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OZET

Ratlarda hipertonik diyaliz sivist ile olusturulan peritoneal hasarda
antiinflamatuar bir madde olan oksalaminin etkilerinin incelenmesi amaglanda.

Calismada agirliklar1 200-250 gr. arasinda degisen 8-10 haftalik Wistar albino
cinsi 21 adet rat kullanildi. Ratlar kontrol grubu (n=7), dekstroz grubu (n=7),
dekstroz+oksolamin grubu (n=7) olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubundaki
ratlara intraperitoneal (i.p) olarak 10 ml dozunda serum fizyolojik 28 giin siiresince
verildi. Dextroz grubuna 10 ml %3.86 glukoz iceren periton diyaliz soliisyonu i.p
olarak 28 giin siiresince uygulandi. Oksolamin grubuna 10 ml %3.86 glukoz igeren
periton diyaliz soliisyonu i.p olarak 28 giin siiresince uygulandi. Bu uygulama ile
birlikte oksolamin 50 mg/kg/giin olacak sekilde gavajla 28 giin siiresince verildi.
Belirtilen soliisyonlar insiilin ignesi kullanilarak giinde bir kez 1.p olarak verildi. Dort
haftanin sonunda ratlardan alinan pariyetal periton kesitleri H-E ile boyanarak 1s1k
mikroskobunda peritoneal kalinlik, inflamasyonun varlig1 ve fibrozis degerlendirildi.
Ayrica immiinohistokimyasal olarak transforme edici biiyiime faktorii (TGF-f), bag
dokusu biiytime faktorii (CTGF) ve fibronektin incelemesi yapildi.

Yapilan degerlendirmede H-E boyamasinda dekstroz grubunda peritonel
kalmhigin ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun arttig1 gozlendi. Immuno
histokimyasal incelemede dekstroz grubunda periton zarinda TGF-B, CTGF ve
fibronektin diizeylerinin arttig1 tespit edildi. Bununla birlikte dekstroz grubu ile
karsilastirildiginda oksolamin verilen grupta TGF-B, CTGF ve fibronektin
diizeylerinin azaldig1 tespit edildi. Yapilan H-E boyamasinda oksolaminin hipertonik
diyaliz soliisyonlarma bagli olarak meydana gelen peritoneal hasar1 azaltict etkisi
oldugu sonucuna varildi. Oksolamin antiinflamatuar 6zelligine ilaveten TGF-p,
CTGF ve fibronektin diizeylerini azaltarak peritoneal kalinlasmay1 6nlemede olumlu
etkilere sahip olabilir.

Oksolaminin peritoneal fibrozis gelisiminin 6nlenmesinde olumlu etkileri
saptanmis olup ayrica oksolaminin fibrozis gelisimi ile iliskili biiyime faktorleri
yolaklarinda da etkileri oldugu sonucuna ulasilmstir.

Anahtar Kelimeler: Peritoneal fibrozis, oksolamin, TGF-, CTGF, fibronektin.

v



ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE EFFECTS OF OXOLAMINE IN AN
EXPERIMENTAL PERITONEAL INJURY MODEL INDUCED BY
HYPERTONIC DIALYSATE SOLUTION

The aim of this study is to investigate the effects of an anti inflammatory
matter which is oxolamine in a model of peritoneal injury induced by hypertonic
dialysis solution in rats.

21 Wistar Albino rat ranging in age from 8 to 10 weeks and ranging in weight
from 200 to 250 grams were included in this study. They were divided into 3 groups
such as control group (n=7), dextrose group (n=7) and dextroset+oxolamine group
(n=7). To control group, saline was given intraperitoneally in a dose of 10 ml every
28 days. To the dextrose group, 10 ml %3.86 glucose dialysis solution was given
intraperitoneally every 28 days. To the oxolamine group 10 ml %3.86 glucose
dialysis solution was given intraperitoneally every 28 days. With these applications,
oxolamine was given as 50 mg/kg/day with gavage every 28 days. Solutions were
given intraperitoneally once a day using insulin syringe respectively. At the end of
four weeks parietal peritoneal sections of rats were dyed with H-E and peritoneal
thickness, inflammation and fibrosis were viewed under light microscope.
Additionally, transforming growth factor beta, connecitve tissue growth factor and
fibronectin were investigated.

In the assesment with the H-E dye, peritoneal thickness and inflammatory cell
infiltration were incresed in the dextrose group. Immunohistochemically, peritoneal
TGF-B, CTGF and fibronectin levels were high in dextrose group. However TGF-j3,
CTGF and fibronectin levels were low in oxolamine group as compared to dextrose
group. With the H-E dye we concluded that oxolamine decreases the peritoneal
injury induced by hypertonic dialysis solution. Additionally to the anti inflammatory
properties of oxolamine, it may help to prevent peritoneal thickening by decreasing
TGF-B, CTGF and fibronectin.

Positive effects of oxolamine on preventing peritoneal fibrosis were
determined and it was found to have some roles on growth factor pathways related to
fibrosis.

Key words: Peritoneal fibrosis, oxolamine, TGF-f, CTGF, fibronectin.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI i
ONAY SAYFASI ii
TESEKKUR iii
OZET iv
ABSTRACT v
ICINDEKILER vi
TABLO LISTESI viii
SEKIL LISTESI ix
KISALTMALAR LISTESI X
1. GIRIS 1
1.1. Genel Bilgiler 2
1.1.1. Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY) 2
1.1.2. Periton Zar1 3
1.1.3. Periton Diyalizi 5
1.1.2. Transport Sistemleri 5
1.1.5. Periton Diyaliz Yeterliligi 8
1.1.6. Periton diyaliz komplikasyonlar1 9
1.1.7. Periton diyalizini sonlandirma nedenleri 9
1.1.8. Periton diyalizinin kontrendikasyonlar1 10
1.1.9. SAPD Tedavisinde Zamanla Olusan Yapisal Ve Fonksiyonel
Degisiklikler 10
1.1.10. Periton Fibrozisi 14
1.1.11. Transforming growth factor (TGF)-p3 16
1.1.12. TGF-B1 doku tamirinde etkileri 17
1.1.13. TGF-B1 fibroziste etkileri 17
1.1.14. Connective tissue growth factor (CTGF) 18
1.2. Fibronektin 19
1.3. Oksolamin 21

vi



. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlari

2.2. Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

2.3. Orneklerin Alinmasi

2.4. Histopatolojik Degerlendirme

2.5. Istatistik Analizler

. BULGULAR

3.1. Peritoneal Kalinliklarin Kiyaslanmasi
3.2.Peritoneal Inflamasyonun Kiyaslanmasi
3.3. Periton Zarinda Immunohistokimyasal Boyanma
. TARTISMA

. KAYNAKLAR

. OZGECMIS

vil

22
22
22
23
23
24
25
25
26
28
37
42
54



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

TABLO LiSTESI

NKF-K/DOQI siniflandirmasina gére KBH evreleri

Gruplardaki peritoneal kalmlik miktarlarmin ortalama ve standart
sapma degerleri

Gruplardaki inflamasyon miktarmin ortalama ve standart sapma
degerleri

Fibronektinin kontrol ve dekstroz grubunda periton zarinda
tutulumunu gore analizi

TGF-p kontrol ve dekstroz grubunda periton zarinda tutlumuna
gore analizi

CTGF’ nin kontrol ve dekstroz grubunda periton zarinda
tutulumuna gore analizi

Fibronektinin kontrol ve tedavi grubunda periton zarinda
tutulumuna gore analizi

TGF-B’ nin kontrol ve tedavi grubunda periton zarmda tutulumuna
gore analizi

CTGF’ nin kontrol ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna
gore analizi

Fibronektinin dekstroz ve tedavi grubunda periton zarinda
tutulumuna gore analizi

TGF-B dekstroz ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna
gore analizi

CTGF dekstroz ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna

gore analizi

viil

25

26

28

28

29

32

33

34

35

36

36



SEKIL LISTESI

Sekil 1. Peritoneal membranin sematik yapisi

Sekil 2. Peritoneal fibrozisin sematik gosterilmesi

Sekil 3. Fibronektinin yapisi

Sekil 4. Intraperitoneal enjeksiyon yapilirken

Sekil 4. Kontrol grubunda periton zarmin hematoksilen eozin ile boyanmasi.

Sekil 5. Dekstroz grubunda periton zarinin hematoksilen eozin ile boyanmasi.

Sekil 6. Tedavi grubunda periton zarinin hematoksilen eozin ile boyama

Sekil 7. Kontrol grubunda periton zarmin fibronektin ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 8. Kontrol grubunda periton zarinin TGF-f ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 9. Kontrol grubunda periton zarmin CTGF ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 10. Dekstroz grubunda periton zarinin fibronektin ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 11. Dekstroz grubunda periton zarmin TGF-f ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 12. Dekstroz grubunda periton zarmin CTGF ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 13. Tedavi grubunda periton zarin fibronektin ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 14. Tedavi grubunda periton zarimin TGF-f ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Sekil 15. Tedavi grubunda periton zarinin CTGF ile immunohistokimyasal

boyanmasi.

X

16

20

23

26

27

27

29

30

30

31

31

32

33

34

35



KISALTMALAR LiSTESI

AGE : Ileri glukoz son iiriinleri

APD : Aletli periton diyalizi

CTGF : Connective tissue growth factor
ECM : Ekstraseliiler matriks

GFH : Glomeriiler filtrasyon hizinin
GFR : Glomeriiler filtrasyon hiz1

GYU : Glukoz yikim {irtinii

IL-1 : Interleukin-1

IP : Intraperitoneal

KBY : Kronik Bobrek Yetmezligi
K-DOQI : Kidney Foundation Dialysis Outcomes Quality Initiative
MMP : Matriks metalloproteinazlar
PAI-1 : Fibrinolitik faktorler

PD : Periton diyalizi

PDC : Peritoneal Diyaliz Kapasite Testi
PET : Peritoneal Esitlenme Testi

SAPD : Siirekli ayaktan periton diyalizi
SDBY : Son donem bobrek yetmezligi
SPA : Standart Peritoneal Permeabilite Analizi
TGF-p : Transforming growth factor -3

UF : Ultrafiltrasyon

VEGF : Vascular endothelial growth faktor



1. GIRIS

Periton diyalizi (PD), yaklasik 40 yildir son donem bobrek yetmezliginde
etkili bir tedavi segcenegi olarak kullanilmaktadir. PD temel olarak, sivi igeren iki
kompartman1 ayiran bir zar (periton zar1) araciligiyla su ve soliitlerin tasinmasina
dayanir. Bu iki kompartman, peritoneal kapillerlerdeki kan ve periton boslugundaki
diyaliz soliisyonundan olusmaktadir. Periton membranindan kii¢iik molekiil agirlikl
soliitlerin taginmasi, etkili peritoneal ylizey alanina baglidir. Zaman i¢inde periton
zarinda gelisen degisiklikler, periton diyalizinin sonlandirilmasma neden
olabilmektedir. Periton diyaliz etkinliginin azalmasmin en 6nemli nedenlerinden
birisi peritoneal fibrozisdir (1).

Peritoneal fibrozis, uzun donem siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD)
tedavisinin 6nemli komplikasyonlarindan birisidir, ultrafiltrasyon (UF) yetmezligine
ve tedavinin birakilmasina neden olabilir. Prevalansi, histolojik 6zellikleri ve klinik
sunumlar1 farklilik gésterir. Uzun donem siirekli ayaktan periton diyalizi uygulanan
hastalarin neredeyse tiimiinde peritoneal fibrozis degisen derecelerde tespit edilmistir
(2-4).

Stirekli ayaktan periton diyalizinde ultrafiltrasyon yetmezliginin prevalansi
birinci y1lda %3 iken, alt1 yi1lda %31°e yilikselmistir (5).

