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1.GIRIS ve AMAC

Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) son yillarda sikligi giderek artmakta olan
mortalitesi ve morbiditesi oldukc¢a yiiksek bir hastaliktir. Bu hastalarda onerilen altin standart
tedavi sekli renal transplantasyon olmasina ragmen yeterli dondr sayisina ulasilamamasi
nedeniyle  hastalar zorunlu olarak diyaliz tedavi yoOntemlerinden biri ile tedavi
edilmektedirler. Hemodiyaliz (HD) ve periton diyalizi (PD) giiniimiizde uygulanmakta olan
diyaliz yontemleridir. Her iki tedavi modelinin de kendilerine 6zgii avantajlar1 ve
komplikasyonlar1 mevcuttur.

Periton diyaliz son donem bobrek yetmezliginde basari ile uygulanan bir tedavi
yontemidir. Periton diyalizinin erken doneminde siklikla karsilasilan komplikasyonlar,
mekanik komplikasyonlar ve enfeksiyonlara bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlardir.
Uzun siire periton diyalizi yapan hastalarda ise, kullanilan yiiksek glukoz konsantrasyonuna
sahip sollisyonlar, sik peritonit ataklar1 ve diger bir cok sebebe bagl olarak periton yapisinin
bozulmasi baslica sorun olarak karsimiza cikar. ilerleyen dénemde periton zarinda gelisen
degisiklikler periton diyaliz etkinliginin azalmasina neden olmakta ve periton diyalizinin
sonlandirilmasini gerektirebilmektedir. Periton zarinda ortaya ¢ikan ve diyaliz yetersizligine
neden olan en dnemli degisiklik periton zarinda gelisen fibrozisdir.

Periton zar1, periton boslugunu sinirlayan ser6z bir zardir. Periton zari; mikrovilliisleri
olan ve iizerinde ince ve kaygan bir sivi tabakasi bulunan mezotel hiicrelerine sahiptir.
Mezotelyal dokunun altinda peritonun kilcal damarlari, lenfatikleri, kollajeni ve diger lifleri
iceren matriksten olusan interstisyum bulunur. Periton zarinda, mezotelyal hiicreler ve alttaki
stromal tabakada, diyaliz sirasinda cesitli etkenler sonucu (bakteriyel, kimyasal) hasarlanma

olusur ve zarda yapisal degisiklikler gelisir. Bu degisiklikler; periton fibrozisi nedeniyle



olugan periton kalinligindan, ciddi ve yasami tehdit eden enkapsiile peritonite kadar
farkliliklar gosterir.

Periton zarindaki inflamasyon reaksiyonu, diyaliz soliisyonlarinda bulunan yiiksek
glukoz icerigi, yliksek osmotik yapi, diisiik pH, laktat icerigi, ileri glikozilasyon son iiriinleri,
tekrarlayan peritonit ataklart ve {ireminin neden oldugu karbonil strese bagli olarak
baslamaktadir. Bu etkenler; mezotelyal hiicreler, fibroblast, makrofaj, monosit, nétrofilleri
etkileyerek ve bunlardan salinan sitokinler aracilifiyla ile periton fibrozisinin gelismesine
neden olur. Periton fibrozisinin gelisiminde asil mekanizma periton mezotelyal hiicrelerinin
ve periton fibroblastlarinin agir1 iiretimi ve hiicre dig1 matriksin agir1 birikimidir.

Peritoneal fibrozis gelisimini Onceden kestirmek miimkiin olmamakla birlikte klinik
bulgular (ultrafiltrasyon yetersizligi, periton diyaliz siiresi, uzun siireli yiiksek
konsantrasyonda glukoz kullanimi) periton zarindaki degisiklikler konusunda uyarici bulgular
olabilir. Bir hastada peritoneal fibrozis gelistikten sonra fibrozisi geriletecek medikal tedavi
heniiz bulunmamaktadir. Bu nedenle o0zellikle periton diyalizi uygulamasi esnasinda
kullanilabilecek fibrozisi engelleyici ilaglar konusunda ileri deneysel caligmalara ihtiyag
vardir.

Bu ¢alismada; SDBY’li hastalarin, kemik mineral metabolizma hastaliklar1 nedeniyle
kullanmakta oldugu bir vitamin D analogu olan parikalsitoliin, koroner arter hastaligi ve
hipertansiyon tedavisinde kullanilan karvediloliin, kuvvetli antioksidan etkinligi nedeniyle bir
cok hastalikta arastirllmig ve diisiik yan etki profiliyle kullanilmis olan N - asetil sistein
(NAC) molekiiliiniin periton fibrozisi geligimi iizerideki Onleyici etkisinin aragtirilmasi

amaglanmustir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Kronik Bobrek Hastahgi

Kronik bobrek hastaligi (KBH); bobrek islevlerinin ilerleyici ve geri doniisiimsiiz
kayb1 olarak tanimlanir. ABD’nin Ulusal Bobrek Vakfinin (NKF) Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative (K/DOQI) alt grubu, 2002 yi1linda KBH tanimi igin 2 kriter belirlemistir (1).
Bunlar:
1. Glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR) azalsin ya da azalmasimn, 3 ay ve daha uzun siire devam
eden bobregin yapisal veya islevsel bozukluguna bagli kan ve idrar kompozisyonunda
anormallik, goriintiileme testlerinde anormallik, bobrek biyopsisinde anormallik
bulgularindan bir veya daha fazlasinin olmasi.
2. Bobrek hasari olsun veya olmasin GFR’nin 3 ay ve daha uzun siire ile 60
ml/dk/1,73m2’den az olmasi.
K/DOQI rehberleri kronik bobrek hastaliklarini, kronik bobrek yetmezligi kavramimi da

ekleyerek bes evrede siniflandirmaktadir (Tablo 1).



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

0 >90 Artmis risk
Normal veya artmis GFR; *

) 60-89 GFR’de hafif azalma ile bdbrek
hasar1

3A 45-59 GFR’de orta azalma ile bobrek

3B 30-44 hasar1

4 15-29 GFR’de siddetli azalma ile bobrek
hasar1

5 <15 Kronik bobrek yetmezligi **

* Bobrek hasarmin bazi 6zelliklerinin (mikroalbiiminiiri / proteiniiri, hematiiri veya histolojik
degisiklik) bulunmasi
** Yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in renal replasman tedavisi (diyaliz veya transplantasyon)
ihtiyaci bulunmaktadir
Kidney Disease: Improving Global Outcomes (K-DIGO) grubu, bu siniflandirmaya bobrek
nakli olmus hastalar icin; T ve diyaliz tedavisi goren hastalar i¢in evre 5 D alt gruplarinin
kullanimini 6nermistir (2).

2.2 Kronik bobrek hastaligi epidemiyoloji ve insidansi:

Hastalarin ¢cogu erken veya orta derecede KBH'1 olup da asemptomatik iken, KBH'nin
toplum i¢indeki gercgek insidansi ve prevalansinin dogrulugundan emin olmak giigtiir.

ABD’de 3. National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES III 1999-
2004) calisma grubu niifusun yaklasik % 13.1'inde ¢esitli evrelerde KBH oldugun saptamistir
(3).

Birlesik Krallik'ta Renal Replasman Tedavisi (RRT) alan SDBY hastas1 insidans1 her
yil milyon nufus basina 107 yeni hasta olarak bulunmustur (4). Bu son 10 yilda iki katina
cikmistir ve % 6-8 oraninda bir artis devam etmektedir. Avrupa'daki ortalama (129 hasta/yil)

ile ABD’deki rakamlarin (333 hasta/yil) altinda kalmaktadir (5).



Tiirkiye’de 2010 yilinda RRT gerektiren SDBY nokta prevalanst milyon niifus bagina
853 olarak saptanmistir ve 2010 yilinda Tiirkiye’de RRT insidansi1 264 olarak hesaplanmistir
(bu sayiya c¢ocuk hastalar dahildir) (6). Tirkiye’deki hemodiyaliz, periton diyalizi ve

transplantasyon hasta sayilari tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2: 31 Aralik 2010 itibariyla kronik HD/PD programinda izlenmekte olan veya
fonksiyone greftle izlenmekte olan tiim hastalarin (¢ocuk hastalar dahil) RRT tipine gore

dagilimi.

Merkez savisi

Eriskin Cocuk n %
HD 670 22 41296 792
PD 87 35 4393 84
Ix 37 19 6422 12.3
Toplam 794 76 52111 100.0

Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2010 yilinda tamamlanmis olan CREDIT ¢alismasi
sonuclarina goére de Tiirkiye’de eriskin popiilasyonda KBH prevalanst %15,7 olarak
saptanmustir(7).

Diyaliz yar1 gecirgen bir zar aracilii ile hastanin kani ve uygun diyaliz soliisyonu
arasinda sivi-soliit degisimini temel alan bir tedavi seklidir. Sivi soliit hareketi genellikle
hastanin kanindan diyalizata dogru olur. Diyaliz isleminde diffiizyon ve ultrafiltrasyon
kurallar isler (8).

Diyaliz tedavisi hemodiyaliz ve periton diyalizi olarak iki sekilde yapilabilir.



