefroloji B.D.Balgova/ IZMIR

e-mail: funda.saglam@deu.edu.tr

Introduction: Peritoneal dialysis (PD) is an established renal replacement therapy modality
in end-stage renal disease (ESRD) patients. Although, after long-term treatment, peritoneal
fibrosis (PF) results as a serious complication in some patients, causing membrane failure.
Long term and progressive fibrosis may lead to encapsulating peritoneal sclerosis (EPS), the
irreversible sclerosis of both visceral and peritoneal peritoneum which is associated with the
symptoms of ileus and is life threatening. It is well known that increased production of ECM
and decreased production of matrix-degrading proteinases (MMPs) results with the
cumulation of ECM leading to fibrosis. Thiazolidinediones (TZDs), synthetic peroxisome
proliferator-activated receptor (PPAR)-y ligands, having central role in insulin sensitization
and adipogenesis and used extensively in patients with diabetes, are involved in the
inflammatory cascade and reduce inflammation and fibrosis due to their ability to down-
regulate proinflammatory gene expression and inflammatory cell functions.

Objective: We investigated the effects of pioglitazone on fibrosis, tissue TGF-f, MMP-2 and
MMP-9 activation in an experimental model of EPS.

Method: The EPS model was induced by the injection of 0.1% CG and 15% ethanol
dissolved in saline (3ml) for 14 days intraperitoneally (IP). A total of 32 female Wistar albino
rats were randomized to four groups. Group 1 (n:8); the control (C) group, received 0.9%
saline, group 2 (n:8); the pioglitazone (Pio) group, received pioglitazone and 0.9% saline,
group 3 (n:8); the encapsulating peritoneal sclerosis group, received intraperitoneal
chlorhexidine gluconate (CG), group 4 (n:8); the treatment group, received CG and
pioglitazone (CG+Pio). Pioglitazone (30mg/kg) was administered daily (group Pio and
CG+Pio) by gavage for 14 days.
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Results: In the EPS group, all rats developed parietal and visceral peritoneal inflammation
and fibrosis. The treatment group (CG+Pio) showed significant reduction in parietal and
visceral peritoneal inflammation and submesothelial tickness as well as fibrosis. Rats with
EPS receiving Pioglitazone demonstrated a similar visceral peritoneal inflammation score
with the control groups (C, Pio). pro-MMP-2 was importantly supressed by pioglitazone
treatment in EPS. Pioglitazone itself (Pio) induced pro-MMP-2 supression. Both EPS and
treatment groups had a significant higher MMP-2 activity than the controls. Pro-MMP-9 level
in the EPS group was higher when compared with the controls (C and P). Pioglitazone
treatment showed a significant pro-MMP-9 supression. When compared with controls (C,
Pio), TIMP-1 level was higher in the CG group. Pioglitazone treatment significantly
supressed TIMP-1 level. However the TIMP-1 activity in the treatment group was still higher
than the control groups (C, Pio). The EPS model resulted with an induction of TGF-§ level
and Pioglitazone treatment provided a significant reduction of TGF-f level.

Conclusion:

Considering statistically significant decrease in peritoneal inflammation, submesothelial
tickness as well as fibrosis, along with decreased pro-MMP-2, pro-MMP-9, TIMP-1 and
TGF- B activation in pioglitazone treated group, it seems pioglitazone, via MMP and TGF- 3
inhibition, may lessen accumulation of peritoneal ECM and fibrosis to some extent in an EPS

model.

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

metalloproteinase (TIMP’s), Pioglitazone, peritoneal fibrosis
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Peroksizom Proliferator Aktive Reseptor-y Agonisti Pioglitazon’un
Enkapsiile Peritoneal Fibrozis Modelinde

Periton Membram Uzerine Olan Etkileri

Giris ve Amag

Periton diyalizi (PD), 30 yil1 agkindir son donem bobrek yetmezliginde etkili bir tedavi
secenegi olarak kullanilmaktadir. PD temel olarak, sivi igeren iki kompartmani ayiran bir zar
(periton zar1) araciligiyla su ve soliitlerin taginmasina dayanir. Bu iki kompartman, peritoneal
kapillerlerdeki kan ve periton boslugundaki diyaliz soliisyonundan olugmaktadir. Periton
membranidan kiiciik molekiil agirliklt soliitlerin taginmasi, etkili peritoneal yiizey alanina
baglidir. Zaman i¢inde periton zarinda gelisen degisiklikler, periton diyalizinin
sonlandirilmasina neden olmaktadir. Periton diyaliz etkinliginin azalmasinin en 6nemli
nedenlerinden biri ise periton fibrozisidir (1).

Periton zar1, periton boslugunu smirlayan serdz bir zardir. Uzerinde ince ve kaygan bir
stvi tabakasinin eslik ettigi, mikrovilliisler iceren mezotel hiicrelerinden olugmaktadir.
Mezotelyal dokunun altinda; kilcal damarlar, lenfatikler, kollajen ve diger lifleri iceren
matriksten olusan interstisyum bulunur (2).

Periton zarinda sik goriilen islevsel yetersizliklerden birisi de ultrafiltrasyon
yetersizligidir. Bu durum, PD tedavisinin siiresi ve periton zarinda meydana gelen yapisal
degisikliklerle iliskilidir. Uzun siireli PD tedavisi goren hastalarin periton zari yapisindaki
degisiklikler, bu hasta grubunda ciddi komplikasyonlardan birisi sayilan enkapsiile periton
skleroza (EPS) ilerleyebilir. Uzun siireli PD hastalarinin periton zar1 bulgulari; mezotel alt1
dokuda ciddi kalinlasma, mezotel hiicre kaybi ve vaskiilopati ile seyreden yeniden
damarlanmay1 igermektedir (3). Bu hastalarda; periton zar1 soliit tasinmasindaki degisiklikler,
siklikla damarsal alandaki artis ve vaskiilopati sonucudur. Peritonun yeniden damarlanmasi ve
vaskiilopati, su ve soliit taginmanin diizenlenmesinde baskin rol oynamaktadir. Damarsal
degisikliklerin fibrozis gelisimi iizerindeki rolleri ise heniiz iyi bilinmemektedir.

Yakin zamanda, si¢anlara periton i¢i klorheksidin glukonat (KH) uygulanimi ile periton
sklerozu modeli olusturulmustur (4). Sican peritonuna transforming growth factor-beta (TGF-
B) gen transferi yapildiginda, periton zarinin kalinlastigi, mezotel alt1 sik1 dokuda yangisal

hiicrelerin ve kilcallarmn arttig1 gosterilmistir (5). Yine ayni fibrosiz modeline, anti-VEGF
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(vascular endothelial growth factor) antikorunun, damarlanma ve makrofaj gociinii azaltarak
interstisiyel fibrozisi azalttig1 gosterilmistir. Bu nedenle, kronik yangi ve periton fibrozisi
patogenezinde makrofaj infiltrasyonu ve yeniden damarlanmanm asil rol oynadigi
diisiiniilebilir.

TGF-p, hiicre dig1 matriks olusumunda 6nemli isleve sahip olup, hiicre dis1 protein
sentezinde artiga, yikiminda ise azalmaya neden olur. TGF-B, doku tamirinde hayati 6neme
sahiptir. Ancak asir1 etkinlik durumunda fibrozise neden olmaktadir (6).

Periton fibrozisi deneysel modellerini ve EPS hastalarmi inceleyen yakin zamanli
caligmalarda, periton sivisi ve dokusunda matriks metaloproteinaz (MMP) aktivitesinde,
ozellikle de MMP-2 ve MMP-9’da artis oldugu gosterilmistir (7). MMP-2, baslica
fibroblastlardan, epitelyal hiicrelerden ve makrofajlardan sentezlenirken, MMP-9
notrofillerden salgilanmaktadir (8,9). MMP’ler hiicre dist matriks yikimini saglayan notral
endopeptidazlar olup hiicresel ¢ogalmanm yangisal ve fibrotik fazlarinda rol oynarlar.
MMP’ler substrat 6zelliklerine gore siniflandirilirlar. MMP-1 (interstisiyel kollajenaz) tip 1
kollajenin yikimindan sorumlu iken MMP-2 ve -9 (jelatinaz A-B) tip 4 kollajenin (peritonun
hiicre dis1 matriksinde bulunur), MMP-3 ise (stromelizin) tip 4-5 kollajen ve proteoglikanlarin
yikimindan sorumludur. MMP etkinligi; dokularda enzime 6zgiil ve dogal olan doku matriks
protein inhibitdrleri (TIMP’ler) ve a-makroglobiilin tarafindan baskilanir. Dort farkli TIMP
tanimlanmistir (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4). TIMP’ler ve MMP’ler arasindaki denge
hiicre dis1 matriks depolanmasi ve yikimi arasindaki dengede anahtar rol oynar (10).