Periton diyalizi uygulamasi, ¢ogunlukla peritonun yap: ve fonksiyonunun
bozulmasi sonucunda UF yetmezligine neden olabilir. Uremik toksisite ve periton
diyaliz solusyonu bilesenleri patogenezde suclanan unsurlardir. Morfolojik olarak
mezotelyal soyulma, intertisiyel fibrozis, neovaskularizasyon ve damarsal
degisiklikler (bazal membranda kalinlasma, fibrozis, damar duvarinda hyalinizasyon)
gozlenebilir (6).

Bu degisikliklerin altta yatan mekanizmalar1 tiimiiyle bilinmemektedir fakat
patogenezde makrofaj ve mezotelyal hiicrelerden salinan sitokin ve biiyiime
faktorlerinin rolu oldugu ileri siiriilmektedir. Mezotelyal hiicrelerden salinan
kollojen, fibronektin, laminin ve transforming growth factor beta (TGF-f), vaskiiler
endothelial growth factor (VEGF), connective tissue growth factor (CTGF),
interleukin-1 (IL-1) iceren sitokinlerin olusturdugu ekstraseliiler matriks (ECM)

makromolekulleri periton fibrozisine neden olabilir (7).



Fibrotik hastaliklarda TGF-B1 anahtar rol oynar. Bunu ekstraseliiler matriks
ve proteaz inhibitorlerinin yapimini artirarak, matriks protein birikimini azaltarak ve
integrinlerin sentezini artirarak yapar (8-10).

3,86 glukoz igerikli periton diyaliz solusyonu intraperitoneal verilerek yapilan
peritoneal fibrozis modelinde oksolaminin anti-inflamatuar etkisinden yararlanilarak
peritoneal fibrozis ilizerindeki etkisini aragtirmaktir.

Ratlarda hipertonik diyaliz sivis1 ile olusturulan peritoneal hasarda

antiinflamatuar bir madde olan oksalaminin etkilerinin incelenmesi amaglanda.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Kronik Bobrek Yetmezligi (KBY)

Kronik bobrek yetmezligi; bobrek islevlerinin ilerleyici ve geri doniisiimsiiz
kaybi olarak tanimlanir. Kronik bobrek hastaligi tanimi i¢in iki kriter belirlenmistir:
1-Glomertiler filtrasyon hizi (GFR) azalsin ya da azalmasin, 3 ay ve daha uzun siire
devam eden bobregin yapisal veya islevsel bozukluguna bagli kan ve idrar
kompozisyonunda anormallik, goriintiileme testlerinde anormallik, bdbrek
biopsisinde anormallik bulgularindan biri veya daha fazlasinin olmasi,

2- Bobrek hasarlanmasma baglh olsun ya da olmasin glomeriiler filtrasyon hizinin
(GFH) ii¢ ay veya daha uzun siire 60 ml/dk’nimn altinda olmasidir.

Kronik bobrek yetmezligi, K/DOQI (Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative) kilavuzuna gore bes evreye ayrilmaktadir (11).

Evre 1: Glomeriil filtrasyon hizi normal veya artmis, ancak
mikroalbliminiiri/proteiniiri, hematiiri veya bobrekte histolojik degisiklikler gibi
bobrek hasarlanmasinin bazi kanitlar1 vardr (=90 ml/dk/1,73 m?). Klinik belirti
goriilmez.

Evre 2: Glomeriil filtrasyon hiz1 1limli derecede azalmistir (60-89 ml/dk/1,73
m?). Hipertansiyon ve sekonder hiperparatiroidizim goriiliir.

Evre 3: Glomeriil filtrasyon hiz1 orta derecede azalmistir (30-59 ml/dk/1,73
m?). Hafif derecede bobrek yetmezliginde goriilen belirtilere ek olarak anemi

goriiliir.



Evre 4: Glomeriil filtrasyon hizi ciddi derecede bozulmustur (15-29
ml/dk/1,73 m?). Orta derecede bobrek yetmezliginde goriilen belirtilere belirgin su ve
tuz tutulumu, istahsizlik, kusma ve iist diizey mental fonksiyonlarda azalma eklenir.

Evre 5: Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) (<15 ml/dk/1,73 m?). Ciddi
bobrek yetmezliginde goriilen belirtilere pulmoner 6dem, koma, konviilziyon,
dekompanse asidoz, hiperkalemi ve 6liim eslik edebilir.

Tablo 1. NKF-K/DOQI siniflandirmasina gére KBH evreleri

0 >90 Artmus risk

1 >90 Normal veya artmis GFR; *

2 60-89 GFR'de hafif azalma ile bobrek hasan
3A 4 GFR'de orta azalma ile bobrek hasari
3B 5

4 15-29 GFR'de siddetli azalma ile bobrek hasan
5 <15 Kronik bébrek yetmezligi "*

* Bobrek hasaimin bazi 6zelliklerinin (niikroalbiiminiiri / proteinim, hematiiri veya histolojik degisiklik)
bulunmasi

** Yagamin siirdiiriilebilmesi i¢in renal replasman tedavisi (diyaliz veya transplantasyon) ihtiyaci
bulunmaktadir

Evre 5 KBY hastalarinin yasamlarini siirdiiriilebilmeleri i¢in bobrek yerine
koyma tedavisine gereksinimleri vardir (12). Diyaliz, yar1 gecirgen bir zar araciligi
ile hastanin kan1 ve uygun diyaliz soliisyonu arasinda sivi-soliit degisimini temel alan
bir tedavi seklidir. Stv1 soliit hareketi genellikle hastanin kanindan diyalizat sivisina
dogru olur. Diyaliz isleminde diffiizyon ve ultrafiltrasyon islemi olur (13).

Diyaliz tedavisi hemodiyaliz ve periton diyalizi tedavisi olarak iki sekilde

yapilabilir.

1.1.2. Periton Zar

Periton; barsaklar1 ve diger i¢ organlar1 Orten visseral periton ve karin
duvarini Orten pariyetal peritondan olusan ser6z bir zardir. Periton zarinin anatomik
ylizey alani viicut ylizey alani ile esittir ve 1,7- 2 m? arasinda oldugu hesaplanmastir.
Visseral periton peritonun % 80’nini olusturur, siiperior mezenterik arterden beslenir
ve vendz doniisii portal sisteme olur. Pariyetal periton lomber, interkostal ve
epigastrik arterlerden kanlanir ve vendz doniisii inferior vena kavaya dogru olur.
Toplam periton kan akimimin 50-100 ml/dk arasinda oldugu tahmin edilmektedir.

Periton ve periton boslugunun ana lenfatik drenaji diyafragmatik peritonda olan



acikagizlar, visseral ve pariyetal peritondaki lenfatik kanallar yoluyla olmaktadir (14,
15).

Periton, kiiciik molekiillii maddelere ve sivilara karsi yar1 gecirgen bir zar
olarak gorev alirken, ayn1 zamanda da diyafram bdlgesinde belli alanlarda fizyolojik
kosullarda biiyiik molekiilli maddelerin ve bakterilerin kana gecislerini engeller.
Boyle biiylik molekiiller mezotel hiicreleri arasinda bulunan bazi acgikliklardan
emilebilirler.

Mezotel hiicreleri arasindaki agikliklar elastiktir ve ¢ap1 10 p’a kadar olan
molekiillerin gecisine izin verebilir. Ekspirasyon sirasinda lakiinalar dolar ve bunlar
inspirasyon sirasinda diyaframin kasilmasi ile lenfatik sisteme bosaltir. Bu
mekanizma ile bakterilerin peritondan hizli bir sekilde uzaklastirilmasi saglanmis
olur (14, 16).

Mezotel hiicrelerinden birgok sitokin (Interlokin IL-1, IL-6), fibrinolitik
faktorler (PAI-1, PAI-2), transforming growth faktor (TGF-B), fibronektin ve
vascular endothelial growth faktor (VEGF) sekrete edilmektedir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda mezotel hiicrelerinde hem osmotik hem de osmotik olmayan transport
mekanizmalarini diizenleyen aquaporin kanallarinin varligi ortaya konulmustur (17).
Interstisyum yani submezotelyal konnektif doku fibroblast, mast hiicresi, makrofaj ve
lenfatik damarlar1 yapisinda bulundurur. Fibroblastlar kollajen liflerinin hemen
yakininda bulunur. Hem fibroblastlar hem de kollajen interstisyumun negatif ytkli
olmas1 PD’deki soliit transportuna katki saglar. Kollajendz materyal i¢cinde bulunan
su kanallar1 ag1 yani aquaporinler son yillarda iizerinde sik konusulan bir konudur.
Peritonda kiigiik soliit transportu normal sartlarda tortiidz interstisyum tlizerinde sifir
hidrostatik basing altinda diflizyon yoluyla gerceklesir ancak PD’de intraabdominal
basing artar ve soliit transportundaki artisgla beraber bu basing artisiyla sivi
transportunun da saglanmis oldugu bilinmektedir.

Hem parietal hem de visseral peritonda mikrodamar yapisi arteriol, terminal
arteriol, prekapiller sfinkter, arteriovendz anastomoz, kapiller, postkapiller veniil ve
veniillerden olusmaktadir. Kapillerler soliit ve sivi transportunun oldugu en 6nemli

bolgedir. Son yillarda tanimlanan siv1 transportunun asil sorumlusu olan aquaporin-1



kanallar1 kapiller endotel hiicrelerinde bulunmaktadir (18). Ayrica endotel hiicreleri
mikrovaskiiler hemodinamigin, lokosit adezyonu, biiylime faktorlerinin ve

inhibitorlerinin tiretildigi fizyolojik aktif hiicrelerdir.

1.1.3. Periton Diyalizi

Stiregen periton diyalizi; siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) ve aletli
periton diyalizi (APD) diye ikiye ayrilir. Siirekli ayaktan periton diyalizinde giinde
dort veya bes kez, hastanin karin i¢i hacmine ve siviy1 tolere edebilirligine gore 2-
2,5-3 L swv1 verilir, 4-6 saatlik bekleme siiresi sonrasinda s1vi bosaltilir ve yerine yeni
swv1 verilir. Bu islem hasta tarafindan elle yapilir. Aletli periton diyalizinde ise siviy1
hastanin karnma veren ve daha sonrada bosaltimi1 saglayan bir cihaz kullanilir. Aletli
periton diyalizinde kendi i¢inde siirekli ¢cevrimsel periton diyalizi ve gece aralikli
periton diyalizi olmak iizere ikiye ayrilir. Ayrica SAPD ve APD’nin ortak
kullanildig1 tedavi segenekleri de vardir (19, 20). Periton diyalizi esnasinda bazi

transport sistemleri rol oynamaktadir.

1.1.2. Transport Sistemleri

Soliit transportu: Periton diyalizinde difiizyon ve konveksiyon olmak iizere
iki mekanizma vardir. Diflizyon peritoneal boslukta bulunan diyaliz sivisi ile
peritoneal kapillerler arasindaki soliit konsantrasyon farkina bagli olarak gerceklesir.
Bu noktada peritonun gecirgenlik durumu difiizyonu etkilemektedir. Konveksiyon
ise kiictik molekiil agirliklr soliitlerin (50-500 Da) herhangi bir giice bagli olmaksizin
direk gegisidir. Soliit ve sivi PD swrasinda kapillerlerden diyaliz sivisina gecisi
sirasinda 3 bariyeri asmak zorundadir. Bunlardan en 6nemlisi kapiller duvar, sonra
interstisyel doku ve son olarak mezotel hiicre katmanidir. Kapiller duvarda transport
mekanizmasinda 3 por modeli gegerlidir.

1) Ultra kiiciik por (3-5A°): Aquaporin-1 olarak bilinir. Sadece suya
gecirgendir. Hem kapiller duvarda hem de mezotel hiicre katmaninda bulunur. Tiim
transport yiizeyinin %1-2’sini olsturmasina ragmen transkapiller ultrafiltrasyonun
%350’s1 bu porlar sayesinde gergeklesir.