2.3 Periton Diyalizi

Periton diyalizi, s1v1 iceren iki bolim arasinda bir zar aracilii ile su ve soliitlerin
gecisi islemidir. Su ve soliitlerin taginmasi, yar1 gegirgen periton zarindaki kan ve diyaliz
soliisyonu arasindaki hidrostatik ve ozmotik basing farklariyla saglanir. Bu nedenle periton
zarinin fiziksel 6zellikleri (yiizey alam1 ve gegirgenlik) solut ve su tasinmasinda en 6nemli
belirleyicilerdir (9).

Periton diyalizi; siirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) ve aletli periton diyalizi
(APD) diye ikiye ayrilir. SAPD’ de glinde dort veya bes kez, hastanin karin i¢i hacmine ve
stviyl tahammiil edebilirligine gore 1,5- 3 litre sivi verilir. Karin i¢i periton sivisi 4- 6 saatlik
bekleme siireleri sonrasinda bosaltilir ve yerine yeni sivi konulur. Bu islem hasta tarafindan
elle yapilir ve yer ¢ekimi kurallarindan yararlanilir. APD’ de ise siviy1 hastanin karnina veren
ve daha sonrada bosaltimini saglayan bir cihaz kullanilir.

APD uygulamalar1 da kendi i¢inde siirekli devinimli periton diyalizi (SSPD: hastanin
giindiiz karninda siv1 vardir, gece cihaza baglanmadan once bu siviyr bosaltir ve otomatik
periton diyalizi aletiyle sabaha kadar 5-6 degisimin yapilir. En sik uygulanan APD seklidir)
ve gece aralikli periton diyalizi (GAPD: sadece geceleri tedavi yapilir, glindiizleri periton bos
birakilir) olarak ikiye ayrilir. Ayrica SAPD ve APD’nin ortak kullanildigi melez tedavi
secenekleri de vardir (10, 11).

Hem hemodiyaliz hem de periton diyalizinde amag¢ birikmis atik iirlinlerin ve/veya
asir1 stvinin uzaklastirilmasidir. Diyaliz yeterliligini de bu iki gostergenin degerlendirilmesi
belirler. Uzun donemde periton diyaliz tedavisi uygulanan hastalarda periton zarinin
gecirgenligi azalir ve yeterli diyaliz saglanamaz. Bu olay klinige ultrafiltrasyon ve soliit
gecirgenliginde azalma olarak yansimakta ve hastanin periton diyalizinin sonlandirilmasina

neden olmaktadir (12,13). Periton diyalizi yeterliligine geriye kalan (rezidiiel) bobrek



islevleri, hastanin tedaviye uyumu, peritonun yiizey alani ve gegirgenlik 6zellikleri, lenfatik
emilim, kullanilan diyaliz sivisinin hacmi, yogunlugu, bekleme siiresi gibi bir takim
faktorlerin de katkis1 mevcuttur.

Periton diyalizi tedavisinin komplikasyonlari; mekanik, solunumsal, metabolik,
enfeksiydz ve katetere bagl yan etkiler olarak birkag bashk altinda toplanir. Ozetlenecek
olursa:

a) Mekanik komplikasyonlar (karmn i¢i basing artisina bagli); fitik, herni olusumu,
karin duvari ve kateter ¢evresi sizintisi, genital ddem, abdominal 6dem, sirt agrisi, diyalizatin
yaptig1 gerilime ve asit pH’a bagli karin agrisi, gastrointestinal sorunlar

b) Solunumsal komplikasyonlar (hidrotoraks, solunum fonksiyonlarinda degisiklik)
(14, 15),

c) Metabolik komplikasyonlar; beslenme bozuklugu, glukoz emilimi, lipid
bozukluklari, protein kaybi, sodyum disiikliigii/fazlaligi, potasyum diistkliigii/fazlaligi,
kalsiyum dusiikligi/fazlaligi, fosfor disiikligii/fazlaligi, disiik ve yliksek dongiilii kemik
hastalig1 ve kardiovaskiiler hastalik gelisiminde artis (14, 15),

d) Enfeksiydz komplikasyonlar; kateter giris yeri enfeksiyonu, tiinel enfeksiyonu ve
peritonitler (15, 16),

e) Katetere bagli komplikasyonlar; kateterin fibrin ile tikanmasi, kateter etrafina
omentum ve barsak anslariin sarilmasi, kateterin karmn iginde yukari donmesi (koti

pozisyonu) ya da kivrilmasi, dis kecenin ¢ikmasidir (15).

2.4 Periton diyalizi ve hemodiyaliz arasinda secim:
Son donem bobrek yetmezlikli hastalarin ¢ogu periton diyalizi veya hemodiyaliz i¢in

uygundur. Hastalarin rastgele, ikisinin karsilastirilmas: gereken farkli diyaliz yontemlerine



ayrildigr etik olarak kabul edilebilir bir denemeyi planlamak zordur. Cok sayida retrospektif
karsilagtirmali ¢alisma komorbid durumlarla diizeltme yapildiginda her hangi bir yontemin
sagkalim avantaji sagladigin1 gostermemektedir. USRDS veri tabaninin son analizi serum
albiimini < 3.2 gr/dl olup periton diyalizine ayrilan hastalarin, izleyen iki yilda benzeri
hemodiyaliz hastalartyla kasilagtirildiginda % 16 daha yiiksek diizeltilmis mortalite risklerini
gostermistir (p<0.0005). Serum albiimini >3.2 gr/dl olanlarin sagkalimi iki yontemde benzer
bulunmustur. Bu nedenle hipoalbiiminemik hastalarda periton diyalizinden ¢ok hemodiyaliz

tedavisinin tercih edilmesi uygun olabilir.

2.5 Periton diyalizinin kontrendikasyonlar1 (17)

Periton diyalizinin kontrendike oldugu, iizerinde uzlasma olan pek az durum vardir.
Bunlar Kidney Foundation Dialysis Outcomes Quality Initiative (K-DOQI) periton diyaliz
klavuzunda tanimlanmuistir.

1) Diffiiz olarak enfekte abdominal duvar

2) Enfeksiyon veya maligniteye baglh diffiiz intraabdominal yapisikliklar

3) Diafragmanin agik olmasi

Ayrica periton diyalizinin kismen sakincali oldugu durumlarda s6z konusudur.



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

2) Aort anevrizmasi

3) Ileus

4) Solunum yetersizligi

5) Kanama diyatezi

Periton diyalizinin goreceli kontrendikasyonlari sunlardir:

1) Yeni intra-abdominal yabanci cisim

2) Viicut 6l¢iilerinin sinirlamalari ve intra-abdominal s1vi hacmini kaldiramama

3) Barsak hastalig1 ve diger enfeksiyon kaynaklari

4) Ciddi Malniitrisyon ve morbit obezite

2.6 Periton Zarn

Periton; barsaklar1 ve diger i¢ organlar1 6rten visseral periton ve karin duvarini orten
paryetal peritondan olusan ser6z bir zardir. Bu ser6z zarin anatomik yiizey alani viicut yiizey
alanina esittir ve yaklagik 1,7-2 m? olarak hesaplanmistir. Visseral periton iizerinde bulunan
ve mikrovillus i¢eren anatomik yap1 periton yilizey alanindaki bu artistan sorumludur.

Visseral periton; peritonun %80 nini olusturur, siiperior mezenterik arterden beslenir ve
vendz doniisii portal sisteme olur. Paryetal periton lomber, interkostal ve epigastrik
arterlerden kanlanir ve ven6z doniisii inferior vena kavaya olur. Toplam periton kan akiminin
50- 100 ml/dk arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Periton ve periton boslugunun ana
lenfatik drenaji, diyafragmatik peritonda bulunan agik agizlar, visseral ve paryetal peritondaki

lenfatik kanallar yoluyla olmaktadir (8). Periton boslugunun lenfatikleri periton bosluguna



konulan diyaliz soliisyonunun bir kismini genel dolasima dondiirecek, dolayisi ile
ultrafiltrasyonu azaltacak yonde etki edecektir. Eriskin bir insanda, ol¢iimde kullanilan
metoda gore bulunan deger degismekle birlikte peritoneal lenfatik absorpsiyon hizi saatte kg
basma 1.02-2.40 ml arasinda bulunmaktadir. Peritoneal lenfatikler diyafram altindaki stomata
denilen agikliklardan ve karin duvarindan baslarlar, ductus thoracicus ve sag ductus
lymphaticus aracilig1 ile vena subclaviaya dokiiliirler. Molekiil agirligi 20000 daltonun
tizerindeki maddelerin periton boslugunu terk etmeleri sadece lenfatik absorpsiyon yolu ile

olabilmektedir (18, 19)

Normal parietal membran yiizeyi devamlilik gosteren ince, kaygan bir sivi tabakasi
olusturan ve tizerinde mikrovilluslar bulunduran tek katli mezotel hiicreleri ile ortiiliidiir (8).
Mezotel hiicreleri periton boslugu icindeki organlarin kayma hareketleri sirasindaki
stirtiinmesini ve ylizey gerilimini en aza indiren fosfatidilkolin gibi baz1 maddeler salgilarlar.
Mezotel hiicreleri tip 4 kollajenden olusan bazal membran iizerine yerlesmistir. Mezotel
tabakasinin altinda bag dokusu ve kapiller ag bulunmaktadir. Membranin mezotel alt1 sik1 bag
dokusu elastik fibrillerle sarilmis kollajen lifleri icerir. Makrofajlar, fibroblastlar ve
dendrositlerle bu siki dokudan geger. Vaskiiler yatak, siki doku ve altindaki adipoz dokuda
maksimumdur (19).