MMP’lerin ve TIMP’lerin periton mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve makrofajlar
tarafindan uretildikleri gosterilmistir. Peritonda MMP-2, MMP-3 ve MMP-9, TIMP-1 ve
TIMP-2 aktivitesinin belirgin oldugu gosterilmis ve periton yangisinda peritondaki fibroblast
/miyofibroblast ve makrofaj gibi stromal hiicrelerde dikkate deger Olciide MMP-2 artisi
gosterilmistir. Yapilan farkli caligmalarda periton fibrozisinde ve peritonitler sirasinda periton
stvisinda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 artig1 gosterilmistir (11, 12).

MMP baskilayicilari ile periton fibrozisinde iyilesmenin oldugunu gdsteren az sayida
caligma bulunmaktadir.

Agizdan anti-diyabetik ilaclarin yeni bir smifi sayilan insiilin duyarliligmi artiran
tiazolidinedionlar (TZD), niikleer reseptér hormon ailesinin {iyesi olan peroksizom
proliferator aktive reseptor-y (PPAR-y)’y1 uyarmaktadirlar (13). TZD’lar, PPAR-y icin

agonistik etki gostermekte ve PPAR-y’ya baglanarak 0zgiil genlerin sentezlenmesini
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diizenlemektedirler. Bir¢ok dokuda metbolik yollarin diizenlenmesinde anahtar rol oynarlar.
Yag asidi oksidasyonu, adiposit diferansiasyonu, insiilin duyarlili§i, metabolik sendom ve
benzeri durumlarda yangisal yanitta gorev alirlar. Deneysel calismalarda, PPAR’mn {i¢
izoformunu (a, B, y) etkinlestiren ligandlarin yangi baskilayici etkileri gosterilmistir.

In vitro ¢aligmalarla, PPAR-aktivatorlerinin hiicre dis1 matriks yapimini, TGF-f, tip 1
kollajen, fibronektin ve MMP-9 basta olmak iizere MMP sentezini de baskiladig1 ortaya
konmustur. PPAR etkinliginin, plazminojen aktivator inhibitor (PAI-1) ve TGF-B sentezini
baskilayarak glomeruler hiicre artisin1 azalttigi gosterilmistir (14). Bir TZD olan
Pioglitazonun tubiiler albumin geri emilimini artirarak proteiniiriyi azalttig1, fibrosis Onciisii
monosit kemoatraktan protein-1 ve TGF- B1 yapimini baskiladigi gosterilmistir (15). Yine
TZD ailesinden Troglitazonun, streptozosin iliskili diyabet modelinde, hiicre dig1 matriks
protein (fibronektin ve tip 4 kollajen) ve TGF- B1 yapimini azalttif1 gosterilmistir (16).
Peritonda ya da periton fibrosis modelinde PPAR-y ve agonistlerinin islevi iyi bilinmemesine
karsin, insan periton mezotel hiicrelerinde PPAR-y bulundugu ve agonistlerinin TGF- B1
yapimini azalttig1 gosterilmistir (17, 18).

PPAR-y agonistlerinin, kimyasal peritonit (EPS) modelindeki etkisiyle ilgili literatiirde
yakin zamanda yayinlanan tek bir calisma vardwr. Bu c¢aligmada, roziglitazonun EPS’de
fibrozisi azalttig1 gosterilirken, bunu hangi yolak iizerinden gerceklestirdigi arastirilmamistir
(19).

Onceki bulgulardan da yola ¢ikarak, PPAR-y agonistlerinin, kimyasal peritonit (EPS)
modelinde, MMP-2, MMP-9 ve TGF- B’yi baskilayarak fibrozisi azaltabilecegi hipotezi

ortaya konulabilir.

Amag:
Klorheksidin ile olusturulan periton fibrozisinde pioglitazonun fibrozis iizerine olan
etkisini belirlemek ve periton dokusundaki MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 ve TGF-

yapimui iizerine etkisini arastirmaktir.
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Genel Bilgiler

Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY):

Kronik bobrek yetmezligi; bobrek islevlerinin ilerleyici ve geri doniisiimsiiz kayb1 olarak
tanimlanir. Bobrek hasarlanmasina bagl olarak glomertiler filtrasyon hizinmm (GFH) ¢ ay
veya daha uzun siire 60 ml/dk’nin altinda olmasidir.

KBY, K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative) kilavuzuna gore bes
evreye ayrilmaktadir (20).

Evre 1: GFH normal veya artmig, ancak mikroalbliminiiri/proteiniiri, hematiiri veya bobrekte

histolojik degisiklikler gibi bobrek hasarlanmasinin bazi kanitlar1 vardir. (=90 ml/dk/1,73 m?)

Evre 2: GFH 1liml derecede azalmistir (60-89 ml/dk/1,73 m?)
Evre 3: GFH orta derecede azalmistir (30-59 ml/dk/1,73 m?)
Evre 4: GFH ciddi derecede bozulmustur (15-29 ml/dk/1,73 m?)
Evre 5: Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) (< 15 ml/dk/1,73 m?)

Evre 5 KBY hastalarinin yasamlarini siirdiiriilebilmeleri i¢in bdbrek yerine koyma
tedavisine gereksinimleri vardir (21).

Diyaliz, yar1 gegirgen bir zar araciligi ile hastanin kani1 ve uygun diyaliz soliisyonu
arasinda sivi-soliit degisimini temel alan bir tedavi seklidir. Sivi soliit hareketi genellikle
hastanin kanindan diyalizata dogru olur. Diyaliz isleminde difflizyon ve ultrafiltrasyon
kurallar isler (22).

Diyaliz tedavisi hemodiyaliz ve periton diyalizi tedavisi olarak iki sekilde yapilabilir.

Periton Diyalizi Tedavisi:

PD temel olarak, siv1 igeren iki kompartmani ayiran bir zar (periton zar1) araciligiyla su
ve soliitlerin taginmasina dayanir. Bu iki kompartman, peritoneal kapillerlerdeki kan ve
periton boslugundaki diyaliz soliisyonudur. Diyalizer olarak islev géren periton zarinin farkl

yapida delikleri, heterojen ve yar1 gecirgen 6zellikleri vardir.
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Periton Diyaliz Yeterliligi:

Periton diyalizinde amag birikmig atik iirlinlerin ve asir1 sivinin uzaklastirilmasidir. Bu
nedenle diyaliz yeterliliginde bu iki gostergenin degerlendirilmesi gerekmektedir. Periton
membranimndan kiiciik molekiil agirlikli soliitlerin taginmasi, etkili periton ylizey alanina
baglidir (23). Klinik ve deneysel caligmalar, etkili periton yiizey alani artigiyla, kiigiik molekiil
agirhikli soliitlerin gecislerinin arttigimi ve sonugta ultrafiltrasyon (UF) yetersizligi gelistigini
gostermistir (24). UF yetmezligi, PD tedavisinin birinci yilinda %3, altinc1 yil sonunda ise
%31 sikliginda goriilmektedir. UF yetmezligi sonucunda; yiiksek glukoz yogunluklu
soliisyonlar kullanilmasima karsin kuru agirliga ve normal kan basincina ulasilamaz, ciddi tuz

kisitlamasina karsin semptomlar devam eder, hemodiyaliz tedavisine gegis gerekebilir (25).

Periton Zar:

Periton; barsaklar1 ve diger i¢ organlar1 orten visseral periton ve karmn duvarini orten
pariyetal peritondan olusan serdz bir zardir. Biiyiikliigii yaklasik olarak viicut yiizey alanma
esittir ve 1-2 m? civarindadir. Visseral periton; peritonun %80 nini olusturur, siiperior
mezenterik arterden beslenir ve vendz doniisii portal sisteme olur. Pariyetal periton ise
lomber, interkostal ve epigastrik arterlerden kanlanir ve vendz doniisii inferior vena kavaya
olur. Toplam periton kan akimi yaklagik 50- 100 ml/dk’dir. Periton ve periton boslugunun ana
lenfatik drenaji, diyafragmatik peritonda bulunan agik agizlar, visseral ve pariyetal
peritondaki lenfatik kanallar yoluyla olmaktadir.

Periton zari, mikrovilliislart olan; ince ve kaygan bir sivi tabakasi olusturan tek kath
mezotel hiicreleri ile ortiiliidiir. Bunun altinda kollajen lifler ve kan damarlar1 ve lenfatiklerin

yer aldig1 jele benzer matriksten olusan ara doku vardir (26).