2) Kiiciik por (40-50A°): Interendotelyal bileskede yerlesir. Kolloidal

osmosis bu porlar yoluyla ger¢eklesir.



3) Genigs por (>150A°): Toplam por sayisinin %0.1’inden azdir.
Makromolekiillerin transportuna izin verir.

Sivi1 Transportu: Periton diyalizinde soliit transportu kadar 6nemli olan diger
konu siv1 fazlasmin yiiksek konsantrasyonda glukoz kullanilarak saglanan osmotik
ultrafiltrasyondur. Transperitoneal ultrafiltrasyon Starling kanununa gore peritoneal
membran ile zit tarafin osmotik ve onkotik gii¢leri arasinda gerceklesir. Sivi gecisi
kapiller duvardaki ultra-kiiclik ve kii¢iik por sistemi iizerinden gergeklesir ki daha
once belirttigimiz gibi ultra-kiiclik porlar osmotik gradiyente bagli olarak
ultrafiltrasyondan O6nemli oranda sorumludur. Kiiciik porlar ise hidrostatik ve
kolloidal osmotik giice karsi ultrafiltrasyon saglarlar. Transkapiller ultrafiltrasyon
orani (TCUFR) PD’de ultrafiltrasyona etkili tiim faktorleri barindiran bir esitliktir.

TCUFR=UFC (AP — AIl + cAO)

Bu esitlikte UFC peritoneal ultrafiltrasyon katsayisi; AP hidrostatik basing
gradiyenti; AIT kolloidal osmotik basing gradiyenti; AO kristalloidal osmotik basing
gradiyeti, o 1ise refleksiyon Kkatsayisidir. Ultrafiltrasyon katsayisi hidrolik
permeabilite ile peritoneal ylizey alaninin ¢arpimia esittir. Hidrolik permeabilite
hakkinda ¢ok bilgi olmasa da bunun ¢ogunlukla intrakapiller basing ile porlarin
biliyiiliigii ve sayismna baghh oldugu diisiiniilmektedir. Buradan yola ¢ikarak
interstisyel fibrozisin permeabiliteyi etkileyen 6nemli bir neden oldugu sdylenebilir.
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Periton diyalizinde soliit ve sivi transpotunun yeterlili§ini géstermek bircok
test kullanilabilir:

Peritoneal Esitlenme Testi (PET): Peritoneal esitlenme testi basit ve
oldukea pratik bir testtir. Ultrafiltrasyon kaybinin prognostik bir gostergesidir. 1987
yilinda Twardowski ve ark. (21) tarafindan tarif edildiginden beri PD hastalarinda
peritoneal transportun degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Bu test
icin yiiksek konsantrasyonda glukoz igeren diyalizat sivilar1 kullanilir (%2.36 ya da
%2.5) ve 4 saatlik bekleme siireci sirasinda 0, 10, 30, 60, 120 ve 180. dakikalarda ve
bosaltim sirasinda diyalizat sivisi ve test sonunda plazma 6rnegi alinir. Diyalizat ve
plazma orneklerinde (D/P) iire, kreatinin, sodyum, potasyum ve total protein gibi
soliit konsantrasyon orani, diyalizat baslangi¢c ve son (D0/D1) glukoz konsantrasyon
orant hesaplanir. Ayrica son bosaltim diyalizat voliimiinden dolum voliimi
cikartilarak net ultrafiltrasyon miktar1 bulunmus olur. Hastalar PET sonuclarmna gore
diisiik, diisiik-orta, yiiksek-orta, yiiksek gecirgen olmak iizere 4 ana gruba ayrilir.

Yiksek gecirgen D/P kreatinin oraninin >0.81 olmasi durumudur. Soliit
transportu 1yl olmasina ragmen sivi transportu kotii oldugundan ultrafiltrasyon
bozulmustur. Bu durum hastanin yapisal bir durumu olabilecegi gibi peritonit atagi
sonrasinda ve uzun siireli PD tedavisinin sonucu olarak karsimiza ¢ikabilir. Diisiik
gecirgen D/P kreatinin <0.50 olmasi durumudur. Soliit transportu yavas olmasima
ragmen s1v1 transportu iyidir yani ultrafiltrasyonda pek bir bozulma olmaz. Ozellikle
adezyon gibi peritoneal ylizey alaninin azaldig1 durumlarda ve peritoneal sklerozis
durumunda goriilebilir. Yiiksek-orta gecirgen membranlarda D/P kreatinin 0.66-0.81
arasindadir. Diislik-orta gecirgen membranlarda ise D/P  kreatinin 0.50-0.65
arasindadir. Iki durumda da hem soliit hem de s1v1 transportunda énemli bir bozulma
olmaz. Aquaporin eksikliginin bir belirtisi olarak da kabul edilebilir.

Hizh-PET: Zaman ve maliyet kaygilari nedeniyle daha hizli PET testi
yapilabilmektedir. Yine 4 saatlik %2.36 / %2.5 diyalizat ile dolum sonrasi alinan
diyalizat ve plazma 6rneklerinden D/P oranlar1 ve net UF hesaplanir. Degerlendirme
PET ile aynmidir (22).

Mini-PET: LA Milia ve ark. (23) tarafindan gelistirilen bu testte kiigiik
boyutlu soliit ve serbest sivi transportu gdosterilebilir. Bu testin gelistirilmesinde

%3.86 / %4.5 konsantrasyonda diyalizat kullaniominda maksimal sivi transportunun



1. Saatte gerceklesmesi esasina dayanir. Bu testte de standart PET deki hesaplamalar
yapilabilir.

Standart Peritoneal Permeabilite Analizi (SPA): Peritoneal esitlenme
testine benzer ancak voliim belirteci olarak dekstran 70 kullanilir. Bu test i¢in
dekstran 70 eklenmis yiiksek glukoz konsantrasyonunda diyalizat kullanilir. Orta
molekiil agirlikli soliitlerin yan1 sira makromolekiiler soliit transportu hakkinda da
bize bilgi verebilir. Ancak 6zel 6l¢iim teknigi gerektiginden pek tercih edilmez (24).

Peritoneal Diyaliz Kapasite Testi (PDC): Bu test kisa bir dolum zamani ile
baslar (2-3 saat), sonra 2 defa 4-6 saatlik dolum yapildiktan sonra birkez 2-3 saatlik
kisa dolum yapildiktan sonra son kez uzun bir gece dolumu yapilir. Biitiin bosaltim
torbalarindan Ornek alinwr. 24 saatlik ultrafiltrasyonu gosterir fakat uluslararasi
ultrafiltrasyon yetersizliginin karsilig1 olabilecek herhangi bir esik deger bu test i¢cin

bildirilmemistir (25).

1.1.5. Periton Diyaliz Yeterliligi

Periton diyalizinde amag¢ birikmis atik {riinlerin ve asir1  sivinin
uzaklastirilmasidir. Bu nedenle diyaliz yeterliliginde bu iki gdstergenin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Periton membranindan kii¢iik molekiil agirlikli
soliitlerin tasmmasi, etkili periton yiizey alanina baghdir (26). Klinik ve deneysel
calismalar, etkili periton yiizey alami artisiyla, kiiciik molekiil agirlikli soliitlerin
gecislerinin  arttigin1 ve sonugta ultrafiltrasyon (UF) yetersizligi gelistigini
gostermektedir (27). Ultrafiltrasyon yetmezligi, PD tedavisinin birinci yilinda %3,
altnc1 yilsonunda ise %31 sikliginda goriilmektedir. Ultrafiltrasyon yetmezligi
sonucunda; yiiksek glukoz yogunluklu soliisyonlar kullanilmasma ragmen kuru
agirhiga ve normal kan basincina ulasilamiyabilinir, ciddi tuz kisitlamasma karsin
semptomlar devam eder, hemodiyaliz tedavisine gegis gerekebilir (28).

Periton diyalizi hastalarinda baslica dort tip UF yetersizligi goriiliir. Bunlar;

a) Daha fazla glukoz emilimi ve osmolar gradiyentin daha hizli yok olmasima
yol agan yiizey alan1 gegirgenlik artisina (tip I UF yetersizligi)

b) Su ve solut tasinmasii énemli derecede kisitlayan etkin peritoneal ylizey
alan1 gecirgenliginde ciddi azalmaya (tip Il UF yetersizligi)

c¢) Lenfatik emilim artigma (tip I1II UF yetersizligi)



d) Peritoneal membran su kanallariin (aquaporinler) kaybi.
Peritoneal esitleme testi (PET) hem su hem de solut taginmasmin énemli bir
degerlendirme yontemidir. Ultrafiltrayon yetersizliginin belirlenmesine yardimei olur

(23, 29, 23).

1.1.6. Periton diyaliz komplikasyonlan

Periton diyalizi tedavisinin komplikasyonlari; mekanik, solunumsal,
metabolik, enfeksiydz ve katetere bagli yan etkiler gibi birka¢ baslik altinda toplanar.
Bunlar;

a) Mekanik komplikasyonlar (karin ici basing artisina bagli) herni olusumu,
karin duvar1 ve kateter ¢evresi sizintisi, genital 6dem, abdominal 6dem, sirt agrisi,
diyalizatin yaptig1 gerilime ve asit pH’a baglh karm agrisi, gastrointestinal sistemle
ilgili sorunlar

b) Solunumsal komplikasyonlar (hidrotoraks, solunum fonksiyonlarinda
degisiklik) (30)

c) Metabolik komplikasyonlar; beslenme bozuklugu, glukoz emilimi, lipid
bozukluklari, protein kaybi, sodyum diistikliigii veya fazlaligi, potasyum diisiikliigii
veya fazlaligi, kalsiyum diisiikliigii veya fazlaligi, fosfor diisiikligli veya fazlaligi,
diisiik ve yiliksek dongiilii kemik hastalig1 ve kardiovaskiiler hastalik gelisiminde artis
(30, 31).

d) Enfeksiyoz komplikasyonlar; kateter giris yeri enfeksiyonu, tiinel
enfeksiyonu ve peritonitler (31, 32).

e) Katetere baghh komplikasyonlar; kateterin fibrin ile tikanmasi, kateter
etrafina omentum ve barsak anslarinin sarilmasi, kateterin karm icinde yer

degistirmesi (kotii pozisyonu) ya da kivrilmasi, distaki kegenin ¢ikmasidir (31).

1.1.7. Periton diyalizini sonlandirma nedenleri

Periton diyalizi hastalarinin %350’sinin tedavisine ¢esitli nedenlerle son
verilmektedir. Bunun en dnemli nedenleri; bobrek nakli, tekrarlayan enfeksiyonlar
(peritonit ya da tlinel infeksiyonlari) ve peritoneal membranda meydana gelen
degisikliklere bagl olarak UF’de azalmadiwr. Periton diyalizi uygulanan hastalarda
zamanla peritoneal membranin yap1 ve fonksiyonlarinda degisiklikler meydana

gelebilmektedir. Uygulanan diyaliz siiresi ile ya da tekrarlayan peritonitlere bagh



olarak gelisen peritoneal membran morfolojisindeki degisimi gosteren cesitli

calismalar mevcuttur (33-35).

1.1.8. Periton diyalizinin kontrendikasyonlar: (36)

Periton diyalizinin kontrendike oldugu durumlar iizerinde uzlasma saglanan
pek az durum vardir.

Bunlar Kidney Foundation Dialysis Outcomes Quality Initiative (K-DOQI)
periton diyaliz klavuzunda tanimlanmustir.

1) Diffuz olarak enfekte abdominal duvar

2) Enfeksiyon veya maligniteye bagl diffuz intraabdominal yapisikliklar

3) Diafragmanin acik olmasi

Ayrica periton diyalizinin kismen sakincali oldugu durumlarda so6z
konusudur.