Periton zari, kiigiik molekiillii maddelere ve sivilara kars1 yar1 gegirgen bir zar olarak
gorev alir. Bunun disinda fizyolojik kosullarda, diyafram bolgesinde belli alanlarda biiyiik
molekiilli maddelerin ve bakterilerin kana gegislerini engellerler. Boyle biiylik molekiiller
mezotel hiicreleri arasinda bulunan bazi agikliklardan emilebilirler. Mezotel hiicreleri
arasindaki agikliklar elastiktir ve cap1 10 p’ a kadar olan molekiillerin gegigine izin verirler

(19, 20).



Periton diyalizinde sivi ve solut tasinmasinda periton zarnin etkin yiizey alanm
onemlidir. Etkin peritoneal yilizey alani, solut ve sivi tasinmasina katkida bulunan, diyaliz
soliisyonu ile temas eden ve kapillerler tarafindan perfiize olan periton yiizey alani olarak
tanimlanir. Periton zarmin gegirgenligi, kapiller duvar, intersitisyum ve mezotelyum

tarafindan yaratilan direngle belirlenir (19, 20, 21).

2.7 Ultrafiltrasyon Yetersizligi

Ultrafiltrasyon (UF) yetersizliginin tanist genellikle klinik temele dayanir. Bir giinde
yiiksek yogunluklu glukoz soliisyonlarindan 3 ya da daha fazla sayida kullanilmasina ragmen
stv1 yiiklenmesi bulgular1 varsa bu tani akla gelmelidir. Ancak bu tanim siv1 yiiklenmesinin
diger nedenleri (asir1 sivi alimi, rezidiiel renal fonksiyon kaybi vb.) sebebiyle yaniltici
olabileceginden, uluslararasi olarak, glukoz temelli %4.25’lik ya da 3.86’lik soliisyonlardan
iki litre karin i¢ine konuldugu ve dort saat beklendigi zaman 2400ml’den daha az bosaltim
hacmi elde edilmesi UF yetersizliginin tanimi1 olarak kabul edilmistir. Sivi dengesini korumak
icin giinde ikiden fazla hipertonik diyalizat kullanilmas1 gereken olgularda UF
yetersizliginden siiphelenilmelidir. UF yetersizligi PD hastalarinin %10-40’1da goriiliir (22).
Cogu zaman bu problem yiiksek osmolaritedeki periton sivilarinin kullanimiyla diizeltilmeye
calisilir. UF yetersizligi PD hastalarinin periton diyalizi sonlandirma nedenlerinin %10-18’ini
olusturur (22,23). UF’de azalma peritoneal membranda meydana gelen degisikliklere bagl
olarak meydana gelir. UF yetersizligi, kapillerler arast UF hiz1 ile lenfatik emilim hizi
arasindaki denge degistigi zaman ortaya cikar. Klinik olarak bu durum, sivi yiiklenmesi

bulgularin1 ortadan kaldirmak i¢in daha hipertonik degisimlere gereksinim olmasi ile

tanimlanir (24). Periton diyalizi hastalarinda baglica dort tip UF yetersizligi goriiliir. Bunlar;



a) daha fazla glukoz emilimi ve osmolar gradiyentin daha hizli yok olmasina yol agan yiizey
alan1 gecirgenlik artisina (tip I UF yetersizligi), b) su ve solut taginmasii 6nemli derecede
kisitlayan etkin peritoneal ylizey alani gegirgenliginde ciddi azalmaya (tip II UF yetersizligi),
c) lenfatik emilim artigina (tip III UF yetersizligi), ve d) peritoneal membran su kanallarinin
(aquaporinler) kaybi. Peritoneal esitleme testi (PET) hem su hem de soliit taginmasinin 6nemli

bir degerlendirme yoludur. UF yetersizliginin belirlenmesine yardimci olur (24, 25).

2.8 Periton Fibrozisi:

Fibrozis doku hasarlanmasina verilen olagan bir yanittir ve yara iyilesmesi,

glomertilonefrit, siroz, akciger fibrozisi gibi farkli klinik durumlarda goriiliir.

Yara iyilesmesi disindaki durumlarda goriilen fibroziste, fibroz doku normal dokunun
yerini almakta ve organ islev bozukluklar1 gelismektedir. Periton fibrozisi diizenli periton
diyalizi yapan hastalarin periton biyopsilerinde yaygin bir bulgudur. Biiyiikk kohort
calismalarinda periton diyalizi yapan hastalarda periton membran degisiklikleri periton
biyopsileri ile gosterilmistir (26). Periton membraninda olusan degisiklikler 6zellikle mezotel
altinda goriilen inflamasyon, fibrozis ve damarlanmaya neden olmakta ve sonugta
ultrafiltrasyon yetmezligi gelismektedir (27). Uremik hastalarmn periton zari kalmliginm
normal bireylere gore artmis oldugu bilinmektedir. Ancak yapilan caligmalarda periton
zarinin PD tedavisi uygulanan hastalarda tiremik ancak diyalizsiz izlenen hastalara gore
periton zar1 kalmliginin belirgin olarak arttig1 gosterilmistir (28, 29). Yapilan ¢aligmalarda
periton diyaliz siiresi ile pariyetal peritondaki submezotelyal bolge yogunlugunda artig
gdzlenmistir. Uremi tek basia submezotelyal kallasma ile iliskili iken dzellikle sekiz yildan
fazla siiredir periton diyalizi yapan hastalarda bu kalinlasma ¢ok daha belirgin olup, periton

membraniin yetmezliginden dolay1 kateterin ¢ikartilmasina neden olmaktadir (30). Periton



diyalizi ile iligkili olan periton fibrozisi periton parlaklik kaybindan, sklerozan enkapsiile
peritonite kadar olan cesitli goriiniimlerde kendini gdsterir. Sklerozan enkapsiile peritonit;
periton diyalizinin sonlandirilmasi, kilo kaybi, ultrafiltrasyon yetmezligi, barsak tikanmasi
hatta 6liime kadar giden durumlara yol acabilir (31). Periton fibrozisi, periton diyalizi yapan
hastalarda cesitli hasarlanmalara karsi yanit olarak gelisir. Bu hasarlanmalar arasinda
biyouyumsuz diyaliz soliisyonlar1, peritonitler, iremi ve kronik inflamasyon sayilabilir (32).
Geleneksel soliisyonlarin kapsadigi yiiksek miktarda glukoz, c¢evre dokularda proteinlerin
yapilarma girmekte ve tipki diyabette oldugu gibi damar duvar1 ve doku degisiklikleri
yaratmaktadir. Bunun diginda 1s1 sterilizasyonu sirasinda agiga ¢ikan toksik glukoz yikim
iiriinleri, diisiik pH, yliksek osmolalite ve glukozun ¢evre dokulardaki protein ve lipidlerle
birleserek olusturdugu ileri glikolizasyon son iiriinleri (AGE-advanced glycolysation end
products) gibi zararli maddeler peritoneal doku hasarini artirmaktadir. Ayrica iire yiiksekligi
kendi basina peritoneal doku hasarina sebep oldugu gibi, ileri glikozilasyon son {iriinlerinin
(AGEs) olusumunu hizlandirarak periton zarinin hasarlanmasima neden olur (33). Peritonit
ataklar1 ve periton diyaliz soliisyonlar1 ile peritondaki inflamasyon siirekli uyarilir. Bu
bilesenlerin birlikteligi ile periton mezotel hiicreleri, diger periton hiicre topluluklar1 (periton
makrofaj, fibroblast, monosit ve notrofiller) ve onlardan salinan gesitli sitokinler aracilifiyla
periton fibrozisi gelisir (Sekil-1). Periton fibrozisi gelisiminde ana mekanizma peritonun
mezotelyal hiicrelerinin ve fibroblastlarinin asir1 liretimi sonucu hiicre dist matriks birikimidir

(32, 34).

Periton fibrozisi gelisiminde mezotel hiicrelerinin fibroblastlara doniisiimii ve
cogalmalart gosterilmistir (35). Fibrozisin baslamasi ve devam etmesinde kollajenazlar ve

onlarin durduruculari rol almaktadir (32).
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Sekil 1. Periton fibrozisinin sematik olarak gdsterilmesi

(IL-1p: Interlkin-1p, TNF-a: Tiimér nekrozis faktér-a, IL-6: Interlékin -6. FGF2: Fibroblast
biiyiime faktérii-2. TGF-p: Timér bityiime faktérii-B. VEGF: Damar endotel biiyiime faktori

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz)

2.9 Transforming Growth Faktor Beta 1 ve Fibrozis
Transforming growth faktér (TGF) B siiperailesinin {iyeleri hiicre proliferasyonu ve

diferansiyasyonunda,  apopitozis, = embriyogenez = donemindeki  organogenez ile

immiinregiilasyonunda rol almaktadirlar (36). TGF-B1 bir profibrotik sitokindir ve asiri

expresyonu o smooth-muscle antibody (a-SMA), vaskiiler endoteliyal growth faktor (VEGF)



artis1 ve fibrozis ile sonuglanir (37, 38). TGF-B1 sentezlendikten sonra latency-associated
peptide (LAP) ile etkilesime girer, latent TGF-B 1 formunda bulunur. Bu aktif olmayan TGF-
B1 kompleksi doku hasralanmasi meydana geldiginde tromboplastin ve integrinler tarafindan
aktive edililir ve hiicre yilizeyindeki reseptoriine baglanir. Aktive olan TGF-B1 tip I reseptorii
hiicre sitoplazmasinda bulunan smad (smad2/3) proteinlerini fosforile ederek bagl
bulunduklar1 smad anchor receptor activation (SARA) kompleksinden ayrilmasina sebep
olur. Serbest hale gecen smad2/3 sitoplazmada smad 4 ile birleserek hiicre ¢ekirdegine tasinir.
Hiicre ¢ekirdeginde smad kompleksi kollejen iiretiminin aktivasyonu ve fibrozis ile
sonuc¢lanan transkripsiyon artisina neden olur (39).