Periton Fibrozisi

Periton fibrozisi, diizenli periton diyalizi tedavisi gdren hastalarin periton biyopsilerinde
goriilen yaygin bir bulgudur (27). Periton membraninda olusan degisiklikler 6zellikle mezotel
altinda goriilen yangi, fibrozis ve damarlanmaya neden olmaktadwr. Bunun sonucunda

ultrafiltrasyon yetmezligi gelisebilir (28).
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Periton diyaliz siiresinin uzamasi ile pariyetal peritondaki submezotelyal dokuda artig
oldugu gdzlenmistir. Uremi tek basina submezotelyal kalmlasma ile iliskili olabilirken uzun
stiredir periton diyalizi tedavisi alan hastalarda bu kalinlagsma daha belirgin olup periton
membranmin yetmezliginden dolay1 kateterin ¢ikartilmasma neden olmaktadir (29). Periton
diyalizi ile iliskili olan periton fibrozisinde, periton parlaklik kaybindan EPS’ye kadar olan
cesitli bulgular goriiliir. Sklerozan enkapsiile peritonit (EPS); periton diyalizinin
sonlandirilmasi, kilo kaybi, ultrafiltrasyon yetmezligi, barsak tikanmasi hatta oliime kadar
giden durumlara yol acabilir (30).

PD tedavisi alanlarda, visseral ve periyetal periton fibrozisi ve UF yetmezliginin en
onemli nedenleri:

1. Biyouyumsuz ve hipertonik soliisyonlara siirekli maruziyet,

2. Peritonit ataklari,

3. Uremi ve siiregen yangidr.

Uremi; karbonil stres ve ileri glikozilasyon son fiiriinlerinin (AGEs) olusumunu
hizlandirirken, peritonit ataklar1 ve periton diyaliz soliisyonlar1 peritondaki yangiy1 uyarirlar.
Tiim bu bilesenler, periton mezotel hiicreleri, diger periton hiicreleri (makrofaj, fibroblast,
monosit ve notrofiller) ve onlardan salinan cesitli sitokinler araciligiyla periton fibrozisine
neden olur (Sekil-1).

Periton fibrozisi gelisiminde ana mekanizma peritonun mezotelyal hiicrelerinin ve
fibroblastlarinin asir1 {iretimi sonucu hiicre dis1t matriks birikimidir (31). Periton fibrozisi
gelisiminde, mezotel hiicrelerinin fibroblastlara doniistiigii ve ¢ogaldig1 bilinmektedir (32).
MMP-2"nin mezotel hiicrelerindeki bu doniistimiinde rol oynadig1 gosterilmistir (33).

Fibrozisin baglamasi ve devam etmesinde kollajenazlar ve baskilayicilari rol almaktadir

(34).
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PD sivilari
Yiiksek glikoz
Hiperosmolalite Uremi
Diisiik pH
Glikoz yikim
tirlinleri
Peritonit Laktat icerik
Ileri glikozilasyon \ Periton karbonil
son {irtinleri stres
Peritonda yang1
l v
Degismis Sitokinler Biiyiime Damar
fibrojenik IL- 1a, faktorleri olusumu
ve fibrolitik TNF- a FGF-2 VEGF
aktivite IL- 6 TGF-B eNOS
Peritonun <
Fibrogenezi

————

< PERITON FiBROZiSi >

Sekil 1. Periton fibrozisi olusumu

(IL-1 o: Interldkin-1 o, TNF- o: Tiimér nekrozis faktdr- o, IL-6: Interldkin -6, FGF2: Fibroblast biiyiime faktorii-
2, TGF- B: Tiimor biiytime faktorii -o , VEGF: Damar endotel biiyiime faktorii, eNOS: Endotelyal nitrik oksit

sentaz)

Matriks Metalloproteinazlar ve Doku Baskilayicilar:

Matriks metalloproteinazlar; embiriyonik gelisim, apopitoz, kemik uzamasi, iireme,
damar olusumu (anjiyogenez), dokunun yeniden yapilanmasi gibi birgok fizyopatolojik
sirecte rol alan bir enzim grubudur. Bu etkileri ile, multipl skleroz, sistemik lupus
eritematozus, artrit, periodontit, glomerulonefrit, ateroskleroz, doku iilserleri, kanser hiicresi
invazyonu ve yayilimi, EPS gibi bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol oynarlar. MMP’ler
cinko ve kalsiyum bagimli enzimlerdir. Cok sayida MMP tanimlanmustir (Tablo 1).
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Tablo 1. Matriks Metalloproteinazlar

MMP ailesi ENZIM Yiktiklar1 Ana maddeler
Tanimlayici isim Numara
Aradoku MMP-1
kollajenazlar
Notrofil kollajenaz1 MMP-8
KOLLAJENAZLAR !
Fibriller kollajenler;
Kollajenaz-3 MMP-13 Tip L, 11, 11T
Xenopus kollajenaz MMP-18
Jelatinaz A MMP-2
i Fibriller olmayan kollajenler, tip IV, V
JELATINAZLAR Jelatinaz B MMP-9 Y ! P
Stromelizin-1 MMP-3
.. Stromelizin-2 MMP-10 Proteoglikanlar, laminin, fibronektin,
STROMELIZINLER . .
fibriller olmayan kollajenler
Matrilizin MMP-7
Stromelizin-3 MMP-11 Serin proteaz inhibitorleri
Elastin, fibriller olmayan kollajenler
ELASTAZ Metalloelastaz MMP-12
MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MEMBRAN TIP
MT3-MMP MMP-16
Projelatinaz A
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-21
Enamelizin MMP-20
MMP-19
SINIFLANDIRILMAMIS MMP-23 Bilinmiyor
MMP-24

MMP’ler, pre-pro-enzim seklinde sentezlenir ve sessiz (latent) proenzim olarak

salimirlar. N-terminal peptidin proteolitik ayrilmasi ile etkinlesirler. MMP’lerin aktiviteleri

belli basamaklarda diizenlenmektedir.
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MMP etkinligi; dokularda enzime 6zgiil ve dogal olan doku matriks protein inhibitorleri
(TIMP’ler) ve serum o,-makroglobiilin tarafindan durdurulur. Yeniden yapilanmadaki hiicre
dis1 matriks miktari, aktif MMP’lerin TIMP’lere oranmna baghdir. Eger oran MMP’ler
yoniindeyse hiicre digi matriks yikimi olurken, eger oran TIMP’ler lehine ise yikim
durdurulur ve matriks depolanmasi olur (35). TIMP’ler MMP’lere sikica baglanirlar ve
kompleks olustururlar (36).

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

TNF-a ve IL-1 gibi yangisal sitokinler, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve trombosit
kokenli biiyiime faktorii (PDGF) gibi biliylime faktorleri MMP ve TIMP’lerin {iretiminde
artiga neden olurlar. Aterosklerozis, renal fibrozis, pulmoner fibrozis ve hepatik fibrozis gibi
farkl fibrozis siire¢lerinde MMP-2, MMP-9 diizeylerinde artig gdsterilmistir (37).

MMP’ler ve TIMP’lerin periton mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve makrofajlar
tarafindan tretildikleri gosterilmis ve periton hiicre kiiltiirlerinde MMP-2, MMP-3, MMP-9,
TIMP-1 ve TIMP-2 aktivitelerinin belirgin oldugu saptanmistir (38). Yapilan farkli
caligmalarda peritonun fibrozisinde ve peritonitler sirasinda periton sivisinda MMP-2, MMP-
9 ve TIMP-1 artist gosterilmistir (39,40). EPS modellerinde periton doku ve diyalizat
stvisinda Ozellikle MMP-2 aktivitesinin artig1 saptanmistir (41).

Transforming growth factor (TGF)-p:

TGF-f, hiicre dis1 matriks birikimine neden olarak bircok klinik hastaligm fibrozis
isleminde merkezi rol oynamaktadir. TGF- B, fibronektin, kollajenler ve proteoglikanlar1
uyararak hiicre dis1 matriks Uretimini artirip, yikimimi azaltan baslica sitokindir. Doku
tamirinde yasamsal dneme sahipken, asir1 etkinlesmesinde durumunda fibrozise neden olur.

Bir sigan modelinde, adenovirus aracili gen nakli ile TGF- B asir1 yapimina yol acildiginda,
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periton fibrozisi olusturulmustur. Aynt modelde, TGF- B iligkili VEGF yapimi artigina bagl
yeniden damarlanma da goézlenmistir (42). Bu nedenle, TGF- B’nin periton fibrozisinde
anahtar rol oynadig1 kabul edilmektedir (43). Periton fibrozisini dnlemeye yonelik tedavi

stratejilerinde, TGF- ’nin baskilanmasinin hedeflenmesi gerekmektedir (44).