1) Son zamanda abdominal ve retroperitoneal operasyon gecirilmis ve
abdominal drenlerin varligi

2) Aort anevrizmast

3) Ileus

4) Solunum yetersizligi

5) Kanama diyatezi

Periton diyalizinin goreceli kontrendikasyonlar1 sunlardir:

1) Yeni intra-abdominal yabanci cisim

2) Viicut Oolgiilerinin smirlamalar1 ve intra-abdominal sivi hacmini
kaldiramama

3) Barsak hastalig1 ve diger enfeksiyon kaynaklari

4) Ciddi malnutrisyon ve morbit obezite

1.1.9. SAPD Tedavisinde Zamanla Olusan Yapisal Ve Fonksiyonel

Degisiklikler

Periton diyalizi uygulamasi ile yillar i¢inde peritoneal membranda bazi
morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Siirekli ayaktan periton
diyalizi tedavisinde peritoneal degisiklikler farkli oranlarda goriilmektedir.
Peritondaki minor morfolojik degisiklikler basit peritoneal sklerozis olarak

tanimlanir ve PD ile iliskili olarak gozlenir. Periton diyalizinin ilk aylarindan sonra
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submezotelyal fibrozis goriilebilir. Periton diyalizinden birka¢ ay sonra mezotelyal
bazal membranda ikiye katlanma ve yapisikliklar olusumu hastalarin ¢ogunda
bildirilmistir (37). Peritoneal membranin kalinligindaki artis sklerozan peritonit
olarak adlandirilir. Sklerozan peritonit sik olarak basit peritoneal sklerozisin
uygunsuz sekilde ilerlemesi sonucu olusabilir. Sklerozan peritonit nadir bir durum
olarak goriiliir (38).

Periton diyalizinin etkin olarak siirdiiriilebilmesi i¢in periton mezotelyal
hiicreleri 6nemli rol oynar ve peritoneal homeostazisin saglanmasini saglar. Periton
diyalizine bagli olusan hasarlanmada peritoneal yanit mezotelyal hiicreler tarafindan
gergeklestirilir. fibrinolizis ve prokoagulan aktivite; fosfolipid ve proteoglikan
yapimi, biiylime faktorleri, sitokinler ve vazodilatator faktorler (prostaglandin ve
NO) aracilig1 ile peritonun yapisinda degisiklikler olusur. Peritoneal yiizeyde olusan
hasara yanitta peritoneal fibrozisin baslamasinda peritoneal mezotelyal hiicreler
onemli rol oynar. Periton diyalizi uygulamasi ile mezotel hiicrelerinde mikrovillus
sayilar1 azalmakta ve dejenaratif degisiklikler olusabilmektedir (39). Peritoneal
fibroblastlarin peritoneal sklerozis gelisimi ile iliskili oldugu belirtilmistir. Yapilan
deneysel calismalarda fibroblast sayisinin azalmasi ile peritoneal fibrozis ve
neoanjiogenezisin azaldigi gosterilmistir (39). Bu durum klinik olarak UF
kapasitesinin azalmasi ile sonuglanabilmektedir. Yapilan goézlemler sonucunda
peritondaki degisiklerin 6zellikle mezotelyum (soyulma, mikrovillus kaybi, mezotel
hiicre metabolizmasinin artmast), intertisyum (degisik seviyelerdeki fibrozis ve
lI6kosit infiltrasyonu, interstisyel kollogen liflerinin dagiliminda diizensizlikler,
kollojen depolanmasinda artig) ve vaskiiler yatakta olustugunu gostermistir. Ancak
sistematik olarak tanimlanmadiklari i¢in bu ¢alismalarin periton fibrozisi gelisiminin
dogal seyrini belirlemedeki yeri sinirhidir (40). Uzun donem SAPD hastalarinda
olusan periton membran degisikliklerinin nedeni, uzun siire diyaliz solusyonlarina
maruziyet ve sik tekrarlayan bakteriyel peritonit ataklaridir (41). Siirekli ayaktan
periton diyaliz siiresi ve membran yetmezliginin olusumu arasidaki iligki fizyolojik
olmayan diyalizat sivilarma siirekli temasmn Onemli bir faktdér oldugunu
diistindiirmektedir (42). Periton diyaliz soliisyonlarmin hipertonik olmalar1 ve yiiksek
glikoz igerikleri peritoneal membran degisikliklerine neden olmaktadir. Glikoz,

mezotelyumu kolayca gecebildigi i¢in periton dokular1 son derece yiiksek
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yogunluktaki glikoza maruz kalir. Bu yogunluk diyabetes mellituslu hastalarin
plazmasindaki glikoz seviyeden c¢ok daha yiiksektir. Bu durum peritonun
mikrovaskiiler yapisindaki diyabet benzeri degisikliklerin olusumunu agiklayabilir
(42). Bir rat modelinde 4 hafta stireli % 4.25 glikoz iceren PD solusyonu ile
peritonda fibrotik ve vaskiiler degisikliklerin olustugu gosterilmistir, oysaki
fizyolojik salin inflizyonu ile periton anormalligi tespit edilmemistir (43). Sonugta
yiiksek glikoz yogunluklar: ile tekrarlayan temas zamanla periton membran yap1 ve
fonksiyon degisikligine yol ac¢maktadir. Isik mikroskopisinde peritonda yogun
interstiyel fibrozis, mezotelyum kayb1 ve wvaskiiler degisiklikler (veniillerin
mediasinda siddetli fibrozis ve hyalinizasyon, vaskiiler duvarda yogun tip IV
kollojen ve laminin depolanmasma bagl fibrotik kalinlasma ve mediada diiz kas
hiicrelerinin dejenerasyonu) gosterilmistir (44). Yiiksek yogunluklu diyalizat sivilar1
ve glikozla uzun siireli temasin bu degisiklikten sorumlu olabilecegi bildirilmistir.
Periton soliisyonlarinin ve uzun siireli, agir peritonitlerin peritoneal inflamasyona yol
acarak ve mezotel hiicrelerini zedeleyerek peritoneal fibrozise yol agabilecegi ileri
siriilmektedir (40). Ayrica UF yetmezlikli hastalarda periton damarlarindaki
degisiklikler ve ileri glikozilasyon son {irtinlerinin (AGE (Advanced Gliycation
Endproduct, Ileri Glikolizasyon Son Uriinleri)) birikimi arasinda korelasyon oldugu
bildirilmistir (37). Son yillarda biyo-uyumlu PD soliisyonlarmin daha az AGE
olusturmasi1 nedenti ile periton membran yapisini daha iyi korudugu rapor edilmistir
(45). Peritonit, membran boyunca osmotik gradientin yok olmasi ile ilgili olarak geri
doniisimlii  UF kaybina neden olabilir (42). Hangi siddette bir periton
inflamasyonunun UF yetmezligi ve periton sklerozu olusumuna yol agtig1 sorusunu
yanitlamak zordur. Iki prospektif calismada diisiik molekiil agirlikl solutlerin yiiksek
diyalizat/plazma (D/P) oranlar1 ile birlikte olan UF yetmezligi olusmasi 6zellikle
tekrarlayan infeksiyon ataklar1 olan hastalarda belirtilmistir (5, 46). Ultrafiltrayon
yetmezliginin, inflamatuar reaksiyonun siddeti (46), periton inflamasyonunun yogun
oldugu giin sayist (5) ya da mikroorganizmanin cinsi (46) ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Periton sklerozlu hastalarin ¢ogunlugunu SAPD tedavisinin son birkag
ayinda inat¢1 ve tekrarlayici peritonit ataklar1 gecirdigi belirtilmistir. Siirekli ayaktan
periton diyalizi uygulanmis hastalarda yapilmis bir otopsi ¢calismasinda; kalilasma,

inflamasyon ve yapisiklik gibi periton membran degisikliklerinin gec¢irilmis peritonit
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sayist ile anlamli sekilde korelasyon gosterdigi belirtilmistir (47). Periton yapisindaki
bu kronik degisiklikler fibroblastik aktivitenin derecesi, serozal kalinlagma 6l¢iisii ve
kronik inflamasyonun yogunlugu ile tespit edilmistir. Ancak UF yetmezliginin tek
sebebi peritonit ataklar1 degildir (42). Clinkii hi¢ peritonit atagi gecirmemis veya az
sayida peritonit atagi gecirmis uzun stireli SAPD hastalarinda da periton membran
yetmezligi olusmasi bu diisiinceyi desteklemektedir. Siirekli ayaktan periton diyalizi
siiresince submezotelyal kompakt tabakanin ortalama kalinliklarinda artis tespit
edilmis ve diyaliz siiresi arttikga bu tabakanm kalinliginda artig bildirilmistir.
Yapilan calisma ile pariyetal membran kalinliklar1 noninvaziv ydntem olan
ultrasonografi ile PD tedavisinin baslangicinda 6l¢iilmiis, ikinci ve altinci yilinda
ayni grupta Olgiimler tekrarlandiginda pariyetal membran kalmlhiginda belirgin artis
gosterdigi tespit edilmistir (48). Sonu¢ olarak, SAPD siiresince peritonda gelisen
yapisal degisikliklerin 1iki ana sekilde olustugu goriilmektedir. Birincisi
submezotelyal kompakt tabakanin kalinliginda 6nemli bir artis olup, artmis olan
kollojen depolanmasindan kaynaklanir. Bazi ¢alismalarda peritonda gozlenen bu
degisiklikler peritonit insidansi ve siddeti ile iliskili oldugu bulunmustur. Ikinci
onemli yapisal degisiklik ise peritonun yiiksek yogunluklu glikoz igeren periton
diyalizat sivist ile uzun siireli temas1 sonucu vaskiiler yatakta goriilen diyabetik
mikroanjiopatiye benzer degisikliklerdir (40). Sirekli ayaktan periton diyalizi
siiresince kapillerlerin yap1 ve sayisinin her ikisinde de degisiklikler oldugunu
gosteren kanitlar mevcuttur (49). Peritoneal membranda kapiller sayisinda artis ve
kapiller duvar yapisindaki degisiklikler (diiz kas hiperplazisi, subendotelyal
kalinlagma, damar duvarinda kollojen depolanmasina bagl fibrotik kalinlagsma ve
hyalinozis) diyabetik mikroanjiopatideki degisikliklere benzemektedir (50). Tarif
edilen vaskiilopati olusumu ve siddeti SAPD tedavisinde kalis siiresi ile
iligkilendirilmektedir. Stirekli ayaktan periton diyalizi siiresinde yiliksek glikozla
temas sonucu olusan oksidatif stres peritoneal membranda Onemli histolojik
degisikliklere neden olarak UF ve tasima kapasitesinin kaybina neden olur. Yapilan
bir caliymada ratlarda %4.25 glikoz igeren solusyona maruziyet ile mezotelyal
hiicrelerde hidrojen peroksit {iretiminin arttig1 belirlenmistir. Bu durumda oksidatif
stres, glikozdan zengin solusyonlarla tedavi edilen PD hastalarinin mezotelyal

hiicrelerinde mitokondriyal DNA hasarma sebep olmaktadir (51). Glikoz yikim
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irlinleri (glioksal, metilglioksal, 3-deoksiglukoson) 1s1 ile sterilize edilen PD
solusyonlarinda olusur. Diisiik glikoz yikim iirlinii i¢eren diyalizat sivist kullanimu ile
peritoneal hasar azalmaktadir (39). Siirekli ayaktan periton diyalizi sliresince olusan
vaskiiler degisiklikler, diyaliz etkinliginin giderek azalmasma sebep olabilir.
Vaskiiler degisikliklerin patogenezi heniiz tespit edilememis olmasina ragmen,
vaskiiler degisikliklere neden olan durumlarin basinda VEGF’nin geldigi
disiiniilmektedir (52). Yiiksek konsantrasyonda glikozla uzun siireli temas sonucu
olusan  diyabetik mikroanjiopati  benzeri degisiklikler, neoanjiogenezisle
karakterizedir ve  VEGF neoanjiogenezin en onemli belirleyicisidir (53). Yiiksek
glukoz konsantrasyonlu sivilarla karsilasmasi endotel ve mezotel hiicrelerde VEGF

ekspresyonunu artirmaktadir (54).