TGF-B1 peritoneal fibroziste o©nemli bir rol oynamaktadir. Yiksek glukoz
konsantrasyonlu soliisyonlar, periton hiicrelerinde protein kinaz C araciligiyla TGF-B1
sentezine neden olmaktadir (40). TGF-B1 viicutta tim doku ve organlarda epiteliyal
hiicrelerin mezankimal hiicrelere degisimini indikler (41). TGF-B1’in siirekli retimi
intertisyumda o smooth-muscle antibody-pozitif miyofibroblastlarin artisi ile sonuglanir (42).
Glukoz yikim firiinleri de mezoteliyal hiicrelerde proliferasyona, kollejen sentezinde artisa ve

TGF-B1 ekspresyonuna katkida bulunur (43).

2.10 Karvedilol

Karvedilol , Bl ve P2 adrenoreseptor ile a-adrenoreseptor blokaji yapan bir
molekiildiir. Klinikte B ve a-adrenoreseptdr blokajinin kardiyoprotektif etkisi nedeniyle
aterosklerotik kalp hastalarinda mortalite ve morbiditede azalma sagladigindan dolay1 yaygin
olarak kullanilir. Daha oOnce yapilan calismalarda karvediloliin antioksidan etkinligi de
gosterilmistir (44). Fibrotik siireci engelledigine dair deneysel g¢aligmalar da mevcuttur.

Myokardiyal fibrozisi yavaslattig1 (45) , asetaminofene bagl oksidatif karaciger toksisitesini



azalttig1 (46), anjiotensin II’ ye bagli gelisen kalp, karaciger ve bobrek hasarlarina karsi
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (47). Hipertansif rat modelinde karvediloliin
antihipertansif dozlardan daha diisiik dozlarda bile renal fibrozisi engelledigi ve bunun,
antioksidan etki ve TGF [ diizeylerinde saglamis oldugu diislis araciligiyla oldugu

gosterilmistir (48).

2.11 N-Asetil-L-Sistein (NAC)

NAC hiicre i¢i glutatyonun (GSH) sentetik bir prekiirsorii olan non-toksik aminotiyol
bilesigidir. Klinik uygulamalarda mukolitik ajan olarak kullanilan NAC’in antioksidan
etkinliginin de oldugu daha once yapilmis caligmalarda gdsterilmistir. Asetoaminofen
zehirlenmesinde tedavi amacli (49), kontrast nefropatisi gelisimini engellemek amaciyla
proflaktik olarak kullanimi mevcuttur (50). Farmakolojik etkileri arasinda hiicre i¢ci GSH’1n
diizeyini dolgunluk smirinda tutmak, toksik oksijen radikallerinin uzaklastirilmasi, tiimor
nekroz faktor-o iretiminin baskilanmasi, catepsin-B aracili trombosit faktor tip-b reseptor
uyarilmas1 sayilabilir (51, 52). Invitro karaciger hiicre Kkiiltiirleriyle yapilan deneysel
aragtirmada NAC’in TGF Bl aracilig1 ile olusan ve fibrozise, sinyal yolagindaki smad2 ve
smad3 proteinlerinin fosforilasyonunu inhibe ederek engel oldugu gosterilmistir (53). Yine

ayn1 ¢alismada NAC’m ileri glikolizasyon son {iirlinlerine karsi olusan reseptorleri iizerinde



baskilayici etkisi gosterilmistir. Dimetil-nitrozamin ile hepatik fibrozis olusturulmus ratlarda,
fibrotik siire¢ lizerindeki inhibitdr etkinin daha ¢ok L-sisteinden kaynaklandig1 gosterilmistir

(54).

2.12 Parikalsitol

Parikalsitol, 19-nor-1,25-hidroksi-vitamin D2 molekiil yapisinda olan sentetik bir D
vitamini analogudur. Parikalsitol 3. jenerasyon bir ilag olup dokuya bagli olarak secici
vitamin D reseptdr (VDR) aktivasyonu yapmaktadir (55). Deneysel ¢alismalarda parathormon
(PTH) sekresyonunu baskilarken kalsiyum ve fosfor diizeyleri lizerine minimal degisiklikler
yaptig1r gosterilmistir (56, 57, 58). Bu ozelliginden dolayr HD/PD hastalarinda Ca-P
metabolizma bozukluklarinda son yillarda daha sik kullanim alani1 bulmaktadir. Parikalsitoliin
Ca-P metabolizmasi disinda dokularda farkli otokrin ve parakrin etkileri oldugu deneysel
modellerde gosterilmistir. Hayvan deney modellerinde parikalsitol tedavisinin vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde kalsifikasyonu Onleyici etkisi gosterilmistir. Parikalsitoliin vaskiiler
kalsifikasyondan koruyucu etkisi, serum kalsiyum ve fosfor diizeyinden bagimsiz gibi
goriinmektedir (59, 60). Adriamisin ile olusturulmus deneysel nefropatide podosit hasari,
proteiniiri ve renal fibrozis gelisimi lizerindeki onleyici etkisi gosterilmistir (61). Parikalsitol,
proinflamatuar sitokin salinim inhibisyonu, monosit/makrofaj infiltrasyonunun inhibisyonu,

myofibroblast aktivasyonunu engellemesi, TGF-B1, fibronectin, tip 1 ve III kollojen



ekspresyonunu baskilanmasi gibi etkileriyle renal hasar gelisimi iizerinde olumlu etkiler
saglamaktadir. Obstiiriktif {iropati deneysel modelinde parikalsitoliin renal intertisiyel
fibrozisi azalttigt gosterilmistir (62). Parikalsitolin renal TGF-B1 ve TGF-B1’in tip 1
reseptoriiniin ekspresyonunu baskiladigi, boylelikle E-cadherin siipresyonu ve a-SMA ile
fibronektinin tiibiiler hiicrelerde {iretimini baskiladigi gosterilmigtir (61). Ayni deneysel

caligmada epiteliyal hiicrelerin mezankimal transformasyonunu da inhibe ettigi saptanmustir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvanlar

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi’'nde yetistirilen 36 adet Wistar-albino disi rat (6 haftalik, ortalama 240+13 gr)
calismaya alindi. Ratlar ¢alisma siiresince polikarbonat kafeslerde barindirildi. Oda 1s1s1 22-25
derece ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik sikluslar1 iceren ortam saglandi. Ratlara su ve
besin kisitlamas1 uygulanmadi. Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan ¢alisma
icin onay alindi. (Proje numaras1:12081 Tarih: 25/09/2012 Onay kodu:141-18973)

3.2 Calisma plani

Caligmaya alinan ratlar ¢alisma Oncesi tartildi ve her grupta alt1 rat olacak sekilde alt1
gruba ayrildi. Calisma siiresi 21 giin olarak belirlendi. Periton fibrozisi olugturmak igin Ishii
ve arkadaslarimin modeli; 10 ml/kg/giin  %0,1’lik klorhexidin glukonat (CH) (Drogsan
Ilaglar1 AS. Balgat, Ankara) + %15 etanol + serum fizyolojik (SF) karisimi aseptik olarak
hazirlanip kullanildi (62). Parikalsitol grubuna CH intraperitoneal enjeksiyonla beraber 0,2
meg/kg/giin parikalsitol (P) (Zemplar® 2 mcg amp Abbott) 21 giin boyunca ratin ense
bolgesine subkutan olarak enjekte edildi. N-asetil sistein grubuna CH intraperitoneal
enjeksiyonla beraber 450 mg/kg/giin NAC i¢me suyuna katilarak 21 giin boyunca verildi ve
glinliik olarak ratlarin suyu yenilendi. Karvedilol (K) grubuna, CH intraperitoneal olarak
uygulandi ve beraberinde oral gavaj ile 10 mg/kg/giin karvedilol 21 giin boyunca verildi.
Caligma gruplart sekil 2’de gosterilmistir. Karin i¢i enjeksiyonlarin tiimiinde 21 G igne

kullanildi. Enjeksiyonlar giinliik olarak peritoneal boslugun alt kisimlarina yapilirken



patolojik incelemelerde karin sol {ist kadrandaki pariyetal periton kullanildi. Boylece
tekrarlayan enjeksiyonlarin peritona olusturdugu direkt hasarin etkileri ortadan kaldirildi.
Ratlar calismanin 21. giiniinde ketamin ve xylazine anestezisi altinda, kalpten kan alimi
suretiyle (en az 3 ml) sakrifiye edildi. Bunu takiben, orta hattan insizyon ile pariyetal
peritonun st kismi izole edildi ve %10 formalin soliisyonunda saklanarak histopatolojik
degerlendirmeye alindi. Aliman kan oOrneklerinden TGF-B1 diizeyi ¢alisiimak igin serum
ayrigtirillarak -20 C°’de saklandi. TGF-B1 rat eliza kiti olarak eBioscience marka ve
BMS632/2 katolog numarali kit kullanildi. TGF-B1diizeyi ‘ng/ml’ olarak ifade edildi.