Pioglitazon:

Agizdan diyabetik ilaglarin yeni bir smifi sayilan tiazolidinedionlar (TZD), ¢ekirdek
reseptdr hormon ailesinin iiyesi olan peroksizom proliferator aktive reseptér-y (PPAR-y)’y1
uyararak insililin duyarliligini artirmaktadirlar (45). TZD’lar, PPAR-y i¢cin agonistik etki
gostermekte ve PPAR-y’ya baglanarak 6zgiil genlerin sentezlenmesini diizenlemektedirler.
PPAR reseptorlerinin, monosit, makrofaj, mikroglia, T-lenfosit, B-lenfosit, diiz kas hiicreleri
ve endotelyal hiicrelerde bulundugu bilinmektedir. Insan endotelyal hiicre apoptozunu
uyarirlar, IL-8 ve MCP-1 baskilamasi ile endotelyal enflamasyonu baskilarar. Damar diiz
kasinda (media/intima) MMP-2, MMP-9, PDGF’yi baskilayarak diiz kas hiicre ¢ogalmasi ve
gociinii engellerler. Monosit ve makrofajlarda MMP-9, TNF, IL-1B, IL-6, NF-kB’y1, T
hiicrelerinde IFN-y, IL-2, TNFa’yi baskilarken, B hiicrelerinde apoptozu engellerler (46).

Tiazolidinedionlarin, insiilin direncini diizeltmek disindaki etkileri de arastirilmistir.
Ornegin, deneysel calismalarda, pioglitazonun bobrek proksimal tubiil epitel hiicrelerinden
albumin geri emilimini artrrarak proteiniiriyi azalttig1 gosterilmistir (47). Mekanizmasmnin
tubtil epitel hiicrelerinde, kemoatraktan protein-1 ve TGF-1 gibi enflamasyon ve fibrozis
onciisii sitokinlerde baskilanma ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Troglitazonun streptozisin ile
olusturulmus DM modelinde hiicre dis1 matriks yapimini (TGF-B1°1 baskilayarak) azalttigi
gosterilmistir (48). PPAR etkinliginin, plazminojen aktivator inhibitér (PAI-1) ve TGF
sentezini baskilayarak glomeruler hiicre artigmi azalttigi da gosterilmistir (49). In vitro
caligmalarda PPAR-aktivatorlerinin hiicre disi1 matriks yapimini, tip 1 kollajen, fibronektin
sentezini baskiladigi ortaya konmustur (50).

Bozkurt ve ark.lar1 PPAR-y agonisti Roziglitazonun, periton fibrozisini azalttigini
gdstermelerine ragmen bunun hangi yolak iizerinden oldugunu gostermemislerdir (19). Insan
periton mezotel hiicrelerinde (PMH), PPAR reseptorlerinin varligi ve agonistlerinin TGF- 1
yapimini azalttig1 gosterilmistir (51). Sigan PMH’de, PPAR-y agonistleri ile, yangi ve fibrozis

onciisii CD 40 olumlu lenfosit ve ICAM-1’de baskilanma oldugu gdsterilmistir.
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Bu bulgulardan yola ¢ikarak, PPAR-y agonistlerinin 6zellikle MMP-2, MMP-9 ve
TGF-B yolagmi baskilayarak, kimyasal peritonit modelinde fibrozisi azaltabilecegi hipotezi

ortaya konulabilir.
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Gerec ve Yontemler

Calismada 32 adet, yetiskin disi, agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen, Wistar
albino si¢an kullanildi. Sicanlar DEUTF Deney Hayvanlar1 Birimindeki en uygun kosullarda
barindirildi ve standart yem ve su ile beslendi.

Calisma oncesinde Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvani Arastirmalar1 Etik

Kurulu’ndan onay alind1.

Deneysel Model:

Calismaya alinan sicanlar ¢alisma Oncesi tartildi ve her grupta sekiz sican olacak sekilde
4 gruba ayrildi. Caligma siiresi 14 giin olarak belirlendi. Periton fibrozisi olusturmak i¢in Io
ve arkadaslarinin modeli (52); %0,1°lik klorheksidin (KH) (Drogsan Ilaclar1 AS. Balgat,
Ankara) + %15 etanol + serum fizyolojik karigimi aseptik olarak hazirlanip kullanildi.
Pioglitazon etken maddesi (Sanovel, Tiirkiye) 30mg/kg dozunda siganlarin igme sularina
eklendi.
Grup 1 (SF grubu): Karm i¢ine %0,9 luk serum fizyolojik (3 ml/giin), 14 giin boyunca
uygulandi.
Grup 2 (SF+Pioglitazon grubu): Karm icine %0,9 luk serum fizyolojik (3 ml/giin), icme
suyuna ise 30 mg/g pioglitazon, 14 giin boyunca uygulandi
Grup 3 (KH grubu): Kimyasal peritonit olusturmak icin karmn i¢ine %0,1 lik klorheksidin +
%15’lik etanol + serum fizyolojik karisimmdan 3 ml/giin,14 giin boyunca uygulandi.
Grup 4 (KH+Pioglitazon grubu): Karin i¢ine %0,1’lik klorheksidin + %15’lik etanol +
serum fizyolojik karigimi (3 ml), igme sularma da pioglitazon (30 mg/kg/G), 14 giin boyunca

uygulandi .
(Sekil 2).
Caliymaya ahnan sicanlar (S:32)
v v v v
Grupl Grup 2 Grup 3 Grup 4
S=8 S=8 S=8 S=8
SF grubu SF+Pio grubu KH KH+Pio

Sekil 2. Caligma tasarimi
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Sicanlar 15. giinde eter anestezisi altinda sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasinda
pariyetal periton Ornekleri i¢in karin 6n duvarindan ve visseral periton Ornekleri icin de
karaciger sag lobundan dokular alindi. Ornekler iki pargaya ayrilds; patolojik degerlendirme
icin karm duvar1 peritonundan ve karacigerden alman Ornekler %10’luk formaldehit i¢ine
konuldu. Biyokimyasal ¢alisma i¢inde karin duvari ve karacigerden alinan 6rnekler ependorf
tiiplerine konulup kuru buz igine yerlestirildi. Biyokimyasal ¢aligma i¢in ayrilan ornekler
calisincaya kadar — 80°C de saklandi.

Calismaya alinan sicanlarda kimyasal peritonit disinda herhangi bir hastalik gelismesi

durumunda ¢aliymadan ¢ikarilmasi kararlastirildi.

Histopatolojik Degerlendirme:

Pariyetal periton i¢in karin duvarindan ve visseral periton i¢inde karaciger yiizeyinden
elde edilen ve formaldehit ile tespit edilen doku drneklerinden; karin duvarindan ve karaciger
kapsiiliinden dikey 3 pm’lik kesitler alindi. Alinan kesitler parafine gdmiildii ve Hematoksilen
& Eosin (HE) ve modifiye Von Gieson (VG) boyas1 ile boyandi. Hazirlanan preparatlar 151k
mikroskopisi ile karacigerden alinan visseral peritonun ve karmn duvari pariyetal peritonun
miktari, fibrozis ve yangi, pariyetal peritonda damar ¢ogalmasi ve pariyetal peritonda fizrozis
alan yiizdesi agisindan arastirildi

Enflamasyon; HE ve VG boyalar1 ile yar1 nicel olarak skorlandi; 0: yok, 1: hafif
siddette, 2: orta siddette, 3: siddetli.

Damar cogalmasi (vaskiilopati); peritondaki gibi yar1 nicel olarak skorlandi; 0: yok,
1: hafif siddette, 2: orta siddette 3: siddetli

Secilmis bolgelerden dijital goriintilleme ile 151k mikroskobunda (Olympus BX51,
Olympus Optical Co, Tokyo, Japan ) visseral ve pariyetal periton i¢in dl¢iimler X 40 biiylitme
ile (Nikon Labophot-2, Japan) ve dijital renk 3CCD renkli video kamera (Olympus DP70,
Olympus Optical Co, Tokyo, Japan) ile yapilarak birlestirildi. Goriintiiler Mediskop Goriintii
Analizi Yazilim Programi (Bs 200D Goriintii Analiz Yazilimi, BAB Miihendislik Miih. Miis.
San Ve Tic. Ltd.Sti. Ankara, Tiirkiye) ile degerlendirildi. Yazilim i¢in renk skalasi tasarlandi,
bu skalada renkler komsuluklarina gore tanimlandi. Patologun sectigi renkler boyali
bdlgelerin otomatik se¢imi i¢in Ol¢iit olarak kabul edildi.