1.1.10. Periton Fibrozisi

Peritonda fibrozis denilen degisikligi baslatan hiicresel diizeydeki kesin
mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Fibrozis doku hasarlanmasina verilen
olagan bir yanittir ve yara iyilesmesi, glomeriilonefrit, siroz, akciger fibrozisi gibi
farkli klinik durumlarda goriiliir. Periton fibrozisi, diizenli periton diyalizi tedavisi
goren hastalarin periton biyopsilerinde goriilen yaygm bir bulgudur (55). Periton
membraninda olusan degisiklikler 6zellikle mezotel altinda goriilen yangi, fibrozis ve
damarlanmaya neden olmakta ve sonugta UF yetmezligi gelismektedir (27). Yapilan
calismalarda periton diyaliz siiresi ile pariyetal peritondaki submezotelyal yogun
bolgede artis gdzlenmistir. Uremi tek basina submezotelyal kalinlasma ile iliskili
iken Ozellikle sekiz yildan fazla siiredir periton diyalizi yapan hastalarda bu
kalinlasma ¢ok daha belirgin olup periton membran yetmezliginden dolay1 periton
diyaliz kateterinin ¢ikarimasina neden olabilmektedir (41). Peritoneal fibrozis,
peritoneal diyaliz hastalarinda cesitli hasarlanmalara karsi yanit olarak gelisir. Bu
hasarlanmalar arasinda biyo-uyumsuz diyaliz soliisyonlari, peritonitler, liremi ve
siiregen yangi sayilabilir (56). Uremi; peritoneal karbonil stres ve AGE olusumunu
hizlandirir (57). Peritonit ataklar1 ve PD soliisyonlar1 ile peritoneal yangi siirekli
uyarilmis olur. Bu bilesenlerin birlikteligi ile peritoneal mezotel hiicreler diger
peritoneal hiicre topluluklar1 (peritoneal makrofaj, fibroblast, monosit ve notrofiller)

ve onlardan salman ¢esitli sitokinler araciligiyla peritoneal fibrozis gelisir. Peritoneal
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fibrozis gelisimde ana patogenez peritoneal mezotelyal hiicrelerin ve fibroblastlarin
asir1 tiretimi sonucu hiicre dig1 matriks birikimidir (14, 56, 57).

Peritoneal fibrozis gelisiminde mezotel hiicrelerin fibroblastlara doniisiimii ve
cogalmalar1 gdosterilmistir (55). Fibrozisin baslamasi ve devam etmesinde
kollajenazlar ve onlarm  durduruculart1 rol almaktadr (58). Matriks
metalloproteinazlar1 (MMP); hiicre dis1 sik1 doku ile bazal membran bilesenlerini
parcalama yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko (Zn++) ve kalsiyum
(Cat++) bulunduran bir enzim ailesidir. MMP’ler fizyolojik ve patolojik doku
yikiminda Onemli rol oynayan hiicre dis1 proteazlardi. MMP’ler, lokositler,
keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler, diiz kas hiicreleri gibi epitelyal
ve mezenkimal kokenli hiicreler tarafindan sentezlenirler (59, 60). Peritonda
MMP’ler ve TIMP’lerin peritoneal mezotelyal hiicreler, fibroblastlar ve makrofajlar
tarafindan iiretildikleri gdsterilmis ve periton hiicre kiiltiirlerinde MMP- 2, MMP- 3
ve MMP- 9, TIMP- 1 ve TIMP- 2 aktivitelerinin belirgin oldugu olctilmiistiir (61).
Embriyonik gelisim, apopitoz, kemik uzamasi, damar olusumu (anjiyogenez),
dokunun yeniden yapilanmasi, multipl skleroz, sistemik lupus eritematozus,
ovulasyon, artrit, glomerulonefrit, ateroskleroz, yangi, doku iilserleri, kanser hiicresi
invazyonu ve yayilimi gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde MMP’ler 6nemli rol
oynamaktadir (62). MMP- 2 enziminin mezotel hiicrelerindeki doniistimii onledigi

gosterilmistir (63).
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Sekil 2. Peritoneal fibrozisin sematik gosterilmesi

(IL-1 o: Interlokin-1 o, TNF- o:Tiimor nekrozis faktor- a, IL-6: Interlokin -6, FGF2: Fibroblast
biiyiime faktorii-2, TGF- B: Tiimor bliyime faktorii -o , VEGF: Damar endotel biiylime faktori,
eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz)

1.1.11. Transforming growth factor (TGF)-

Doku homeostazisi, hiicre biliylimesi ve ¢ogalmasi yani sira ECM’ nin iiretim
ve dongiisliniin diizenlenmesi ile siirdiiriiliir. Hiicreler sitokinler (veya growth
faktorler) denilen polipeptitler araciligi ile kendilerini (otokrin aktivite) ve diger
hiicreleri (parakrin aktivite) devamli uyarmak sureti ile bu diizenlemeyi saglarlar.
Sitokinler, dokularin yeniden yapilanmasini planlanmis (embriyogenez ve biiylime)
veya planlanmamis (karsinogenez ve hasar sonrast doku tamiri) sekilde her yonden
diizenlerler (64). TGF- prototipik, ¢ok islevli bir sitokin olup, trombositlerden izole
edilmistir. Memelilerde bu sitokin biyolojik 6zellikleri hemen hemen benzer olan 3
izoform halinde bulunur. TGF-B1 fibrozise en ¢ok katilan izoform olup, TGF-B1 geni
doku hasarina yanitta yiiksek seviyede bulunur. TGF-B1, 391 aminoasitli bir 6nciil
molekiil olarak sentezlenir, daha sonra proteoliz ile peptid parcalarint ve 112

aminoasitli bir subuniti olusturur. TGF-B1 iaktif (latent) bir formda sekrete edilir ve
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biyolojik etki olusturmasi i¢in aktive olmas1 gerekir. Latent TGF-B1 hiicre ylizeyinde
ve ECM’ de depolanir ve sebebi bilinmeyen bir mekanizma ile bu yerlerdeki aktive
TGF-B1’ e doniistiiriiliir. TGF-B1 ECM’ nin depolanmasini artirmada en fazla etkiye
sahip olmakla birlikte, diger sitokinlerin; PDGF, FGF, tiimor necrosis factor (TNF)
ve interleukin (IL) etkilerini diizenlemek ve baskilamakla kuvvetli bir diizenleyici

olarak etki eder (64).

1.1.12. TGF-pB1 doku tamirinde etkileri

Inaktif TGF-B1 ECM’e lokal olarak bagli olup, doku hasar1 olustuktan sonra
aktive olur. TGF-B1 nétrofiller, T hiicreleri, monositler ve fibroblastlar i¢in kuvvetli
kemotaksi olusturur. TGF-B1 bdlgede bulunan ve yeni gb¢ etmis hiicrelerle
etkileserek biyolojik etkilerini artirir ve boylece kronik fibroziste onemli bir rol
oynar (64). TGF-f1 ECM depolanmasini artwrmak iizere hiicrelere etki eder.
Ekstraselliiler matriks, integrinler denilen ylizey reseptorleri araciligiyla hiicrelere
baglanan fibronektin, kollojenler ve proteoglikanlar gibi biiyilk molekiillerin
olusturdugu dinamik bir yapidir. Hiicreleri ¢evreleyen bu matriks siirekli olarak
proteazlar tarafindan parcalanir. Ayrica TGF-B1, matriks proteinlerinin sentezini
artrmak sureti ile hiicreleri uyarmak, matriks pargalayan proteazlarmn yapimini
azaltmak, bu proteazlarin inhibitorlerinin {iretimini artrmak ve matrikse hiicresel
yapismayi artiran integrinlerin artisin1 diizenlemek tizere ECM depolanmasina neden
olur. ECM liizerindeki bu genis etkiler TGF-B olusumunu diizenleyen negatif

feedback mekanizmasiin da bir kismini1 olusturur (64).

1.1.13. TGF-p1 fibroziste etkileri

Normal doku tamiri sirasinda hasar olusturan uyarmin kalkmasi ile TGF-B1
normal seviyesine geri doner. Bunun tersine fibrogenezis TGF-B1’ in uzun siireli
asir1 artis1 ile karakterizedir ve TGF-B1 olusumunu sona erdirme basarisizligi fibrotik
hastaliklarin degismez 6zelligidir (53, 64). Fibroziste TGF-B1° in azalmadan siirekli
salinimmin devam etmesinin sebebi bilinmemektedir. Tekrarlayan veya devam eden
hasar verici etkenler normal doku tamiri sonlandirma sinyallerini etkisiz hale
getiriyor olabilir (64, 65). Bu durum TGF-B1’in devam eden otoinduksiyonu ve
ECM asir1 depolanmasi ile sonuglanir (53, 64, 65).
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Transforming growth factor -Bl’in asm1 birikimi bobrek, kalp, akciger,
karaciger yam sira periton gibi viicudun ¢esitli bolgelerinde fibrozis patogenezine
katildig1 hem deneysel caligmalarda, hem insan c¢aligmalarinda gosterilebilmistir
(53). TGF-B1 mRNA ekspresyonu ile TGF-f1 yapiminin artis1 immunglobulin A
nefropatisi, fokal ve segmental glomerulonefrit, lupus nefriti, diyabetle iliskili
nefropati gibi fibrotik bobrek hastaliklarinda, hepatit C virus, alkol ve otoimmunite
ile 1iligkili karaciger fibrozisinde, idiopatik pulmoner fibrozisde, myelofibrozis,
sistemik skleroz ve crohn hastaliginda gosterilmistir (64).

Periton diyalizi uygulanan hastalarda peritoneal fibrozis gelisiminde mezotel
hiicresi ve makrofajlardan salinan biiyiime faktorleri ve sitokinler rol oynamaktadir.
Yiiksek glukoz konsantrasyonlu sivilar peritoneal endotel ve mezotel hiicrelerde
TGF-B1 ekspresyonunu artirmaktadir. Siddetli ve uzun siireli peritonitlerde uyarilan
makrofajlar IL-1, TGF-B1, PDGF gibi sitokinlerin yapimini artirarak fibroblastlar
iizerinden ECM sentezini uyarmaktadir (66-68).

Yapilan bir ¢alismada TGF-1 suprese eden hepatosit growth factor (HGF)’
in SAPD hastalarinda fibrozise engelleyici etkisi oldugu ortaya konmustur. HGF’ nin
hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve anjiogenezisi arttirict  etkileri
bulunmaktadir. Son yapilan c¢alismalarda HGF antifibrotik ajan olarak
tanimlanmistir. HGF sinyalinin artis1 ile TGF-B1 ile iligkili fibrozisin azaldigi
gosterilmistir (69). Peritoneal sklerozis olusturulan bir hayvan modelinde HGF
ekspresyonu yapacak DNA’nin vektdr araciliiyla peritoneal kaviteye verilmesi
sonucunda peritoneal UF voliimiinde artis ve HGF artis1 ile birlikte peritoneal

fibroziste diizelme saglanmistir (70).