Sekil 2: Calisma planinin sematik gosterimi

CALISMA
PLANI
GRUP2 (N:6)
GRUP I (N:6) | |CH +
DI PARIKALSITO 0
ELORHEXIDI L GRUP 3 (N:6) GRUP 4 (N:6) C(;’{Tﬁ%\%gﬂ GRUP 6 (N:6)
GLUKONAT(C P) CH+P +NAC CH+NAC OL KONTROL
H)
(P)
10 ml/kg %0,1°lik 10 ml/kg %0,1°lik 10 ml/kg %0,1°lik
KH intraperitoneal + KH intraperitoneal+ 10 ml/kg %0,1°lik KH intraperitoneal + 10 ml/kg serum
10 ml/kg %0,1’lik 2 meg/kg P sc + KH intraperitoneal + 10 mg/kg fizyolojik
KH intraperitoneal 2 mcg/kg P 450 mg/kg+ NAC 450 mg/kg NAC karvedilol Oral intraperitoneal
subkutan I¢me suyuna fgme suyuna gavaj

3.3 Peritonun Histopatolojik Incelenmesi
Ratlarin periton zarindan alman ornekler %10°luk tamponlu formol ile 48 saat tespit

edildi. Daha sonra her bir periton drneginden ti¢ farkli odaktan yaklasik 2 mm genisliginde



makroskopik parca drneklemesi yapildi; bu parcalar kasetlenerek rutin doku takibine sokuldu.
Elde edilen dokular parafine gomiilerek 4 mikrometre kalinliginda kesitler Hematoksilen ve
Eozin ve ikinci bir kesit de trikrom boyasi ile boyandi.

Isik mikroskopik degerlendirme tek bir patoloji uzmani tarafindan ve kor olarak
yapildi. Degerlendirilen parametreler ve ilgili semi-kantitatif skorlar i¢in Olgiitler sunlardi
(63).

Inflamasyon skoru: Inflamasyonun olmadig1 deneklere 0, hafif diizeyde olanlara 1,
orta siddette olanlara 2 ve yogun inflamasyon olanlara 3 skoru verildi.

Fibrozis skoru: Trikrom boyali kesitlerde fibrotik kollajenize bag doku birikim
olmayan orneklere 0, hafif diizeyde olanlara 1, orta siddette olanlara 2 ve yogun olanlara 3
skoru verildi.

Damarlanma skoru: Damarlanma artisinin olmadigi deneklere 0, hafif diizeyde
olanlara 1, orta siddette olanlara 2 ve yogun damarlanma artigi olanlara 3 skoru verildi.

Periton kalinligi, Morfometrik analiz Olympus BX51 mikroskopu, Olympus DP72
kamera sistemi ve DP2-BSW yazilim1 kullanilarak yapildi (Copyright Olympus Corporation).
Her 6rnekte mezotel tabakasinin en st sinirt ile diyafragmatik ¢izgili kas dokusu arasindaki

mesafe Ol¢ilildii ve mikrometre biriminde kaydedildi.

3.4 Istatistiksel Analiz

Biitlin istatistiksel incelemeler SPSS for Windows, Version 18.0 (Chicago, USA)
programi kullanilarak yapildi. Sayisal veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilirken,
p<0.05 anlamlilik smir1 kabul edildi. Kolmogrov-Smirnov testi ile verilerin tiim havuzda
normal dagilima uyup uymadigi test edilip, gruplar arasi farkin anlamliligi test edilirken

normal dagilan veriler i¢in parametrik testler kullanildi. Gruplar arasi normal dagilan verilerin



karsilastirilmast i¢in analysis of variance (ANOVA) testi kullanilirken, post hoc
degerlendirme i¢in varyanslarin homojen dagildigi durumlarda Tukey’s testi, diger
durumlarda ise Tamhane’s T2 testi uygulandi. Gruplar arasi normal dagilmayan verilerin
karsilastirilmasi i¢in ise, Kruskal Wallis testi uygulandi ve gruplar arasi ikili degerlendirmeler

icin Mann Whitney-U testi kullanildi.

4. BULGULAR

Calismaya alman ratlarin bazal viicut agirliklar1 gruplar arasinda benzer olarak
saptand1 ve grup i¢indeki dagilimi homojendi. Calismanin sonunda kontrol grubu disindaki
ratlarda viicut agirliginda azalma saptandi ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
Calisma boyunca rat kaybr yasanmadi. Calismanin 21. giiniinde ratlar anestezi uygulanarak
sakrifiye edildi. CH+P+NAC grubundaki dordiincii ratta intraabdominal kanama oldugu tespit
edildi ve enjeksyona sekonder oldugu diisiintildii. Kontrol grubu disindaki tim ratlarin
pariyetal periton zarlarinda makroskopik olarak kalinlasma ve mat goriiniim saptandi. KH ve

SF grubunda paryetal peritonun makroskobik goriiniimii Resim 1°de gosterildi.



(A) (B)
Resim 1: Ratlarin pariyetal peritonunun makroskopik goriiniimii. (A) Kontrol grubu (B) CH

grubu

Calismanin 21. giiniinde sakrifikasyon sirasinda alinan serum o6rneklerinde TGF-B1
diizeyleri ¢alisildi. Periton doku ornekleri histopatolojik olarak incelendi ve periton kalinligi,
fibrozis skoru, inflamasyon skoru, vaskiilarizasyon skoru semi-kantitatif olarak hesaplandi.
Ortalama TGF-B1 diizeyi 54,60+85,64 ng/ml olarak saptandi. Ortalama periton kalinligi
158,58+79,92 um olarak o6l¢iildii. Ortalama fibrozis skoru 1,22+0,79, inlamasyon skoru
1,25+0,79, vaskiilarizasyon skoru 1,42+0,80 saptandi. Tiim gruplarin TGF-B1 diizeyi, periton
kalinlig1 Sl¢lim sonuglart ve fibrozis, vaskiilarizasyon, inflamasyon skorlari tablo 3’de
gosterilmistir.

Tablo 3: Gruplarin TGF-B1, periton kalinligi, fibrozis, inflamasyon ve vaskiilarizasyon

skorlarmin ortalama degerleri

Kontrol CH CH+P CH+P+NA CH+NAC CH+K
C

TGF-p 1

49,06+£2,35  58,29+4.4  58,65+12,4  58,12+10,48 46,76+4,79 56,73+5,86
(ng/ml)
Periton kalinhg:
(um) 22,342,58  245+27,35 191,3+60,4 176,5+65,2 169,8+30,82  146,5+43,05
pm
Periton fibrozis 0 2,17+0,75  1,33+0,51 1,33+0,51 1,33+0,51 1,17+0,40



skoru

Periton
inflamasyon 0 2,00+0,63

skoru

Periton
vaskiilarizasyon 0 2,00+0,00

skoru

1,83+0,75 1,3340,51

2,00+0,632 1,67+0,51

0,83+0,40 1,5040,54

1,33+0,51 1,50+0,54

CH: Klorhexidin glukonat grubu, CH+P: Klorhexidin glukonat+ parikalsitol grubu CH+P+NAC: Klorhexidin glukonat+

parikalsitol+ N-asetil sistein grubu

CH+NAC: Klorhexidin glukonat+ N-asetil sistein grubu

grubu. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi

Kontrol grubu ve CH+ NAC gruplarinda ortalama TGF-B 1 diizeyleri sirasiyla
49,06+2,35 ve 46,76+4,79 olarak 6l¢iildii ve CH gurubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak

diisiik saptadi (p<0,05). Diger gruplarda TGF-f 1 diizeyleri

benzer olarak saptand1 (p>0,05).

Sekil 3: Serum TGF-B 1diizeyleri acisindan gruplarin karsilastiriimasi (p>0.05)

O TGF-B1(ng/ml)
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Morfometrik analiz mikroskopisi ile yapilan periton kalinlig1 Sl¢timlerinde kontrol

grubu ile CH wverilen diger gruplar arasinda belirgin Olgtim farki izlendi. CH’nin

CH+P+NAC CH+NAC

CH+K KONTROL

CH+K: CH+Karvedilol

CH grubundaki Ol¢iimlerle



intraperitoneal uygulandig1 tim gruplarda periton kalinlig1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
anlamli olarak artmig olarak 6l¢iildi (p<0,01). Tek basina CH’nin intraperitoneal uygulandigi
grupta periton kalinligr diger tiim gruplardan daha yiiksek saptandi. Periton kalinliklari
arasindaki fark sadece CH+NAC ve CH+K verilen grupta CH grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olarak saptandi (p<0,01). CH+P ve CH+P+NAC gruplarinda periton kalinlig
CH grubuna gore azalmis olarak saptansa da bu istatistiksel analizde anlamli diizeye
ulasmamistir  (p>0,05). TGF-f 1 diizeyi ve periton kalinliklarinin gruplar arasi
karsilagtirmalar1 tablo 4’de ve sekil 4’de Ozetlenmistir. CH grubunda bir ratin periton

kalinliginin mikroskop ile dl¢timii resim 2’de gosterilmistir.