Fibrozis oOlgimleri VG boyasi ile yapildi. Her bakilan bdlge i¢in; yesil boyama

bolgesinin yiizdesi yar1 otomatik belirlendi. Ik yesil boyama bdlgesi gorsel inceleme ile
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uzman tarafindan secildi. Takiben bu sistemle ayni derecede ve bi¢cimde boyanan bolgeler
secildi ve belirlendi. Ortalama 10 alan arandi ve belirlendi daha sonra boyali alanlar
yiizdelendi (SAP) (53).

Gortintliler bagka bir goriintli analiz programi ile de (Bs 200D Goriintii Analiz Yazilima,
BAB Miihendislik Miith. Miis. San Ve Tic. Ltd.Sti. Ankara, Tiirkiye) degerlendirildi ve
elektronik ortamda depolandi. Karaciger visseral peritonundan ve karin duvari peritonundan
alinan her kesit i¢in, periton kalinligimi belirlemede 10 6l¢iim alindi. Bu dl¢iimlerin ortalamasi

istatistiksel analizde kullanildi.

Biyokimyasal incelemeler:

Biyokimyasal analizler i¢cin doku 6rneklerinin hazirlanmasi

Dondurulmus parietal periton doku 6rnekleri (100 mg) sivi nitrojen altinda ezilip toz
haline getirildi. Daha sonra Ornekler 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve
agirliklarinin 10 kat1 hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortami (50 mM Tris-HCI pH 7.4, %1 NP-
40, %0.25 deoksi kolat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) ilave edildi ve buz iizerinde 10 saniye
sonikator (Sonics&Materials Inc, Danbury Conneticut USA) ile homojenize edildi.
Homojenatlar 10 000 xg de 15 dak. 4 °C’de santrifiij edildikten sonra ¢okeltiler alind1 ve
analiz siiresine kadar —80 °C de saklandi.

Protein Analizi

Protein diizeyleri BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi ile belirlendi. Bu amagla Sigma
marka (Kat No: BCA-1, B9643) protein analiz kiti kullanildi. YOntemin temeli, alkali
ortamda Cu"*—protein kompleksi olusumuna ve Cu*nin Cu'’e indirgenmesine
dayanmaktadir. Orneklerde var olan protein miktar1 indirgenmis Cu'' miktar1 ile dogru
orantilidir. Olusan renk olusumu 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(Referans).
Analiz asamalari

» Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) kullanildi. (250, 500, 1000, 1500,

2000 pg/ml) olmak tizere farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.

» Standart ve 6rneklerden 25’er pl kuyucuklara eklendi.
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Tiim kuyucuklara 200 ul BCA ve % 4’liikk Bakir-2-Siilfat Pentahidrat soliisyonlarmin

strastyla 1:50 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan analiz soliisyonundan ilave edildi.

37 °C de 30 dak. inkiibasyona birakildi ve 562 nm’de multiplak okuyucuda (BioTek,
Synergy) okundu.

Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak protein miktarlar1 hesaplandi.
Jelatin Zimografi

Jelatin Zimografi yontemi jelatinazlar olarak adlandirilan MMP-2 ve MMP-9’un hem

zimojen (pro), hem de aktif formlarmin ayni jel ilizerinde saptanmasmna izin veren

elektroforetik bir yontemdir. Yontem, substrat (jelatin) igeren sodyum dodesil siilfat (SDS)

jelin (SDS-PAGE) inkiibasyonu swrasinda agiga c¢ikan proteazlar tarafindan yikima

ugratilmasma dayanir. Proteolizisin gergeklestigi bolgeler, jelin coomassie mavisi ile

boyanmasi sonucunda koyu mavi zemin iizerinde beyaz bantlar olarak ortaya ¢ikar.

Jelatin Zimografi Yonteminin Uygulama Asamalan

Doku orneklerinden elde edilen homojenatlarda mevcut jelatinazlarin aktivitelerini

Olemek i¢in %1 Tip I jelatin ve %10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) iceren % 7.5’luk

poliakrilamid jeller kullanildi:

Ayirict jel % 7.5 oraninda hazirlandi  ve Onceden kurulmus olan elektroforez
diizeneginde yer alan iki cam arasma dokiildii ve 1 saat jelin polimerize olmasi igin

beklendi. Jel-hava temasini engellemek icin yiizey iizerine n-propanol eklendi.

Jellesme gerceklestikten sonra % 4 oranindaki paketleyici jel hazirland1 ve ayirict jel
lizerine dokiildii. Orneklerin uygulanacagi kuyucuklarm olusturulmas: amaciyla jel
tizerine 12 disli tarak yerlestirilerek jellesme beklendi. Jellesme olustuktan sonra tarak

dikkatli bir sekilde ¢ikarild1
Hazirlanan jeller, elektroforez tankina yerlestirildi.

Esit hacimde doku homojenatlari, indirgeyici-olmayan 6rnek tamponu ile karistirilarak

jel izerindeki kuyucuklara 75 pg protein olacak sekilde uygun hacimdede yiiklendi.
Sisteme “Elektroforez Yiirlitme Tamponu™ eklendi.

Elektroforez +4°C soguk oda kosullarinda gerceklestirildi. Karsilikli iki jel igin 125
sabit voltaj, 40-60 mA/jel 4.5 saat uygulanarak elektroforez yapildi.
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» Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak i¢in jeller iki kez 15’ser dakika
% 2.5’lik Triton X-100 “Renatiirasyon Tamponu” ile yikandi.

* Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel i¢indeki substratlarini (jelatin)

tiiketmelerini saglamak i¢in 18 saat 37 °C’de “Aktivasyon Tamponu” ile inkiibe edildi.

« Jeller, % 0.5’lik Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyand1 ve % 40 metanol-% 10

asetik asit iceren tampon ile jel zeminindeki fazla boya uzaklastirildi.

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

yararlanilarak hesaplandi.

*  Pozitif kontrol olarak MMP-2 ve MMP-9 un hem pro hem de aktif formlarmi igeren

ticari olarak tiretilmis MMP marker (Chemicon) kullanildi.
TIMP-1 Analizi

Hazirlanan doku homojenatlari, ELISA temelli Ray Bio® marka (Kat No: ELR-TIMP-
1-001) kit ile yapildi. Bu 6l¢iim yontemi, TIMP-1 diizeylerinin kantitatif olarak Sl¢limii i¢in

hazirlanmis “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayanir (Sekil 3).

TIMP-1 antikoru
— ] HRP Substrat
Konjugat TMB
Kuyucuk TIMP-1 L onjuga +
Standart l 450 nm’de
] Ornek Yikama absorbans alinir.
2 saat oda sicakliginda inkiibasyon 30 dak inkiibasyon

Sekil 3 : TIMP-1 i¢in ELISA ile 6l¢lim yontem semast
Sonuglar mg protein bagina ng TIMP-1 olarak ifade edildi.
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TIMP-2 Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarmda TIMP-2 analizi, ELISA temelli Ray Bio® marka
(Kat No: ELH-TIMP2-001) kit ile yapildi. Bu 6l¢iim yontemi, TIMP-2 diizeylerinin kantitatif
olarak 6l¢iimii i¢in hazirlanmis “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayanir. Analiz

asamalar1 TIMP-1 ile benzerdir.

MMP-2 Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarmda MMP-2 analizi, ELISA temelli Amersham® marka
(Kat No: RPN2631) kit ile yapildi. Bu yontemde tek bir peoteolitik tepkime vasitasiyla aktif
MMP-2 tarafindan aktiflestirilen QuickZyme™ saptama enzimi ile, pro MMP-2 tarafindan
etkinlesen p-aminofenilmerkiirik asetat (APMA) kullanilmaktadir. Sonuglar mg protein

basina ng MMP-2, pro-MMP-2 olarak ifade edildi

MMP-9 Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarnda MMP-9 analizi, ELISA temelli Amersham® marka
(Kat No: RPN2634) kit ile yapildi. Bu yontemde tek bir peoteolitik tepkime vasitasiyla aktif
MMP-9 tarafindan aktiflestirilen QuickZyme™ saptama enzimi ile, pro MMP-9 tarafindan
etkinlegsen p-aminofenilmerkiirik asetat (APMA) kullanilmaktadir. Analiz asamast MMP-2 ile

benzerdir.