1.1.14. Connective tissue growth factor (CTGF)

Fibroblastlarda DNA sentezi ve kemotaksisini uyaran ve kiiltiire insan endotel
hiicreleri tarafindan salgilanan bag dokusu biliyiime faktorii (CTGF) 1991 yilinda
Bradham ve ark. (71) tarafindan yeni bir polipeptid biiyiime faktorii olarak
tanimlanmistir. Bag dokusu biiylime faktorii, kisaca CCN (Cysteine-rich angiogenic
protein 61, CTGF ve Nephroblastoma overexpression gene) adi altinda
gruplandirilmig diizenleyici proteinler iceren gelisen bir ailenin iiyesidir. TGF-beta

'nin CTGF’nin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir (72, 73). Fibroblastlarda
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TGF-beta’nin  indiikledigi CTGF  ekspresyonunun hiicre  proliferasyonu,
myofibroblast diferansiasyonu ve ekstraselliiler matriksin yeniden yapilanmasina
katkida bulundugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan gen calismalarinda
CTGF’nin yara iyilesmesi ve inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve ekstraselliiler
matriksin yeniden yapilanmasini igeren ii¢ dnemli biyolojik fonksiyona sahip oldugu
gosterilmistir  (74). Bag dokusu biiyiime faktorii, ekstraselliller matriks
metabolizmasm1 direkt olarak kollajen sentezini arttirarak ve MMP, TIMP
ekspresyonunu diizenleyerek etkilemektedir (75). Bag dokusu biiyiime faktoriiniin
fazla ekspresyonu skleroderma, renal ve pulmoner fibrozis, inflamatuar barsak
hastalig1 ve ateroskleroz gibi cesitli fibrotik hastaliklarda yer aldigi saptanmistir (76,
77). Sonu¢ olarak CTGF ekstraselliller matriks sentezini etkileyerek fibrozis

gelisimine katkida bulunmaktadir

1.2. Fibronektin

Fibronektin (FN), hiicre yiizeyinde, bazal membraninda, ekstraselliiler sivida,
bag dokusunda bulunan yiiksek molekiil agirlikli bir glikoproteindir. Iki ana formu
mevcuttur. Birincisi kan ve diger biyolojik sivilarda ¢6ziiniir halde bulunan dimerik
formdur, digeri ise hiicre ylizeylerinde ve hiicre dis1 matrikste genellikle fibrile
tarzda ¢oziinmez dimerik veya ¢apraz baghh multimerik formudur (78, 79). Molekiil
agirhigr 440-550 kD olan fibronektin 200-250 kD agirlikli 2 subunitten olusur ve
bircok makromolekiil ve hiicre yiizeyiyle etkilesmesini saglayan yapisal alanlari
vardir ve bunlar proteazlara karsi1 direnclidirler. Fibronektini olusturan iki alt {initeyi
birlestiren disiilfit bag ¢ifti, her bir alt iinitenin karboksi terminal u¢larinin yakininda
yer alir. Her bir alt iinite katlanabilir aminoasit zincirinden olusan tekrarlayan 3 tip
iinite igerir. Bu ii¢ tip tinite 40,60 ve 90 aminoasit uzunlugundaki homolog siralardan
olusur. FN'yi olusturan her bir iinite; kollajen, heparin, fibrin, ganglizoi gibi

molekiiller ve hiicreler i¢in baglanma bdlgeleri icerir (80) (Sekil 3).
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Sekil 3. Fibronektinin yapist (81).

Fibronektin hepatositler, makrofajlar, trombositler, fibroblastlar, amniyotik
hiicreler, endotel hiicreleri, melanositler, mast hiicreleri, Schwann hiicreleri,
sinoviyal hiicreler ve kondrositler gibi birgok hiicre tipi tarafindan sentezlenip
salgilanmakla birlikte, dolasimdaki FN’nin biiyiik bir kism1 hepatositler tarafindan
sentezlenir. Idrar FN lokal iiretim veya kandan meydana gelir (78). Plazma
fibronektini 24-72 saatlik bir yar1 6miire sahiptir. Dolagimi terk eden ¢oziinlir FN'nin
onemli bir kismi hiicre dig1 matriks elemanlarina baglanir. Normal kisilerde plazma
FN diizeyi 250-400 qg/ml arasinda degismektedir. Fibronektin diizeylerinin cinsiyet
ve yasa baglh olarak biiyiik farkliliklar gostermedigi bildirilmistir (80, 82). Plazma
FN diizeyinin meme ve kolon kanseri, karaciger hastaliklari, biliylik ameliyatlar,
yanik ve travma sonrasi, diyabetik retinopati, yaygin damar i¢i koagiilopatisi, sepsisli
yenidoganlarda ve yetersiz beslenen ¢ocuklarda diistiigii bildirilmistir. Bu olgularda
plazma FN diizeyi diisiikliigii {i¢ olas1 etmene baglanmaktadir. Bunlar, proteaz
diizeylerinin ve aktivitesinin artisi, FN tiiketiminin artmasi ve FN sentezinin azalmasi
seklinde  swralanmaktadir  (82).  Fibronektinin  embriyogenez,  onkojenik
transformasyon, hiicre adezyonu, yara 1iyilesmesi, doku tamiri, trombosit
fonksiyonlari, hiicre migrasyonunda, O6nemli rol oynadigi bilinmektedir.
Retikiiloendotelyal sistem i¢in opsonin gibi non spesifik etkisi vardir, notrofil ve

makrofajlarin fagositozunu artirarak immiin yaniti1 etkiler (82, 83).
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1.3. Oksolamin

Oksolamin (3-fenil-5,8-dietilaminoetil-1,2,4-oksadiazol), antitusif olarak
kullanilan bir ajandir. Antitusif aktivitesi agirlikli olarak, periferal bir mekanizmay1
gostermektedir. Oksolamin ayrica analjezik, anti-inflamatuar, lokal anestezik ve
antispazmodik 6zellikleri bulunmaktadir (84). Randall ve Selitto, oksolaminin aspirin
ile karsilastirildiginda analjezik, anti-inflamatuar etkisi oldugunu belirtmislerdir (85).
Barron (86) yaptig1 toksikoloji ¢alismasinda, 50 mg/kg/giin dozunda oksolamin
uygulamas1 sirasinda, 3 hafta i¢inde hafif salivasyon haricinde patoloji tespit

edilmemistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dal1 ve
Patoloji Anabilim Dali tarafindan Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi
(FUDAM)'nde yapildi. Calisma oncesi Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan 22.04.2015 Tarih ve 2015/7 sayili toplantidan 84 numarali karar ile etik

kurul onay1 alind.

2.1. Deney Hayvanlan

Calismaya FUDAM’dan temin edilen 8 haftalik ve ortalama 200-250 gr
agirhiginda, 21 adet Wistar albino erkek rat alindi. Ratlar rastgele segilerek 3 gruba
ayrildi. Gruplarin kendi i¢inde homojen olmasina ve gruplardaki rat agirlik
toplamlarinin yaklasik ayni1 degerde olmasina dikkat edildi. Calismada kullanilacak
ratlar, 21°C oda 1sisinda 12 saat 151k (07.00-19.00) alan bir odada, 6zel olarak
hazirlanmig kafeslerde barindirildi. Calisma, standart deneysel c¢alismalar etik
kurallarina uygun olarak yapildi. Ratlarin beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasi'ndan
saglanan standart rat yemi kullanildi. Yemler ¢elik kaplarda, su ise kafeslerde 6zel
boliimlere yerlestirilmis olan ve u¢ kisimlarinda damlalik bulunan cam siselerde

(normal ¢cesme suyu) add-libitum olarak verildi.

2.2. Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

Deneysel ¢alisma toplam 21 adet rat kullanilarak gerceklestirildi. Toplam 3
deney grubu su sekilde olusturuldu: Kontrol grubu (grup 1), Dekstroz grubu (grup 2),
Dekstroz+oksolamin grubu (grup 3).

Kontrol grubu (n=7): Kontrol grubundaki ratlara giinde bir kez
intraperitoneal (i.p.) olarak 10 ml izotonik sodyum kloriir verildi (88).

Dekstroz grubu (n=7): Dekstroz grubundaki ratlara giinde bir kez 10 ml
%3,86’lik PD soliisyonu ip. uygulanip geri c¢ekilmedi, deney siiresince baska
uygulama yapilmadi (87).

Dekstroz+oksolamin grubu (n=7): Bu gruptaki ratlara 10 mL %3,86’lik PD
soliisyonu 1.p. uygulamasi ile birlikte oksolamin suda ¢oziildiikten sonra gavajla 50
mg/kg/giin olacak sekilde verildi. Intraperitoneal enjeksiyonlar 26 gauge’luk insiilin

ignesi ile yapildi.

22



2.3. Orneklerin Alinmasi

Dort haftanin sonunda tiim gruplardaki ratlar ketamin (75mg/kg)+xylazine
(10mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan
patolojik inceleme i¢in, enjeksiyon yapilmayan bir bolgeden pariyetal periton drnegi
alindi. Alman pariyetal periton pargalar1 %10’ luk formaldehit i¢ine konuldu.
Patolojik olarak 151k mikroskobunda mezotel hiicre reaktivitesi ve sayisi, peritoneal

kalinlik, inflamasyonun varligi, fibroblastik aktivite ve fibrozis degerlendirildi.

Periton morfolojisinde immunohistokimyasal olarak fibronektin proteini, TGF-j,

CTGF bakildi.

Sekil 4. Intraperitoneal enjeksiyon yapilirken
2.4. Histopatolojik Degerlendirme

Caligma sonunda ratlardan alinan periton zar1 dokulari, histolojik inceleme
icin hemen %10’luk notral tamponlu formalin soliisyonu ile fikse edildi. Formaldehit
ile fiske edilip daha sonra yavas yavas dehidrate edilip parafine gomiildii. Parafin
bloklar standart islemlere uygun olarak 5 uM’ lik kesitler halinde kesildi ve
hazirlanan dokular hematoksilen-eozin boyasi ile boyandi. Ornekler ayni patolog
tarafindan 151k mikroskobunda incelendi. Hematoksilen-eozin ile boyali kesitlerde
inflamasyon ve fibrozis yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Bu degerlendirmede 0:

hig, 1:hafif, 2: orta, 3: siddetli olarak planlandi. Patolojik olarak 11k mikroskobunda
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peritoneal kalinlik, inflamasyonun varligi, fibroblastik aktivite ve fibrozis
degerlendirildi. Peritonel membran kalmlik 6l¢iimii icin HE boyamada x40’ lik
biliylitmede okiiler skala kullanarak peritoneal yiizeyden kas tabakasina kadar
olciildii. 5 alanda 6lgiim yapilip ortalamasi alindi. Inflamasyon icin x400° lik
biiylitmede 5 alanda inflamatuar hiicre sayilarak ortalamasi alindi.

Periton morfolojisinde immunohistokimyasal olarak fibronektin proteini,
TGF-B, CTGF bakild: (88). immiin boyalar belirgin boyanma gdsteren alanlarda

boyanma yayginligi agisindan 0,1, 2, 3 olarak skorlandi.

2.5. istatistik Analizler

Calisma tamamlandiktan sonra elde dilen verilerin istatistikler analizleri,
SPSS istatistik programinda yapildi. Gruplar arasindaki olas1 farkliklarin anlamliligi
Chi-square ve Post Hoc Mann-Whitney U testleri ile degerlendirildi. P degerinin

<0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Kontrol grubunda peritoneal membran kalinligi daha ince tabaka halinde
izlenirken, dekstroz grubunda belirgin olarak daha kalin olarak saptandi. Peritoneal
membran kalmhigi kontrol grubunda 89.28+419.6 pum, dekstroz grubunda
332.142+77.34 um, tedavi grubunda ise 150.00+£35.35 pum olarak saptandi. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda peritoneal kalinlik dekstroz grubunda anlamli derecede
artmistt1  (p=0.01). Dektroz grubu ile karsilastirildiginda dekstroz+oksolamin
grubunda periton kalinlig1 anlamli olarak azaldigi saptandi (p=0.02). Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda dekstroz+oksolamin grubunda peritonel membran daha kalindi
(p=0.005). Peritoneal membranda inflamasyon kontrol grubunda 4.00+£3.60 pm,
dekstroz grubunda 12.42+7.18 um, dekstroz+oksolamin grubunda ise 5.14+2.79 um
Kontrol grubuna gore dekstroz grubunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
interstisyel 6dem ve fibroblastik aktivite daha belirgindi (p=0.01). Kontrol grubuna
gore dekstrozt+oksolamin grubunda inflamatuar hiicre infiltrasyonu, interstisyel 6dem
ve fibroblastik aktivite daha belirgindi (p=0.03). Dekstroz grubu ile
karsilastirildiginda dekstroz+oksolamin grubunda mononiikleer hiicre infiltrasyonu,

fibroblastik aktivite ve interstisyel ddem daha hafif olarak izlendi (p=0.02).