Tablo 4 : Gruplar arasinda TGF ve periton kalinliginin karsilagtiriimasi

Kontrol CH CH+P CH+P+NAC CH+NAC CH+K P
TGF-§ 1
49,35+2,36 58,29+4.4 58,6+12,4 58,12+10,48 46,76+4,79* 56,73+5,86 <0,05
(ng/ml)
Periton
kalinh@1 22,3+£2,5% 245+27.3"  191,3£60,4 * 176,5+65,2 % 169,8+30,8®  146,5+43,0 *° <0,01
(um)

CH: Klorhexidin glukonat grubu, CH+P: Klorhexidin glukonat+ parikalsitol grubu CH+P+NAC: Klorhexidin glukonat+
parikalsitol+ N-asetil sistein grubu CH+NAC: Klorhexidin glukonat+ N-asetil sistein grubu CH+K: CH+Karvedilol
grubu. TGF-f 1 ve periton kalinhigi deperleri icin one-way ANOVA testi, post hoc degerlendirme icin Tamhane testi
uygulandi. Aynt harfle isaretlenen gruplar arasindaki fark anlamlidir (a: p<0,05, b: p<0,019). Degerler ortalama +

standart sapma olarak verildi



Sekil 4: Periton =zar kalinligt agisindan gruplarin  karsilagtirilmast  (p<0.05)
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Resim 2: Morfometrik olarak periton tabakasinin kalinligini gésteren 6lgiim resmin ortasinda

goriililyor ( Hematoksilen-Eozin, mikroskopik biiyiitme x 200).

Histopatolojik inceleme ile belirlenen fibrozis, inflamasyon ve vaskiilarizasyon
skorlar1 ve gruplar arast degerlendirmeler tablo 5’de oOzetlenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim gruplarda fibrozis, inflamasyon ve vaskiilarizasyon skorlar
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmis olarak bulundu. CH grubu ile karsilastirildiginda,
CH+K grubunda fibrozis skoru istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik saptandi. CH+P,
CH+P+NAC ve CH+NAC gruplarinda CH grubuna kiyasla fibrozis skorlarinda diistikliik
saptanmasina ragmen bu diislis istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmamustir.

Inflamasyon skorlar1 agisindan bakildiginda CH+NAC grubunda CH grubuna gore
istatistiksel diizeyde anlamli disiikliik oldugu gozlendi. CH+K ve CH+P+NAC gruplarinda
CH grubuna kiyasla inflamasyon skorlar1 diisiik olmasina ragmen istatistiksel anlamliliga
ulasmamustir (p=0,057). Ayrica CH+NAC grubunda inflamasyon skorlari, CH+K ve CH+P
gruplarma gore de disiik saptanmistir (p<0,05). CH grubundaki bir ratin peritondaki
inflamasyon ve artmig periton kalinligi resim 3 ve resim 4’de gosterilmistir.

Vaskiilarizasyon skorlarinin degerlendirilmesinde sadece CH+NAC grubunun skorlari
CH grubuna gore anlamli diizeyde diisiis izlenmistir (p<0,05).

CH+K grubunda da CH grubuna gore vaskiilarizasyon skorlar1 daha diigsiik olmasina ragmen
istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (p=0,056). CH grubundan bir ratin periton zarindaki

vaskiilarizasyon artisi resim 5’de gosterilmistir.



Resim 3: (solda) CH grubudan bir

ratta belirgin inflamasyon, kalinlagmis
periton tabakasi izleniyor .
(Hematoksilen-Eozin, mikroskopik

biiytitme: 200).

Resim 4: (sagda) CH grubu bir rat
peritonunda belirgin damarlanma
artis1 goriililyor ( Hematoksilen-

Eozin, mikroskopik biiyiitme: 200).
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Resim 5 : CH grubu bir ratta

periton  tabakasinin  Otesine,
diyafragmatik ¢izgili kasa kadar

uzanan yogun ve aktif kronik

inflamasyon

gortiliiyor.

(Hematoksilen-Eozin,

Tablo 5: Gruplar arasinda fibrozis, inflamasyon ve vaskiilarizasyon
karsilastirilmasi
Periton inflamasyon Periton vaskiilarizasyon
Periton fibrozis skoru

skoru skoru
Kontrol 0° 0° 0°
CH 2,17+0,75* 2,00+0,63® 2,00+0,00™
CH+P 1,33+0,51* 1,83+0,75% 2,00+0,63*
CH+P+NAC 1,33+0,51° 1,33+0,51° 1,67+£0,51°
CH+NAC 1,33£0,51° 0,83+0,40 % 1,33£0,51*
CH+K 1,17+0,40 1,5040,54 1,50+0,54°
P <0.01 <0.01 <0.01

skorlarinin

CH: Klorhexidin glukonat grubu, CH+P: Klorhexidin glukonat+ parikalsitol grubu CH+P+NAC: Klorhexidin glukonat+

parikalsitol+ N-asetil sistein grubu CH+NAC: Klorhexidin glukonat+ N-asetil sistein grubu CH+K: CH+Karvedilol

grubu.Histopatolojik skorlar normal dagilmadigindan, Kruskal Wallis testi ve gruplar arasi ikili degerlendirmeler i¢in Mann

Whitney-U testi kullanildi. Aymi harfle isaretlenen gruplar arasindaki fark anlamhdr (a:p<0,01 b,c p<0.05 anlamli kabul

edildi). Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.



Caligmaya alinan ratlarin fibrozis skoruna gore hayvan sayilarinin dagilimi tablo 6’da
gosterilmistir.

Tablo 6: Gruplarin fibrozis,inflamasyon ve vaskiilarizasyon skorlari

INFLAMASYON VASKULARIZASYON
FiBROZIS SKORU
SKORU SKORU

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

-~ HfEH]|EH -] BHEH ] ED ] - B D] D
CH (N:6) 0 1 3 2 0 1 4 1 0] 0 6 0
CH+P(N:6) 0 4 2 0 0o 2 3 1 0 1 4 1
CH+P+NAC(N:6) 0 4 2 0 0| 4 2 0 0| 2 4 0
CH+NAC(N:6) 0 4 2 0 1 5 0 0 0| 4 2 0
CH+K(N:6) 0 5 1 0 0 s 1 0 0| 3 3 0
KONTROL(N:6) 6 0 0 0 6| o 0 0 6 | 0 0 0

CH: Klorhexidin glukonat grubu, CH+P: Klorhexidin glukonat+ parikalsitol grubu CH+P+NAC: Klorhexidin glukonat+

parikalsitol+ N-asetil sistein grubu CH+NAC: Klorhexidin glukonat+ N-asetil sistein grubu CH+K: CH+Karvedilol grubu



5.TARTISMA

Periton diyalizi yapan SDBY hastalarinin tedavilerinin sonlandirilmasinda en 6nemli
nedenlerden biri diyaliz ve ultrafiltrasyon yetersizligidir. Diyaliz ve ultrafiltrasyondaki
yetersizligin temel nedeni, periton zarinda siirekli devam eden inflamasyonun neden oldugu
morfolojik degisikliklerdir (5). Periton diyalizi hastalarinda goriilen siirekli inflamasyonun
sebepleri arasinda, yliksek glukoz konsantrasyonlu, yiiksek osmolaliteli ve diisiik pH’I
biyouyumsuz soliisyonlarin kullanimi yaninda, tekrarlayan peritonit ataklari, AGE {irtinleri,
tiremik toksinler ve non-spesifik inflamatuar faktdrlerden IL-6 ve TGF-f sayilabilir (64).
Inflamasyona bagli ortaya g¢ikan morfolojik degisikliklerden en belirgin olani periton
fibrozisidir ve diizenli periton diyalizi yapan hastalarin periton biyopsilerinde saptanan yaygin
bir bulgudur (4). Periton fibrozisi gelisiminde ana patogenetik mekanizma peritonun
mezotelyal hiicrelerinin ve fibroblastlarinin asir1 tiretimi sonucu hiicre dis1 matriksin artigidir
(32, 34).