TGF-p Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarmda TGF-B analizi, ELISA temelli R&D Systems® marka
(Kat No: RPN2634) kit ile yapildi. Bu 6l¢iim yontemi, TGF-f diizeylerinin kantitatif olarak
Olgimii i¢in hazirlanmig “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayanir.
Hazirlandiktan sonra kuyucuklara pipetle konulan standart, kontrol ve oOrnek dokularda
bulunan TGF-BI’lar, antikoru ile baglanir. Baglanmamis bolim yikanarak uzaklastirildiktan
sonra, soliisyonlara substrat madde eklenir ve renk absorbansina (450 nm’de) gore TGF-B1

yogunluklar1 dl¢iiliir.
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Istatistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel degerlendirmede, gruplardaki 6rnek sayisi 30’un altinda oldugu icin
parametrik olmayan yontemler kullanildi.

Gruplar arasmmda anlamli fark olup olmadigi, anlamli farkin hangi gruptan
kaynaklandigin1 saptamak i¢in iki grup ortalamasinin karsilastirmasinda kullanilan Mann-
Whitney-U Testi kullanildi. P degerinin < 0,05 olmasi istatistiksel anlamlilik olarak kabul

edildi. Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
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Bulgular

Morfolojik Degisiklikler

1.Pariyetal Periton Sonuclar:

KH ile olusturulan periton fibrozisi modelinde, pariyetal peritonda enflamasyon,
periton zarinda kalinlik artis1 ve fibrozis ylizdesinde anlamli bir artma saptandi (p<0.001).
Hafif damarsal yangi da olusturulmasina kargin, kontrol grubu (SF) ile karsilastirildiginda
anlamlilik kazanmamistir (p=0,14). Pioglitazon tedavisi uygulanan grupta KH grubu ile
karsilagtirildiginda, enflamasyon skorunda (p=0,01), periton zar1 kalinligi ve fibrozis
yiizdesinde anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir (p<0,001). Damarsal yangi skorlamasi
Pioglitazon tedavisi alan grupta hafif olarak tanimlanirken, KH grubunda orta siddette idi
ancak iki grup arasindaki fark anlamli degildi. Fibrozis olusturulmadan pioglitazon uygulanan
sicanlarda, periton zarinda anlaml bir degisiklik gdzlenmemistir. Resim 1, 2 ve 3’de kontrol
gruplarinin periton kalnhigr sirasiyla H&E, VG boyasi ve sec¢ilmis alan goriintiileri
bulunmaktadir. Her iki grupta da periton zar1 ince goriinmektedir. Resim 4, 5 ve 6’da ise KH
ve KH+Pioglitazon gruplarinin ayni boyalarla goriintiileri verilmistir. Tedavi grubunda
periton kalmligmin daha az oldugu, mezotel alt1 dokunun daha ince oldugu goriilmektedir.

Tiim gruplarm toplu sonuglari tablo 2°de bir arada verilmistir.

Tablo 2 . Pariyetal periton patolojik degerlendirme sonuglari

PARIYETAL . . PARIYETAL
FiBROTIK ALAN . YANGI DAMARLANMA
G"ﬁ%{,{(ﬂ{ YUZDESI (um) KAEFNRLIITGOITM]) SKORLAMASI | SKORLANMASI
I-SF 0,84+0,54 7,01 + 3,89 0 0
II- a
SF+Pioglitazon 0,77+ 0,15 12,3+ 37 0 0
II-KH 10,76 £+ 8,954 | 156,85+29,13**¢ | 1,5+ 0,53*"¢ 0,5+0,92
IV-KH- abc abc abc
Pioglitazon 4,77 £ 0,91*° 56,00+35,33%° 0,62 +£0,51*° 0

Sonuglar ortalama + standart sapma degerleri olarak verilmistir.
* p <0.05, SF grubu ile karsilastirildiginda
b p <0.05, SF+Pio grubu ile karsilagtirildiginda
° p <0.05, KH grubu ile karsilastirildiginda

d

p <0.05, KH+Pio grubu ile karsilastirildiginda
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Grafik 1. Pariyetal periton enflamasyon skoru
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Grafik 2. Pariyetal periton kalinlig:
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Grafik 3. Pariyetal periton fibrozis yiizdesi-enflamasyon skoru
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Resim 1. Pariyetal periton (H&E), konrol gruplari

SF grubu

SF grubu SF+Pioglitazon

Resim 3. Pariyetal periton, VG-se¢ilmis, kontrol gruplari

SF grubu SF+Pioglitazon
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Resim 4. Parlyetal periton (H&E) KH ve KH+P10ghtazon gruplari

Sl 2

KH+Pio grubu

Resim 6. Pariyetal periton, VG-secilmis, KH ve KH+Pioglitazon gruplari

KH grubu
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Visseral Periton Sonuclari:

KH ile olusturulan periton fibrozisi modelinde, visseral peritonda enflamasyon, periton
zarinda kalinlik artis1 ve fibrozis yiizdesinde anlamli bir artma saptandi (p<0.001). Hafif
damarsal yangi da olusturulmasmna karsin, kontrol grubu (SF) ile karsilastirildiginda
anlamlilik kazanmamistir (p=0,44). Pioglitazon tedavisi uygulanan grupta KH grubu ile
karsilagtirildiginda, enflamasyon skorunda, periton zari kalinligi ve fibrozis yiizdesinde
anlamli bir azalma oldugu gosterilmistir (p<0.001). Damarsal yangi skorlamast KH grubunda
hafif olarak smiflanirken, Pioglitazon tedavi grubunda hi¢ gézlenmemistir. Ancak iki grup
arasindaki fark anlamli bulunmamistir. Fibrozis olusturulmadan pioglitazon uygulanan
sicanlarda, periton zarinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Tiim gruplarm toplu sonuglar1 tablo 3’de bir arada verilmistir.

Tablo 3. Visseral periton patolojik degerlendirme sonuglar1

VISERRAL . . VISSERAL
FiBROTIiK ALAN YANGI DAMARLANMA

GPEE{:TL(}:{ YUZDESI (um) KASENRLIITGOITM) SKORLAMASI | SKORLANMASI
I-SF 0,29+0,18 8,13 + 5,05 0 0
11-
SF+Pioglitazon 0,24 = 0,05 27,13 £9,41 0 0
I1I-KH 10,11 £4,43*¢ | 182,1 +54,83*°¢ | 1,87 £0,35*"¢ 0,37 + 0,74
IV-KH- abe b
Pioglitazon 0,77 + 0,28 | 50,62 + 19,97*" 0 0

Sonuglar ortalama + standart sapma degerleri olarak verilmistir.
* p <0.05, SF grubu ile karsilastirildiginda

® p <0.05, SF+Pio grubu ile karsilastirildiginda

¢ p <0.05, KH grubu ile karsilagtirildiginda

4 p <0.05, KH+Pio grubu ile karsilastirildiginda
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Grafik 4. Visseral periton enflamasyon skoru
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Grafik 5. Visseral periton kalmligi
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Grafik 6. Visseral periton fibrozis ve enflamasyon
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Biyokimyasal Bulgular

Zimografi sonuclar1 (MMP-2, MMP-9)

Jelatin zimografi ile yapilan pro ve aktif MMP-2 ve MMP-9 6l¢limleri sonucunda
higbir dokuda MMP-9 etkinligi gosterilememistir. Tiim gruplarin MMP-2 ve pro-MMP-2

etkinlik ol¢timleri tablo 4’te bir arada verilmistir.

Tablo 4. MMP-2 ve pro-MMP-2 etkinligi

GRUPLAR MMP-2 Pro-MMP-2
I-SF 7,79+1,48 149,37+28,33
11-SF+Pioglitazon 3,95+1,53 78,47+ 19,27 ¢
1I-KH 92,43+ 58,63 | 199,60+37,02*"
IV-KH-Pioglitazon | 51,79+5224%" | 103,31+41,44%

p <0.05, SF grubu ile karsilastirildiginda
p <0.05, SF+Pio grubu ile karsilagtirildiginda
p <0.05, KH grubu ile karsilagtirildiginda

b
d p <0.05, KH+Pio grubu ile karsilastirildiginda
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Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilastirildiginda, KH grubunda MMP-2
etkinliginde anlamli bir artiy goézlenmistir (p=0.001). KH grubuna Pioglitazon tedavisi
verildiginde MMP-2 de anlamli olmasa da bir baskilanma goriilmektedir (p=0,17). Bu
gruptaki MMP-2 etkinligi yliksek olsa da, SF grubu ile karsilatirildiginda aradaki farkin
anlamli olmadig1r gozlenmistir (p=0.09). SF grubu ile karsilagtiriidginda, SF+Pioglitazon
grubunda MMP-2 de anlamli bir baskilanma oldugu gosterilmistir (P=0,001).