3.1. Peritoneal Kalinhiklarin Kiyaslanmasi

Gruplar arasinda Mann-Whitney U testi ile yapilan degerlendirme de
peritoneal kalinlik oranlar1 kiyaslandiginda anlamli farklilik oldugu saptanmastir.

Tablo 2. Gruplardaki peritoneal kalinlik miktarlarinin ortalama ve standart sapma

degerleri

GRUPLAR PERITONEAL KALINLIK P degeri
(um) (=SD)

GRUP 1 89,28+ 19,6 <0,05

GRUP 2 332,14+ 77,34 <0,05

GRUP 3 150,00+ 35,35 <0,05

a: kontrol grubuna gore

b: dekstroz grubuna gore

c: tedavi grubuna gore anlamlilig1 gostermektedir.
(*=p<0,05)

Kontrol grubu ile dekstroz grubu kiyaslandiginda peritoneal kalinlik hasta

grubunda anlamli derecede peritoneal kalmhigin arttigi saptanmistir (p=0,01).
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Dekstroz grubu ile tedavi grubu kiyaslandiginda tedavi grubunda anlamli
derecede peritoneal kalinligin azaldigi saptanmistir (p=0,02). Tedavi grubu ile
kontrol grubu kiyaslandiginda peritoneal kalinlikta anlamli bir fark saptanmistir

(p=0,005).

3.2. Peritoneal inflamasyonun Kiyaslanmasi

Gruplar arasinda Mann-Whitney U testi ile yapilan degerlendirme de
peritoneal inflamasyonda anlamli farklilik oldugu saptanmustir.

Tablo 3. Gruplardaki inflamasyon miktarinin ortalama ve standart sapma degerleri

GRUPLAR INFLAMASYON (nm) P degeri
(Ort.£ SD)

GRUP 1 4,00 +3,60 " <0,05

GRUP 2 12,42 +7,18" <0,05

GRUP 3 5,14 +£2,79 <0,05

a: Kontrol grubuna gore
b: Dekstroz grubu gore
c: Tedavi grubu gore anlamliligr gostermektedir.
(*=p<0,05)
Kontrol grubu ile dekstroz grubu kiyaslandiginda inflamasyonda anlamli fark

saptanmistir (p=0,01). Kontrol grubu ile tedavi grubu kiyaslandiginda inflamasyonda
anlamli bir fark saptanmistir(p=0,03). Dekstroz grubu ile tedavi grubu

kiyaslandiginda inflamasyonda anlamli bir fark saptanmistir (p=0,02).

Sekil 4. Kontrol grubunda periton zarmin hematoksilen eozin ile boyanmasi.
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Sekil 5. Dekstroz grubunda periton zarinin hematoksilen eozin ile boyanmasi.

Sekil 6. Tedavi grubunda periton zarinin hematoksilen eozin ile boyama
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3.3. Periton Zarinda Iimmunohistokimyasal Boyanma

Yapilan calismada fibronetin, CTGF, TGF-B periton zarindaki tutulumuna
gore;
0- Tutulum yok
1- Hafif tutulum
2-  Orta tutulum
3- Siddetli tutulum olarak skorlandi ve degerlendirildi. Bu degerler Chi-
square testi ile analiz edildi.
Kontrol,  dekstroz, = dekstroztoksolamin = gruplarinin  aralarindaki
degerlendirmede TGF-p, fibronektin, CTGF’ de anlamli derece fark tespit edilmistir.
Tablo 4. Fibronektinin kontrol ve dekstroz grubunda periton zarinda tutulumunu

gore analizi

Grup Total P degeri
Kontrol  Dekstroz
Fibronektin  Hafif N 7 1 8
% 87,5% 12,5% 100,0%
Orta N 0 1 1
% 0% 100,0% 100,0%
Siddetli N 0 5 5
% 0% 100,0% 100,0%
Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Fibronektinde hafif, orta, agir tutulum tespit edilmis olup, kontrol ve dekstroz
gruplar1 kiyaslandiginda anlamli bir fark tespit edilmistir (p=0,005).

Tablo 5. TGF-B kontrol ve dekstroz grubunda periton zarinda tutlumuna gore

analizi
Grup Total P degeri
Kontrol  Dekstroz

TGF-$ Hafif N 7 0 7

% 100,0% 0% 100,0%
Siddetli N 0 7 7

% 0% 100,0% 100,0%

Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%
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TGF-B’da hafif ve siddetli tutulum tespit edilmis olup, kontrol ve dekstroz
gruplar1 kiyaslandiginda anlamli fark tespit edilmistir (p=0,00).

Tablo 6. CTGF’ nin kontrol ve dekstroz grubunda periton zarinda tutulumuna gore

analizi
Grup no Total P degeri
Kontrol  Dekstroz
CTGF  Hafif N 7 0 7
% 100,0% 0% 100,0%
Orta N 0 2 2
% 0% 100,0% 100,0%
Siddetli N 0 5 5
% 0% 100,0% 100,0%
Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Connective tissue growth factorde hafif, orta, siddetli tutulum tespit edilmis

olup, kontrol ve dekstroz gruplar1 kiyaslandiginda anlamli farklilik tespit edilmistir
(p=0,01).

Sekil 7. Kontrol grubunda periton zarmin fibronektin ile immunohistokimyasal

boyanmasi.

29



Sekil 8. Kontrol grubunda periton zarmin TGF-f ile immunohistokimyasal

boyanmasi.

Sekil 9. Kontrol grubunda periton zarmin CTGF ile immunohistokimyasal

boyanmasi.
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Sekil 10. Dekstroz grubunda periton zarmim fibronektin ile immunohistokimyasal

boyanmasi.

Sekil 11. Dekstroz grubunda periton zarmin TGF-f ile immunohistokimyasal

boyanmasi.
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Sekil 12. Dekstroz grubunda periton zarinin CTGF ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Tablo 7. Fibronektinin kontrol ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna gore

analizi
Grup Total P degeri
Kontrol Tedavi

Fibronektin Hafif N 7 3 10

% 70,0% 30,0% 100,0%
Orta N 0 4 4

% 0% 100,0% 100,0%

Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Fibronektinde hafif ve orta tutulum tespit edilmis olup, kontrol ve tedavi

grubu arasinda kiyaslandiginda anlamli fark tespit edilmistir (p=0,018).
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Sekil 13. Tedavi grubunda periton zarinin fibronektin ile immunohistokimyasal
boyanmasi.

Tablo 8. TGF-B’ nin kontrol ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna gore

analizi
Grup Total P degeri
Kontrol Tedavi
TGF-p  Hafif N 7 1 8
% 87,5% 12,5% 100,0%
Orta N 0 5 5
% 0% 100,0% 100,0%
Siddetli N 0 1 1
% 0% 100,0% 100,0%
Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Transforming growth factor —3’°da hafif, orta ve siddetli tutulum tespit edilmis
olup, kontrol ve tedavi gruplari kiyaslandiginda anlamli fark tespit edilmistir

(p=0,005).
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Sekil 14. Tedavi grubunda periton zarinin TGF-B ile immunohistokimyasal

boyanmasi.

Tablo 9. CTGF’ nin kontrol ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna gore

analizi
Grup Total P degeri
Kontrol Tedavi

CTGF  Hafif N 7 1 8

% 87,5% 12,5% 100,0%
Orta N 0 6 6

% 0% 100,0% 100,0%

Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Connective tissue growth factor’de hafif ve orta tutulum tespit edilmis olup,

kontrol ve tedavi grubu arasinda kiyaslandiginda anlamli fark tespit edilmistir

(p=0,01).
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Sekil 15. Tedavi grubunda periton zarmin CTGF ile immunohistokimyasal
boyanmasi.
Tablo 10. Fibronektinin dekstroz ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna

gore analizi

Grup Total P degeri
Dekstroz Tedavi
Fibronektin Hafif N 1 3 4
% 25,0% 75,0% 100,0%
Orta N 1 4 5
% 20,0% 80,0% 100,0%
Siddetli N 5 0 5
% 100,0% 0% 100,0%
Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Fibronektinde hafif, orta, siddetli tutulum tespit edilmis olup, dekstroz ve

tedavi gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilmistir (p=0,02).
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Tablo 11. TGF-B

dekstroz ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna gore

analizi
Grup Total P degeri
Dekstroz Tedavi
TGF-p Hafif N 0 1 1
% 0% 100,0% 100,0%
Orta N 0 5 5
% 0% 100,0% 100,0%
Siddetli N 7 1 8
% 87,5% 12,5% 100,0%
Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Transforming growth factor-f’da hafif, orta, siddetli tutulum tespit edilmis

olup, dekstroz ve tedavi gruplari arasinda kiyaslamada anlamli fark tespit edilmistir

(p=0,005).
Tablo 12. CTGF dekstroz ve tedavi grubunda periton zarinda tutulumuna gore
analizi
Grup no Total P degeri
Dekstroz Tedavi
CTGF Hafif N 0 1 1
% 0% 100,0% 100,0%
Orta N 2 6 8
% 25,0% 75,0% 100,0%
Siddetli N 5 0 5
% 100,0% 0% 100,0%
Total N 7 7 14 <0,05
% 50,0% 50,0% 100,0%

Connective tissue growth factor’de hafif, orta, siddetli tutulum tespit edilmis

olup, dekstroz ve tedavi grubu arasinda kiyaslamada anlamli fark tespit edilmistir (p=

0,018).
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4. TARTISMA

Periton diyalizi, son donem kronik bobrek yetmezliginde uygulanan renal
replasman tedavi yontemlerinden birisidir. Periton diyalizi uygulanan hastalarda,
peritoneal membran yapit ve fonksiyonlarinda zamanla birtakim degisiklikler
meydana gelmektedir. Ortaya ¢ikan degisiklikler, PD tedavisini sonlandirmada en
onemli faktorlerden biri olan, UF yetmezligine yol agmaktadir. Peritoneal fibrozis,
uzun siireli periton diyalizinin (PD) en ciddi komplikasyonudur (89).

Periton diyalizi hastalarinda peritoneal fibrozisten sorumlu tutulan birden
fazla etmen vardir. Bunlardan en Onemlisi yiiksek yogunlukta glukoz ve glukoz
yikim iiriinii (GYU) igeren PD sivilaridir. Glukoz yikim iiriinii; metil-glioksal,
glioksal ve 3-deoksiglukozon olup, bunlar PD sivilarinimn 1s1 sterilizasyonu sirasinda
ortaya cikmaktadir. Peritoneal fibrozis sendromlar1 peritonda ECM birikimi ile
karakterizedir. Periton diyalizi uygulanan hastalarda peritoneal fibrozis gelisiminde
mezotel hiicresi ve makrofajlardan salinan biliylime faktorleri ve sitokinler rol
oynamaktadir. Yiiksek glukoz igerikli PD soliisyonlari, peritoneal mezotel hiicreleri
ve fibroblastlarin peritoneal ECM iiretimini uyarmakta ve peritoneal fibrosis
gelisimini agrege etmektedir. Periton diyalizi islemi sirasinda, periton boslugunda
AGE’ler de olusmaktadir. Bunlarla birlikte, lireminin kendisi de artmis yangi ve
oksidan hasar olusturarak fibrozis sebebi olarak kabul edilmektedir. Son donem
bobrek yetmezlikli hastalarin, saglikli bireylerle karsilastirildiginda daha kalin bir
periton membranina sahip olmalar1 bunu desteklemektedir (41). Peritonitler sirasinda
ortaya ¢ikan yangi Onciisli sitokinler, siiregen yangmin siddetini artirarak, mezotel
hiicreleri ve damar hiicrelerinde fibrozis ve damarlanma onciisii mediator yapimini
da artirarak fibrozisi hizlandirabilmektedir. Peritoneal fibrozis gelisimde ana
patogenez peritoneal mezotelyal hiicrelerin ve fibroblastlarin asir1 {iretimi sonucu
hiicre dis1 matriks birikimidir (47, 53, 66, 68).