Periton diyaliz hastalarinda, periton diyaliz siiresi ile iliskili olarak ilerleyen
donemlerde ortaya ¢ikan periton fibrozisinin dnlenebilmesi veya ortaya ¢ikmis olan fibrozisin
geriletilebilmesi  i¢in  bircok deneysel calisma yapilmistir.  Fibrozis geligiminin
fizyopatolojisinin karmasiklig1 ve etkenlerin ¢oklugu goz Oniine alinarak farkli grup ilag ve
molekiiller bu deneysel arastirmalarda kullanilmistir. Anjiotensin konverting enzim
inhibitorleri (lisinopril, enalapril) ve anjitensin reseptor blokorlerinin (valsartan) TGF-B1 ile
birlikte VEGF inhibisyonu yaparak ve AGE olusumunu azaltarak periton fibrozisini
yavaglattigi  gosterilmistir  (65,66). Aminoguanidinin periton mikrosirkiilasyonu ve

remodelingi {iizerindeki olumlu etkileri yaninda, antioksidan etkinligi ile de fibrozisi



engelledigi hayvan modellerinde gosterilmistir (67, 68). Bir vitamin B6 derivesi olan
pridoksinin peritonda AGE birikimini engelleyerek ve anjiojenik sitokin salinimini inhibe
ederek periton zarmin fonksiyonu ve yapisinda olumlu degisiklere neden oldugu deneysel
modellerde ortaya konmustur (69). Pentoksifilin, diltiazem, dipridamol gibi farkli etki
mekanizmalar1 olan molekiiller TGF-f 1 sinyal yolaginda sagladiklar1 inhibisyon nedeniyle
deneysel modellerde kullanilmiglardir (70, 71, 72). Enkapsiile sklerozan peritonit
modellerinde, fibrozisin geriletilebilmesi amaciyla roziglitazon, kolsisin, thalidomide
everolimus denenmis ve peritonu dinlendirme yontemine gore fibrozisi geriletmede daha
basarili bulunmuslardir(73,74,75,76). Bu molekiiller ciddi yan etki profilleri nedeniyle
periton fibrozisini Onleyici tedavide klinik pratikte kullanilamamaktadir.

Calismamizda Ishii ve ark. tarafindan gelistirilmis olan klorhexidin glukonat ile
kimyasal peritoneal fibrozis modeli uygulanarak ratlarda periton fibrozisi gelistirilmesi
planlanmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan ratlara intraperitoneal SF verilmistir. Kontrol
grubu ile histopatolojik olarak karsilastirildiginda periton kalinligi, fibrozis, inflamasyon ve
vaskiilarizasyon bulgularinin, CH grubunda anlamli derecede yiiksek oldugu gosterildi. Bu
sonuclarla modelin uygun sekilde uygulandig1 ve ratlarda periton fibrozisinin gelistigi ortaya
konmustur. Periton fibrozisinin fizyopatolojisinde anahtar rol oynadig1 gosterilmis olan TGF-
B I’in diizeyi, tiim gruplarda serum oOrneklerinde calisildi. Kontrol grubu ve CH+NAC
grubunda TGF-B 1 diizeyinin CH grubuna gore anlamli diizeyde diisiik saptandi. CH+K
grubunda, histopatolojik olarak fibrozisin belirgin olarak gerilediginin gosterilmesine ragmen
TGF-B 1’in diizeyi CH grubu ile benzer diizeylerde saptanmistir. Bu bulgu, ¢alismamizda
karvedilol grubunda, fibrozis iizerine serum TGF-B1 diizeyinin tek basma belirleyici
olmadigini disiindiirmiistiir. Ancak TGF-B1 sinyal yolagmnin sitimiilasyonu ile fibrozis

olustugu ve bu yolagin inhibisyonu ile fibrozisin engellenebildigini gosteren yayinlar 1s18inda,



karvediloliin TGF-B1 serum diizeylerini degistirmemesine ragmen TGF-B1 reseptdr ve hiicre
ici sinyal yolagi tizerindeki muhtemel inhibitdr etkisiyle, fibrozis gelisimini azaltmig
olabilecegi diistiniilmiistiir (48,53,77,78). Daha once invitro karaciger hiicre kiiltiirleriyle
yapilan deneysel arastirmada NAC’nin TGF-B1 araciligi ile olusan fibrozise, sinyal
yolagindaki smad2 ve smad3 proteinlerinin fosforilasyonunu inhibe ederek engel oldugu
gosterilmistir (53). Ayrica NAC’nin kuvvetli anti-oksidan etkinligi ile de fibrozis siirecinde
rol oynayan ROS {izerindeki baskilayict etkisinin, fibrozis gelisimini yavaslattig
bilinmektedir (79). Calismamizda NAC alan iki grupta da periton kalinliginda anlamli azalma
izlenirken, fibrozis skoru iizerindeki azalma anlamlilik diizeyine ulasmamustir. Inflamasyon
skoru, vaskiilarizasyon skoru ve periton kalinligindaki anlamli diizeydeki diizelme ile birlikte
degerlendirildiginde denek sayisinin artirilmasi ile fibrotik skorlarda da istatistiksel
anlamliliga ulasilabilecegi diistiniilmistir. Calismamizda oksidatif stres parametreleri
bakilmadigindan NAC’nin peritoneal fibrozis gelisim siirecindeki oksidatif stres parametreleri
tizerindeki etkisi biyokimyasal parametrelerle dokiimante edilememistir. Ancak TGF-B1
sinyal yolagi iizerinde gosterilmis olan inhibitor etkinligi ve kanitlanmig olan antioksidan
aktivitesinin, periton fibrozisi iizerinde 6nleyici etki olusturdugu diistiniilmiistir.

Wong ve arkadaslari, karvediloliin renoprotektif etkinliklerini arastirdiklar1 bir
calismada, karvedilol alan ratlarda TGF-§ mRNA ekspresyonunun azaldigini, bu grup ratlarda
TGF-B mRNA diizeylerinin kronik nefron kaybi ve total aktif renal hasar diizeyi ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir (48). Karvediloliin ayrica fibronektin, kollejen 1 ve kollejen III
mRNA diizeylerini azalttigin1 gostermislerdir. Bu c¢alismada da arastirmacilar daha onceki
calismalarda gosterilmis olan karvediloliin giiclii antioksidan etkinliginin fibrozis ile
sonuclanan renal hasar1 engellemede rolii olabilecegini diistinmiislerdir. Karvediloliin

karaciger fibrozisi modeli iizerindeki antifibrotik etkilerini incelendigi bir ¢aligmada, karbon



tetra kloriir kaynakli GSH deplesyonu ve karaciger peroksit diizeyindeki artisin karvedilol
eklenmesi ile Onlendigi gosterilmistir. Ayni calismada karvedilol tedavisinin antioksidan
enzimlerin aktivitelerini ve glutatyon diizeylerini arttirdigi, lipit peroksidasyonunu azalttig1 ve
bu antioksidan etkinligi ile karvediloliin karacigerde gelisen fibrozisi Onleyici etkileri
oldugunu histopatolojik olarak gosterilmistir (80). Bizim ¢alismamizda karvedilol grubundan
yapilan histopatolojik degerlendirmelerde periton zar kalinligi, fibrozis skoru ve inflamasyon
skorunda anlamli diisiisler saptanmistir. Bu bulgular 1s181inda klorhexidin glukonat araciligi ile
gelisen periton fibrozisi ve inflamasyonun karvedilol ile baskilanabilecegi kanisina
varilmigtir. Caligmamizdaki karvedilol grubunda TGF-B1’in diizeyinin degismemesine
ragmen periton fibrozisinde anlamli gerilemenin saptanmasi karvediloliin etkinliginin daha

cok antioksidan etkinliginden kaynaklandigini diistindiirmiistiir.

Weichun ve arkadaglari, ratlarda adriamisin enjeksiyonu sonrasi olusan renal fibrotik
lezyonlar lizerine parikalsitoliin inhibitor etkisini gostermislerdir. Fibrojenik sitokinlerden
TGF-p 1 ve konnektif doku biiyiime faktoriinin (CTGF) mRNA ekspersyonlarinin
parikalsitol tarafindan inhibisyonu sonucu fibronektin, tip I ve tip III kollajenin intertisyel
matrixte birikimlerinin engellenmesiyle, renal fibrotik lezyonlarin geriletildigi sonucu elde
edilmistir (61). Ayn1 c¢alismada parikalsitolin o-SMA diizeylerini ve miyofibroblast
aktivasyonunu azalttig1 saptanmistir. Xiaoyue ve arkadaglari obstiiriktif nefropati deneysel
modelinde parikalsitoliin fibronektin, tip I ve tip III kollajen birikimini ve epiteliyal hiicrelerin
mezankimal transformasyonunu engelledigini ortaya koymuslardir (81). Periton fibrozisinin
fizyopatolojisinde de TGF-P 1 aracilig1 ile olusan ve periton zarinda tip I ve tip III kollajen
birikimi miyofibroblast aktivasyonu ile epiteliyal hiicrelerin mezankimal transformasyonu

izlendiginden, parikalsitoliin bu siireci yavaslatic1 etkisi olabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak



bizim calismamizda elde edilen sonuglarda, tek basma parikalsitol verilen grupta fibrotik
skorlarda gerileme izlenmesine karsin, bu sonug istatistiksel anlamliligi ulagmamustir.
Vaskiilarizasyon skorlarinda belirgin fark olmamasina karsin, inflamasyon skoru CH grubuna
gore az da olsa diisiik olarak saptanmugtir. Periton zar kalinliginda bir azalma elde edilmesine
ragmen fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Fibrozis ve periton zar kalinligindaki
azalmanin istatistiksel olarak anlamli diizeye ulagsmamasi denek sayisinin az olmasi ile
aciklanmistir. Aktif D vitamini ve analoglariin, klinik ¢aligmalarla hemodiyaliz hastalarinda,
in vitro olarak da periferik mononiikleer hiicrelerde ve kanser patogenezinde
immiinmodiilatdr etkileri gosterilmistir (82,83). Vitamin D reseptdr aktivasyonunun tiim
viicuttaki farkli fizyolojik 6zelliklere sahip hiicreler iizerindeki immiinmodiilator etkinligi goz
ontine alindiginda, parikalsitoliin uygulamasinin periton fibrozisi ve UF yetersizligi tizerinde
olumlu sonuglar dogurabilecegi dngoriilmiistiir.