Grafik 7. MMP-2 etkinligi (Zimografi)

MMP-2 etkinligi (AU/pg prot)

SF SF-Pio KH KH-Pio

Pro-MMP 2 etkinlik sonuglarma bakildiginda; kontrol gruplari1 (SF ve SF+Pio) ile
karsilastirildiginda, KH grubunda anlamli bir artis goézlenmistir. KH grubuna Pioglitazon
tedavisi verildiginde pro-MMP-2’de anlamli bir baskilanma saptanmistir (p=0,002). SF grubu
ile karsilastirihdginda, SF+Pioglitazon grubunda pro-MMP-2’e¢ anlamli bir baskilanma
oldugu gosterilmistir (P=0,001).

Grafik 8. Pro-MMP-2 etkinligi (Zimografi)
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MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 Etkinlik Olciimleri (ELISA)
Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilastirildiginda, KH grubunda aktif MMP-2
etkinliginde anlamli bir fark gozlenmistir (p>0.05).

Grafik 9. Aktif MMP-2 etkinligi (ELISA)
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Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilastirildiginda, KH grubunda Pro-MMP-2
etkinliginde anlaml bir artis saptanmistir (P<0.05). KH grubuna pioglitazon tedavisi verildiginde pro-
MMP-2 etkinliginde anlaml bir baskilanma gozlenmistir (p<0.05).Pioglitazon tedavisi alan gruptaki
pro-MMP-2 etkinligi, kontrol gruplari ile benzer bulunmustur (p>0.05).

Grafik 10. Pro-MMP-2 etkinligi (ELISA)
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Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilagtirildiginda, KH grubunda aktif MMP-9

etkinliginde anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Grafik 11. Aktif MMP-9 etkinligi (ELISA)
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Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilastirildiginda, KH grubunda Pro-MMP-9
etkinliginde anlaml bir artig saptanmistir (P<0.05). KH grubuna pioglitazon tedavisi verildiginde pro-
MMP-9 etkinliginde anlaml1 bir baskilanma gézlenmistir (p<<0.05). Pioglitazon tedavisi alan gruptaki
pro-MMP-9 etkinligi, kontrol gruplari ile benzer bulunmustur (p>0.05).

Grafik 12. Pro- MMP-9 etkinligi (ELISA)
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Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilagtirildiginda, KH grubunda TIMP-1 etkinliginde

anlamli bir artis saptanmistir (P=0.001). KH grubuna pioglitazon tedavisi verildiginde TIMP-1

etkinliginde anlaml bir baskilanma gozlenmistir (p=0.009).Pioglitazon tedavisi alan gruptaki TIMP-1

etkinligi, kontrol gruplarmdan yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Grafik 13. TIMP-1 etkinligi (ELISA)

TIMP-1 (pg/mg protein)

SF

SF-Pio

KH

KH-Pio

Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilagtirildiginda, KH grubunda TIMP-2 etkinliginde

anlaml bir fark gdzlenmemistir (P>0.05). KH grubuna pioglitazon tedavisi verildiginde TIMP-2

etkinliginde baskilanma gozlenmesine karsin bu sonug anlamli bulunmamistir (p=0.07).

Grafik 14. TIMP-2 etkinligi (ELISA)
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Tim gruplarm MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 toplu sonuglar1 tablo 5°de

verilmistir.

Tablo 5. Pro-MMP-2, MMP-2, pro-MMP-9, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 (ELiSA)

Aktif MMP-2 Aktif MMP-9

GRUPLAR | Pfl‘l’l'MTl:'.zn) (pg/mg ) Pfl‘l’l'MTl:'?n) (pg/mg TIMP-1 TIMP-2
pg/mg protet protein) pgimg protel protein)

I-SF 55,7517,10€ | 124,94+13,91 1,91+2,64 © 422,12451,53 | 259,07+139,36>¢ 13,35+4,89
II-SF+Pio | 38,13+32,02° | 15992£60,76 | 496:14,05¢ | 439489187 | 17453149989 | 12,4129,11
MI-KH $2.88+32,02°%9 | 114,88+1506 | 11,55413.87°%9 | 431,7835.18 | 2576.69+331.62 >4 | 15.2126,14
IV- c c ab,c
KH+Pio 49,25+38,47 126,78+9,32 1,2342,30 404,87+58,81 | 1879,57+497,48 > | 10,68+2,49

Sonuglar ortalama + standart sapma degerleri olarak verilmistir.
* p <0.05, SF grubu ile karsilastirildiginda

b p <0.05, SF+Pio grubu ile karsilagtirildiginda

¢ p <0.05, KH grubu ile karsilagtirildiginda

4 p <0.05, KH+Pio grubu ile karsilastirildiginda
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TGF-p Etkinlik Ol¢iimii (ELISA)

Kontrol gruplar1 (SF ve SF+Pio) ile karsilastirildiginda, KH grubunda TGF-f3
etkinliginde anlamli bir artig saptanmistir (P=0.001). KH grubuna pioglitazon tedavisi
verildiginde TGF-f etkinliginde anlamli bir baskilanma gézlenmistir (p=0.009). Pioglitazon
tedavisi alan gruptaki TGF-p etkinligi, kontrol gruplarindan yiiksek bulunmustur (p=0.003).

Grafik 15. TGF- B etkinligi (ELISA)

N
=3
=3
o
=3

P=0,003
P=0,001

[y
a
=3
o
=3

i
o
=3
o
=3

TGF-B (pg/mg protein)
5

SF SF-Pio KH KH-Pio

Tiim gruplarin TGF-B toplu sonuglar1 tablo 5°de verilmistir

Tablo 6. TGF- B (ELISA)

GRUPLAR TGF-p .
(pg/mg protein)
I-SF 48,23+22,93 ¢

I1I-SF+Pioglitazon

46,61+25,97 ©¢

II-KH 154,24+31,71%54

IV-KH- abe
:t Uy

Pioglitazon 93,57+36,30

Sonuglar ortalama + standart sapma degerleri olarak verilmistir.

* p <0.05, SF grubu ile karsilastirildiginda

® p <0.05, SF+Pio grubu ile karsilastirildiginda
° p <0.05, KH grubu ile karsilastirildiginda

d p <0.05, KH+Pio grubu ile karsilastirildiginda
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Tartisma

Periton membraninda uzun siireli PD sonucu gelisen degisiklikler, mezotel hiicre
azalmasv/kaybi ile kollajen dejenerasyonu ve vaskiilopati iligkili interstisiyel fibrozis sonucu
mezotel alt1 sik1 dokunun artmasinin sonucudur. Bu ¢alismayla EPS modelinde, pioglitazonun
fibrozis olusumunda gorev alan MMP-2, MMP-9, TGF- ve enflamasyon ile fibrozis lizerine
olan etkilerini aydinlattik.

Calismamizda, EPS modelinde eszamanl pioglitazon uygulamasiyla, mezotel alt1 sik1
doku artiginin ve enflamasyonun baskilanarak periton kalinlagmasmin azaldigi gézlenmistir.

PD hastalarinda periton fibrozisinden sorumlu tutulan birden fazla etmen vardir.
Bunlardan en onemlisi yiiksek yogunlukta glukoz ve glukoz yikim iiriinii (GYU) igeren
biyouyumsuz PD siwvilaridir. GYU’leri; metil-glioksal, glioksal ve 3-deoksiglukozon olup,
bunlar PD sivilarinin 1s1 sterilizasyonu sirasinda ortaya ¢ikmaktadirlar. PD islemi sirasinda,
periton boslugunda ileri glukoz son iiriinleri (AGE) de olusturulmaktadir. Bunlarla birlikte,
treminin kendisi de artmis yangi ve oksidan hasar ile skleroz nedeni olarak kabul
edilmektedir. SDBY hastalarinin, saglikli bireylerle karsilastirildiginda daha kalin bir periton
membranina sahip olmalar1 bunu desteklemektedir (54). Peritonitler sirasinda ortaya ¢ikan
yang1 Onciisii sitokinler, siiregen yanginin siddetini artirarak, mezotel hiicreleri ve damar
hiicrelerinde fibrozis ve damarlanma Oncilisii mediatdér yapimimi artwarak fibrozisi
hizlandirabilir.

KH, PD’de klinik olarak kullanilmayan, periton fibrozis patogenezinin c¢alisildig1
deneysel EPS modellerinde 06zgiil olmayan fibrozis olusturucu kimyasal bir maddedir.
Sicanlara periton i¢cine KH enjeksiyonlart ile olusturulmus kimyasal EPS modeli, interstisiyel
fibrozis ve peritoneal kalinlasmay1 degerlendirebilmemiz bakimmdan uygun bir modeldir.