Yapilan ¢alismalarda c¢esitli biiylime faktorleri ve sitokinlerin peritonel
fibrozis gelisiminde rolii oldugu ileri siiriilmiistiir. TGF-B1, SAPD de fibrotik siiregte
onemli bir molekiildiir. Periton diyalizinde fibrozisin baslamasi ve devaminda TGF-
Bl’in katkist bulunmaktadir. Yiksek glukoz konsantrasyonlu sivilar peritoneal
endotel ve mezotel hiicrelerde TGF-1 ekspresyonunu artirmaktadir. Artmig TGF-B1

diizeyleri  mezotel  hiicrelerinin  yenilenmesini  Onlemektedir.  TGF-B1
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downregiilasyonu invivo ve invitro olarak peritoneal fibrozis oOnleme ve
gecikmesinde etkili olabilmektedir (56, 90-92). Yiiksek konsantrasyonda glukoz,
lipopolisakkarid, periton diyaliz soliisyonu ve diger stimiilanlarla uyarilma
sonrasinda peritoneal mezotelyal hiicreleri TGF-p1 tliretmektedir (93). Hipertonik PD
soliisyonlar1 mezotel hiicreleri ve makrofajlar1 uyararak TGF-f1 sentezini
artrmaktadir. TGF-B1’°in diyalizattaki diizeyleri zamanla lineer olarak artmaktadir.
(53, 66, 94).

Peritoneal fibrozis gelisiminde mezotel hiicrelerin fibroblastlara doniisiimii ve
cogalmalar1 gdosterilmistir (55). Fibrozisin baslamasi ve devam etmesinde
kollajenazlar ve onlarin durduruculari rol almaktadir (58).

Transforming growth factor -B1, matriks proteinlerinin sentezini artirmak
sureti ile hiicreleri uyarmak, matriks parcalayan proteazlarin yapimini azaltmak, bu
proteazlarin inhibitorlerinin iiretimini artrmak ve matrikse hiicresel yapismay1
artrran integrinlerin artisii diizenlemek tizere ECM depolanmasina neden olur (64).
TGF- B, fibroblastlarca fibronektin ve proteoglikan sentezini uyarir. TGF-
beta’nin kollajen ve proteoglikan sentezini arttirdigi ve matriks yikimini inhibe ettigi
gosterilmistir. TGF-p, kollejenazlarin dogal inhibitorlerinin yapimini artirarak onlari
calisamaz hale getirmekte ve ECM birikimine neden olmaktadir.  Fibrozisin
onlenmesine yonelik ¢alismalarda fibrozis gelisiminde O6nemli rol oynamalar1
nedeniyle TGF-B sentez veya fonksiyonlarinin inhibisyonu ile ilgili ¢esitli caligmalar
yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda statinler, kalsiyum kanal blokerleri, ACE 11
inhibitorleri ve ARB gibi ajanlarin peritoneal fibrozis gelisimini TGF-$ sentezini
inhibe ederek azalttig1 gosterilmistir (87, 95-97).

Duman ve ark. (88)’1n yaptig1 calismada liremik olmayan yirmi bir adet rat {i¢
gruba ayrilmistir. Kontrol grubu (7 rat) 10 ml izotonik saline intraperitoneal (IP),
dekstroz grubu (7 rat) 10 ml 3,86 glukoz igeren periton diyaliz soliisyonu IP,
enalapril tedavi grubu (7 rat) 10 ml 3,86 glukoz iceren periton diyaliz soliisyonu ve
100 mg/L enalapril 10-15 ml igme suyunda ¢oziinmiis halde gavajla verilmistir. Bu
uygulamalar 28 giin boyunca yapilmistir. Calisma sonunda hipertonik diyaliz
soliisyonlarmin periton zarinda morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler olusturdugu

ve TGF-B1 sentezini arttirdigi saptanmustir. Enalapril tedavisi ile TGF-B1 asir1
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ekspresyonunun inhibe edilerek mezotelyal hiicre yenilenmesini muhafaza
edilebilecegi ifade edilmistir.

Ratlarda hipertonik diyaliz sivis1 ile olusturulan peritoneal hasarda
antiinflamatuar bir madde olan oksalaminin etkilerinin inceledigimiz ¢alismamizda,
ratlara %3.86 PD soliisyonu i.p uygulamasi ile peritoneal fibrozis gelismis olup
oksolamin tedavisi ile TGF-B1’in baskilandigin1 saptadik. Ratlarin periton zari, 151k
mikroskobunda degerlendirildiginde oksolamin tedavisi ile periton zar1 kalmlhiginda
ve inflamasyonda azalma saptandi.

Peritoneal fibrozis gelisiminde TGF-B1 diginda IL-1p, damar endotel biiyiime
faktorii (VEGF), fibronektin, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interferon-y gibi
cesitli fibrozis aracili molekiillerin rolii bilinmektedir. IL-1B, mezotel hiicrelerden
fibronektin gibi ECM proteinlerinin sentezini artirmaktadir. Fibronektin, fibroblastlar
icin bir bliylime faktorii olarak bilinir. Biiylime faktorlerinin proliferatif etkisine kars1
hiicrelerin duyarliliginin olusmasinda da etkilidir. Fibronektin hiicre i¢i 6zel 6zel
yollar ve reseptorler araciligi ile kollajen, heparin, proteoglikanlar gibi ¢ok sayida
ekstraseliiller matriks proteinlerini baglar.  Peritonit sirasinda peritoneal sivi
fibronektin seviyeleri artmaktadir. Yiiksek dekstrozlu diyaliz soliisyonlar1 peritoneal
mezotelyal hiicrelerinde fibronektin ekspresyonunu artirmaktadir (98-102).

Connective tissue growth factor fibrotik dokuda asir1 eksprese edilmekte olup
TGF-beta, VEGF, insiiline benzer biliyiime faktorii, anjiyotensin II gibi diger biiylime
faktorlerinin kronik fibrotik etkileri ile dogrudan baglantilidir. Bag dokusu biiyiime
faktorii, ekstraselliiler matriks metabolizmasmi direkt olarak kollajen sentezini
arttirarak ve MMP, TIMP ekspresyonunu diizenleyerek etkilemektedir. Bag dokusu
biiylime faktoriiniin, TGF-beta igbirligi ile yaygin fibrozis gelismesini tesvik ettigi
diistiniilmektedir. Ayrica, CTGF fibronektin sentezinde de 6nemli rol oynamaktadir.
CTGF, TGF beta kofaktor olarak hareket ederek fibroblastlar1 myofibroblastlar
olmak i¢in uyarir. Kollojen depolanmasi, organ hasar1 ve fonksiyon bozukluguna
neden olur. CCN gen ailesine ait CTGF, anjiogenezis ve fibrozis ile ilgili siireglere
ait proteinleri sekrete eder. CTGF molekiilii, TGF-B1’in ayn1 kdkenli reseptorii ile
olumlu etkilesim i¢inde olabilir (103-107).

Yiksek glukoz, mezangial hiicrelerde CTGF ekspresyonu ve matriks

dretimini arttrrmaktadir. Rekombinan CTGF uygulamasi mesangial hiicrelerce
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fibronektin ve tip IV kollojen sentezini artirmaktadir. Bu gézlemler fibrotik renal
hastaliklarda CTGF’iin terapotik bir hedef olarak alinmasini saglamistir (108).

Kiiltire edilmis insan periton mezotel hiicrelerinde CTGF mRNA
ekspresyonu gosterilmistir. CTGF’nin ¢esitli molekiiler agirlikli formlar1 peritoneal
diyalizatta saptanmistir. Peritonit epizotlar1 siiresince CTGF seviyelerinde anlamli
artis bulunmustur (109).

Liu ve ark. (88)’nin yaptiklar1 %4,25 PD soliisyonu kullanilarak peritoneal
hasar olusturulan deneysel modelde hiperglisemik periton diyaliz soliisyonlarinin
fibrotik sitokinlerin salinmasini tesvik edebildigi ifade edilmistir. Uyarilmamis
kosullarda peritoneal dokularda TGF-B, CTGF mRNA ve proteinler diisiik
diizeylerde saptanirken, yiiksek glukoz ile uyarilma ile beraber peritoneal dokularda
TGF-B1, CTGF, mRNA yiiksek diizeylere ulasmistir. CTGF up-regiilasyonu periton
diyaliz gruplarinda peritoneal kalinlikla olumlu pozitif olarak tespit edilmistir.
Calisma sonuglar1 yiiksek glukoza maruz kalmanin olusturdugu peritoneal fibrozisde
hem CTGF, hem de TGF-B’ in rol aldigin1 gostermistir. Caligma bulgular1 CTGF’ nin
peritoneal zarar inhibisyonun ilgi ¢ekici bir aday1 oldugunu isaret etmektedir. CTGF
down-regiilasyonunun peritoneal fibrozis ve membran hasarinm tedavi hedefinde
kullanilabilinir seklinde ifade edilmistir. Bizim calismamizda da %3.86 PD
solusyonu verilen ratlarda fibrotik degisiklikler geligsmis olup, kontrol grubuna gore
peritoneal membran TGF-B, CTGF ve fibronektin diizeyleri anlamli olarak daha
yiiksek diizeylerde saptandi. Dekstrozla birlikte oksolamin verilen ratlarda ise
TGF- B, CTGF ve fibronektin diizeylerinde anlamli olarak baskilanma olusmustur.

Bulgularimiz oksolaminin antiinflamatuvar etkilerine ek olarak TGF-f,
CTGF ve fibronektin iizerinde de etkileri oldugunu gdstermektedir. Daha yiiksek
oksolamin dozlarinin fibrotik sitokin ve biiylime faktorlerini daha fazla baskilayarak
periton yapisinda daha fazla iyilesme saglayp saglamayacagi ileri bir arastirma
konusu olabilir.

Giliniimiizde periton diyaliz uygulamasi siirecinde ortaya cikan periton
fibrozisi ve bununla iliskili olarak hastalarda gelisen UF yetersizligi halen bir
problem olarak devam etmektedir. Bir¢cok deneysel arastrmada bu siirecin
onlenebilmesi icin kullanilan molekiillerin antifibrotik etkinligi gosterilmis olmasina

ragmen bu molekiillerin bir¢ogu klinik pratikte uygulama olanagi bulamamistir. Bu
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calismalarin ¢ofu olusmus olan peritoneal fibrozisin geriletilmesine yonelik
yapilmistir.

Sonug olarak hipertonik PD soliisyonlar1 peritoneal membranda ciddi hasar
olusturmakta ve TGF-B, CTGF ve fibronektin diizeylerini arttirmaktadir. Oksolamin,
TGF-B, CTGF ve fibronektini baskilayarak hipertonik PD sivilarina bagli gelisen
periton zar1 inflamasyonunu, periton duvar kalimligini ve fibrozisi geriletmektedir.

Bu bulgular 1s181nda, son donem bobrek yetmezligi hasta sayisi ve buna bagl
olarak SAPD hasta sayis1 hizla arttigi goz Oniinde bulunduruldugunda, bu hasta
grubunda oksolaminin periton yap1 ve islevi iizerinde olumlu etkileri olabilecegi
diistiniilebilir. Risk altindaki PD hastalarinda, oksolaminin potansiyel koruyucu
etkisi, peritoneal fibrozisin onlenmesi ya da tedavisinde kullanilabilirligi i¢in bu

konuda yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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