Bu calismanin kisitliliklar1 arasinda denek sayisinin azligi ve deneklere verilen
ilaglarin antioksidan etkinliginin degerlendirilebilecegi oksidatif stres belirteclerinin
bakilmamas1 sayilabilir. Periton fibrozisi siirecinde rol oynayan oksidatif stres ile fibrozis
onlenmesi lizerine etki eden NAC ve karvediloliin oksidatif stres parametreleri iizerine
etkilerinin degerlendirilmesi, bu ilaglarin uygulanmasi sonucu gozlenen antifibrotik etkinin
fizyolojik mekanizmasinin daha iyi anlagilmasina katkida bulunacaktir. Bizim g¢aligmamiz,
NAC, karvedilol ve parikalsitoliin deneysel model {izerinde periton fibrozisini yavaslatici
etkisinin histopatolojik olarak gosterildigi ilk ¢aligmadir.

Sonug olarak, giiniimiizde periton diyaliz uygulamasi siirecinde ortaya ¢ikan periton
fibrozisi ve bununla iligkili olarak hastalarda gelisen UF yetersizligi halen bir problem olarak
devam etmektedir. Bircok deneysel arastirmada bu siirecin onlenebilmesi i¢in kullanilan

molekiillerin antifibrotik etkinligi gosterilmis olmasina ragmen bu molekiillerin bir ¢ogunun



klinik pratikte uygulama imkani olmamigtir. Ayrica deneysel arastirmalarin ¢ogu, ortaya
¢ikmis olan fibrozisin geriletilebilmesi amaciyla tasarlanmistir. Bizim c¢alismamizda klinik
pratigimizde sik¢a kullandigimiz parikalsitol, NAC ve karvediloliin fibrozisi tedavi
etkinliginden ziyade, fibrozis gelisim siirecinin  Onlenmesi veya yavaslatilmasi
degerlendirilmistir. Histopatolojik inceleme sonuglarina gore NAC ve karvediloliin fibrozis
stirecini anlamli diizeyde yavaslattigi, parikalsitoliin ise kismen faydali oldugu saptanmustir.
Periton diyalizi uygulayan hastalarda farkli endikasyonlar nedeniyle giiniimiizde zaten
kullanilmakta olan bu ilaglarin periton fibrozisini de yavaslatici etkilerinin ortaya konmasi ile
ila¢c se¢imi sirasinda NAC, karvedilol ve parikalsitol i¢in olumlu yonde bir tercih dayanagi

olacagini diistinmekteyiz.
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8.0ZET

Son donem bobrek yetmezligi (SDBY) son yillarda sikligr giderek artmakta olan

mortalitesi ve morbiditesi oldukca yiiksek bir hastaliktir. Bu hastalarda 6nerilen altin standart

tedavi sekli renal transplantasyon olmasma ragmen yeterli dondr sayisina ulasilamamasi

nedeniyle hastalar zorunlu olarak diyaliz tedavi yontemlerinden biri ile tedavi

edilmektedirler. Periton diyaliz son donem bobrek yetmezliginde siklikla ve basari ile
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uygulanan bir tedavi yontemidir. Uzun siire periton diyalizi yapan hastalarda ise kullanilan
yiikksek glukoz konsantrasyonuna sahip soliisyonlar, sik peritonit ataklar1 ve diger bir ¢ok
sebebe bagli olarak periton yapisi bozulmaktadir. Periton zarinda ortaya ¢ikan ve diyaliz
yetersizligine neden olan en Onemli degisiklik periton zarinda gelisen fibrozisdir. Bu
calismada parikalsitol, karvedilol, N - asetil sisteinin periton fibrozisi gelisimi iizerideki
Onleyici etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Calismaya her grupta altisar rat olmak iizere 36 rat alindi. Calisma siiresi 21 giin
olarak belirlendi. Periton fibrozisi olusturmak i¢in 10 ml/kg/glin  %0,1’lik klorhexidin
glukonat (CH) (Drogsan ilaclar1 AS. Balgat, Ankara) + %15 etanol + serum fizyolojik (SF)
karisimi aseptik olarak hazirlanip kullanildi.  Parikalsitol grubuna CH intraperitoneal
enjeksiyonla beraber 0,2 mcg/kg/giin parikalsitol (P) (Zemplar® 2 mcg amp Abbott) 21 giin
boyunca ratin ense bolgesine subkutan olarak enjekte edildi. N-asetil sistein grubuna CH
intraperitoneal enjeksiyonla beraber 450 mg/kg/giin NAC i¢gme suyuna katilarak 21 giin
boyunca verildi ve giinliikk olarak ratlarin suyu yenilendi. Karvedilol (K) grubunada, CH
intraperitoneal olarak uygulandi ve beraberinde oral gavaj ile 10 mg/kg/giin karvedilol 21
giin boyunca verildi. Calisma sonunda ratlarin periyetal peritonlar1 histopatolojik olarak
incelendi ve ratlarin serumundan TGF-B1 diizeyi ¢aligildi.

Calisma sonuglarinda NAC’nin TGF-B1 diizeyini anlamh sekilde diistirdiigli saptand1
(p<0.05). NAC ve Kkarvediloliin periton kalinligi, periton fibrozis, inflamasyon ve
vaskiilarizasyon skorlarinda anlamli olarak iyilesme sagladigi belirlendi. Parikalsitoliin
periton zar kalinliginda koruyucu etki saglamasina ragmen histopatolojik skorlarda belirgin
diizelme saglamadigi izlendi.

Bu c¢aligmanin sonuglari, NAC ve Karvedilol uygulamasmin deneysel modelde

gelistirilen periton fibrozisini dnleme yoniinde olumlu etkileri oldugunu ortaya koymaktadir.



Bu bulgular, klinik caligmalarla desteklenmesiyle birlikte periton diyalizi hastalarinda,
fibrozis gelisme siirecini yavaglatici etkilerinde dolayr NAC ve karvediloliin daha sik

kullanim alan1 bulacagini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Periton fibrozisi , karvedilol, NAC, parikalsitol

9. ABSTRACT
THE PROTECTIVE EFFECT OF PARICALCITOL, NAC AND
CARVEDILOL THERAPIES ON PERITONEAL FIBROSIS: A

COMPERATIVE EXPERIMENTAL STUDY

End stage renal disease (ESRD) is an increasing global health problem accompanied
with high annual rates of mortality and cardiovascular morbidity. Although, renal
transplantation is recommended as a gold standard therapy, lack of the sufficient greft donor
for renal transplantation may cause dialysis modalities as a mandatory renal replacement
therapies for these certain patient population. Peritoneal dialysis is succesfull treatment
modality for ESRD patients. But peritoneal membrane structure may be diminished due to the
long term use of high glucose concentrate peritoneal dialysis fluids due to the peritonitis

attacks and other pathologies. Peritoneal fibrosis is the most important cause for the



development of diminished peritoneal filtration barrier. Here in this tudy, we aimed to
examine to compare the protective effect of paricalcitol, carvedilol and N-acetyl cystein
(NAC) therapies against to the peritoneal fibrosis.

A total of 36 rats were included this experimental protocol in a follow up period of 21
days by dividing six groups which included six rats in each subgroups. The mixed of 10
ml/kg/day %0,1 clorhexidin gluconate (CH) (Drogsan Drugs, Balgat, Ankara) + %15 ethanol
+ % 0.09 NACL solution were administered to develop peritoneal fibrosis in each rats. During
21 days of study period, 0,2 mcg/kg/day paricalcitol were injected to the nape of the rats in
paricalcitol group every day. 450 mg/kg/day NAC were administered via oral way by mixing
drinking water in NAC subgroup and also 10 mg/kg/day carvedilol were administered orally
in carvedilol group every day. At the end of the study period, serum samples were obtained to
study TGF- B1 levels. Also parietal peritoneal membrane samples were assessed
histopathologically to demonstrate the magnitude of peritoneal fibrosis.

Results; TGF- Bl levels were significantly lower in NAC group compared the other
subgroups (p<0.05). When we analysed the peritoneal samples as histopathologically, NAC
and carvedilol subgroups showed significantly lower scores of peritoneal fibrosis, peritoneal
thickness and vascularisation acompanied with lower inflammation. Although, lower levels of
peritoneal thickness were observed in paricalcitol group, no distinctive protective effect were
seen on other histopathologic structure.

Here in this study, we have identified NAC and carvedilol therapies have favorable
effects for the protection of peritoneal fibrosis. Further clinical studies are necessary to better
understand the protective effects of NAC and carvedilol therapies on peritoneal fibrosis
whether these certain agents may take place in rutin clinical practice as slowen therapies for

peritoneal fibrosis in peritoneal dialysis patients.
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