Fibrozis patogenezinde bir¢ok yolak gorev alirken, dnemlilerinden birisi MMP’lerdir.
Yakin zamanli fare modellerinde, MMP’lerden 0Ozellikle jelatinazlarin (MMP-2, MMP-9)
akciger fibrozisi, karaciger fibrozisi, kronik bobrek hastaliklarmda ve miyokard enfarktiisiinde
rol oynadig1 gosterilmistir (52). Periton fibrozisinde de MMP’lerin rolii iyi bilinmektedir. KH
hayvan modellerinde ve EPS’li PD hastalarinda, periton zar1 ve PD sivisindaki MMP-2,
MMP-9 etkinliklerinin arttig1 gosterilmistir (7). Jelatinazlarin, periton sklerozu olusturulmus
sicanlarda EPS olusumu ve ilerlemesi ile iliskili oldugu bilinmektedir. EPS sican
modellerinde, mezotel hiicre kaybi, yeniden damarlanma, interstisiyel fibrozis ve periton

kalinlagmas1 gelismeden oOnceki ilk bulgunun belirgin hiicresel infiltrasyon ve interstisyel
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odem oldugu gosterilmistir (55). Infiltre olan hiicreler (makrofajlar), fibroblast bilyiime
faktoriinii uyararak fibrozisi hizlandirabilir (56). Yangida rol oynayan hiicreler, diger
hiicrelere go¢ sirasinda hiicre digi matriks yikimini saglayan MMP’leri salgilarlar. MMP
baskilanmasi, bu hiicrelerin bazal membranlar1 asarak periferik kilcallarin hiicre iclerine
gegmelerini engeller. MMP etkinlesmesi ve EPS olusumu i¢in, dncesinde bunu tetikleyen
basit bir sklerozun bulunmasi1 gereklidir. Tetiklenen MMP’lerle yapim yikim dengesinin
yapim lehine bozulmasi sonucu skleroz ilerleyici bir 6zellik kazanabilir. Bu nedenle MMP
baskilamaya yonelik tedavi secenekleri glindeme gelmistir. MMP baskilayicilarmin timor
metastazini, yeniden damarlanmay1 ve enflamasyonu azalttig1 birgok calisma ile gosterilmistir
(57).

TGF-B’nin, kollajen gen yazilimi i¢in promotor oldugu bilinmektedir. Tip 1 ve tip 3
kollajen yapimini uyarir. Periton fibrozisi gelisimde, VEGF’in TGF-B ile dogrudan iliskisi
henliz net degildir. Bu nedenle, TGF-p ve VEGF sentezleyen hiicrelerin yeniden
damarlanmay tetikleyerek, fibrozis patogenezinde ortak rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Diyabetik hastalarda insiilin direncini azaltmasi disindaki diger metabolik olumlu
etkileri nedeniyle yaygin olarak tercih edilen bir tedavi secenegi olan tiazolidinedionlarin
MMP ve TGF-B baskilayic1 etkileri bilinmektedir (46, 51). Tiazolidinedionlardan
Roziglitazonun MMP-2 sentezini baskilayarak SGC-7901 gastrik kanser hiicre invazyonunu
engelledigi gosterilmistir (58). Ciglitazonun kanser hiicrelerinde, pro-MM-2"yi baskilayarak
damarlanma ve kanser invazyonunu azalttig1r bildirilmistir (59). Troglitazonun, THP-1
makrofajlarmda MMP-2 ve MMP-9 gen yazilimmi baskiladigi, bunun da yangi ve fibrozis
patogenezinde 6nemli oldugu vurgulanmistir (60). Pioglitazonun ise Tip 2 Diyabet deneysel
modelinde, MMP-2 etkinligini baskilayip, NO diizeyini artirarak preglomerular arteriyoldeki
yeniden yapilanmay1 (remodeling) diizelttigi gosterilmistir (61). Tiazolidinedionlarin MMP
baskilayic1 etkileri ile ortaya konulan enflamasyon ve fibrozis azaltici etkilerini gdsteren
caligmalarin Ornekleri artirilabilir. Bizim c¢alismamizda da pioglitazon, aktif-MMP-2, pro-
MMP-2 ve pro-MMP-9 etkinligini baskilayarak KH ile olusturulmus EPS modelinde bu yolak
tizerinden hem pariyetal periton hem de visseral periton zarinda enflamasyonu baskilamistir.
Tedavi grubunda periton fibrozis yiizdesinde ve periton duvar kalinliginda anlamli bir azalma
saptand. MMP-9’un inhibitorii olan TIMP-1’in de tedavi ile baskilandigmi saptadik.
TIMP’ler, aktive olan MMP’lere yanit olarak artmaktadir. MMP baskilanmasi durumunda

TIMP’ler de azalmaktadir. Bu sonug, pro-MMP-9’un baskilanmasi ile uyumlu gézlenmistir.
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Ancak MMP-2’yi baskilayan TIMP-2’de benzer bir sonuca varamadik. Bu durum, TIMP-2
Ol¢tim teknigi ile ilgili sorunlar sonucu olabilir.

TGF-B, fibrozis patogenezinde goérev alan en Onemli sitokin olarak bilinirken,
tiazolidinedionlarmm TGF-B etkinligini azaltarak fibrozis olusumunu engelledikleri bir¢ok
calisma ile gosterilmistir (62, 63). Tek tarafli iireter baglamasi ile olusturulan bobrek fibrozisi
modelinde troglitazon, TGF-B inhibisyonu yoluyla bobrek fibrozisini azaltmistir (64). Insan
periton mezotel hiicrelerinde de PPAR-y’nin  bulundugu ve agonistlerinin TGF- 31 yapimini
azalttig1 gosterilmesine karsin (17, 18), tiazolidinedionlarin periton fibrozisindeki etkileri ise
yakin zamanli yaymlanan tek bir ¢alismada arastirilmistir (19). KH ile olusturulmus EPS
modelinde roziglitazonun uygulandigi bu ¢alismada, roziglitazon uygulanan grupta PET
degerlendirmesi sonucu UF’da iyilesme saptanirken, iire klirensinde fark saptanmamustir.
Roziglitazon model ile eszamanhi verildiginde, periton duvar1 kalinlasmast ve
damarlanmasinda anlamli bir azalma saglarken, enflamasyon skorunda iyilesme
gozlenmemistir. Model olusturulduktan sonra 2 hafta boyunca uygulanan tedavi ile
enflamasyon, periton duvar kalinlig1 ve damarlanmada herhangi bir iyilesme bulunmamustur.
Eszamanli Roziglitazon tedavisinin periton islevinde ve fibroziste diizelme sagladig:
gosterilmesine karsin, roziglitazonun bu etkiyi hangi yolak iizerinden gerceklestirdigi
aragtirtlmamigtir.  Bu  etkinin, TGF-f/Smad yolagi {izerinden olabilecegi hipotezi
vurgulanmstir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismadan farkli olarak Pioglitazon fibrozisle birlikte
enflamasyon skorunu da diizeltirken, bu etkinin jelatinazlar ve TGF-3 yolaginin baskilanmasi1
ile gergeklestigi gosterilmistir.

EPS modelinde, TGF- B diizeyinin kontrol gruplara gore oldukga arttig1 saptanmuistir.
Pioglitazon tedavisinin TGF- B’yi baskilamasi, patolojik bulgularda anlamli iyilesme
saglarken, tedavi alan grupta TGF- B diizeyleri yine de kontrol gruplarina gore yiiksek
saptand1. Daha yliksek doz pioglitazonun TGF- B’y1 daha fazla baskilayarak periton yapisinda
daha fazla iyilesme saglayip saglamayacagi ileri bir arastirma konusu olabilir.

Sonug olarak; PPAR- y agonisti pioglitazon, deneysel EPS modelinde jelatinazlar1 ve
TGF-B’y1 baskilayarak, periton zar1 enflamasyonunu, periton duvar kalinligini ve fibrozisi
tyilestirmistir.

Bu bulgular 15181nda, diyabetik nefropati iliskili SDBY hasta sayismnin hizla arttig1 géz
onlinde bulunduruldugunda, bu hasta grubunda uygulanabilecek tiazolidinedion tedavisinin

kalp damar sagligi yani swra, periton islevi ilizerine de olumlu etkisinin olabilecegi
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diistiniilebilir. Risk altindaki hastalarda, pioglitazonun bu potansiyel etkisi, nadir ancak
Olimciil bir komplikasyon olan EPS’nin Onlenmesi ya da tedavisinde g6z oOniinde

bulundurulmalidir.
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