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1 - GENEL BILGILER

Stirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) son doénem bobrek yetmezliginin (SDBY)
tedavisinde bagarili sekilde uygulanmaktadir (1,2). SAPD tedavisi ile iligkili en Onemli
kisitlayic: faktorlerden birisi periton membraninin diyaliz etkinliginde zamanla ilerleyici bir
azalmanmin olugmasidir (1,2,3). SAPD hastalarinda zamanla olusan ultrafiltrasyon (UF)
yetmezligi de fonksiyonel transport anormalliginin 6nemli bir sonucudur. Bu durum siklikla
hastalarin SAPD tedavisinden ¢ikarilmalarina sebep olur (4,5). Bu olumsuz gelismelerden
sorumlu 6nemli nedenin peritoneal fibrozis oldugu gesitli ¢aligmalarla desteklenmistir (6,7,8).
Bu nedenle bir ¢ok yeni arasgtirma uzun siireli SAPD tedavisi sonrasinda gelisebilecek periton

fibrozisinin 6nlenmesi {izerine odaklanmaktadir (9,10,11,12,13).

1) Peritonun yapisi ve dzellikleri

Periton bazal lamina iizerindeki tek tabaka mezotelyumdan ibaret serdz bir membrandir.
Bunun altinda membrana normal elastisitesini veren Kkesintili elastin fibriler bantlardan
olusmus kompakt bir tabaka vardir. Bu kompakt tabaka igine ¢ok sayida kollagen fibril
desteleri serpilmistir. Bu submezoteliyal interstisyumun yapisi kesin olarak tanimlanmamig
olmasina ragmen yogun olarak glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusur. interstisyum
iginde bazen fibroblastlar ve mast hiicreleri goriilebilir. Peritonun kiigiik kan damarlarinin
¢ogunlugu kompakt tabaka kenarinda yer alir (1).

Mezotelyum diger doku hiicreleri ile birlikte, periton homeostazisinde ve infeksiyona karst
savunmada Onemli rol oynar (14,15,16). Periton mezotel hiicreleri genis biyosentez
kapasitesine sahiptirler. Inflamatuar mediatorler (prostoglandinler, sitokinler, kemokinler,
nitrik oksid), fibrinoliz mediatorleri (doku plazminojen aktivatdrii-TPA, onun inhibitérii ve
doku aktivatérii), growth faktorler, fosfolipidler ve proteoglikan tiirlerinin mezotelyum
tarafindan sentezlendigi belirlenmigtir. Mezotelyum tarafindan sekrete ve ekspresse edilen
maddelerin listesi giderek artmaktadir (1). Ayrica peritondaki fibroblastlarin da 6nemli
biyosentez kapasitesine sahip olduklar1 ve inflamatuar cevaba katildiklar1 gésterilmistir (17).
Submezotelyal interstisyum iginde yer alan kapillerler solut ve su hareketini saglarlar. SAPD
stiresince kapillerlerin yap1 ve sayisinin her ikisinde de degisiklikler olustugunu gosteren
kanitlar vardir (18,19). Kapiller sayisinda artiy ve yapisindaki degisiklikler (diiz kas
hiperplazisi, subendotelyal kalinlagma, kollagen depolanmasi) diyabetik mikroanjiyopatiye



benzemektedir (20). Tarif edilen vaskiilopatinin olusumu ve siddeti SAPD tedavisinde kalis

stiresine baghdir (21).

2) SAPD tedavisinde zamanla olusan yapisal ve fonksiyonel degisiklikler

Mevcut gozlemlerin tiimii peritondaki degisikliklerin &zellikle mezotelyum (soyulma,
mikrovillus kaybi), interstisyum (degisik derecelerde fibrozis ve 10kosit infiltrasyonu) ve
vaskiiler yatakta olustugunu géstermektedir. Ancak sistematik olarak tanimlanmadiklan i¢in
bu gézlemlerin periton fibrozisi gelisiminin dogal seyrini belirlemedeki degerleri sinirlidir(1).
Peritonit, membran boyunca osmotik gradientin hizla yok olmasi ile ilgili olarak reversibl bir
UF kaybina sebep olur (22). Hangi siddette bir periton inflamasyonunun UF yetmezligi ve
periton sklerozu olusumuna yol agtif1 sorusunu cevaplamak zordur. Iki prospektif ¢alismada
diisitk molekiil agirlikli solutlerin yiiksek diyalizat/plazma (D/P) oranlan ile birlikte olan UF
yetmezIligi gelismesi 6zellikle ¢ok sayida infeksiyon ataklari olan hastalarda belirgin
bulunmustur (23,24). UF yetmezliginin, inflamatuvar reaksiyonun siddeti (24), periton
inflamasyonunun yogun oldugu giin sayist (23) ya da mikroorganizmanin cinsi (24,25) ile
iligkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica periton sklerozlu hastalarin ¢ogunlugunun SAPD
tedavisinin son birka¢ ayinda inatg1 veya tekrarlayici peritonite sahip olduklari belirlenmistir
(26). Bu ataklardaki etken mikroorganizmalarin siklikla Candida, Pseudomonas ve S. aureus
oldugu gosterilmistir. Bu mikroorganizmalarin &zellikle hasarli peritonda siddetli peritonite
sebep olduklari ve béylece periton sklerozuna ilerleme olasiliginin arttig: bildirilmistir (22).
SAPD uygulanmis hastalarda yapilmis bir otopsi ¢alismasinda; kalinlagma, inflamasyon ve
yapisiklik gibi periton membrani degisikliklerinin gecirilmis peritonit sayis: ile anlamh
sekilde korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (8). Periton membranindaki bu kronik
degisiklikler fibroblastik aktivitenin derecesi, serozal kalinlasmanin Ol¢lisii ve kronik
inflamasyonun yogunlugu ile belirlenmigtir. Bu verilerden, siddetli ve ¢ok sayidaki peritonit
ataklarinin membran yetmezligi gelismesine yol agabilecegi sonucu gikmaktadir. Ancak UF
yetmezliginin tek nedeni bu degildir (22). Clinkii peritonit gecirmemis veya ¢ok az sayida
peritonit atagi geg¢irmis uzun siireli SAPD hastalarinda da periton membran yetmezligi
gelismesi bu diistinceyi desteklemektedir (27).

SAPD siiresi ve membran yetmezliginin olusumu arasindaki iliski fizyolojik olmayan diyaliz

stvilarina devamli temasin 6nemli bir faktor oldugunu diisiindiiriir (22). Bir hayvan modelinde



peritonun glikozla uzun siireli temasinin mezotel hiicrelerine disiik pH, laktat ve
hiperosmolariteden daha fazla toksik etki yaptig1 gosterilmistir (28). Glikoz mezotelyumu
kolayca gectigi i¢in tiim periton dokulari son derece yiiksek yogunluktaki glikoza maruz kalir.
Oyle ki bu yogunluklar diabetes mellituslu hastalarin plazmasindaki seviyelerden ¢ok daha
yiiksektir. Bu durum perifonun mikrovaskiiler yapisindaki diyabet benzeri degisiklikleri
agiklayabilir (22). Bir rat modelinde 20 hafta siireli %3,86 glikoz inflizyonu ile peritonda
fibrotik ve vaskiiler degisikliklerin olustugu gosterilmistir, halbuki ringer laktat inflizyonu
periton anormalligi olusturmamistir (29). Sonugta yiiksek glikoz yogunluklan ile tekrarlayan
temas zamanla membran yapi ve fonksiyon degisikliklerine yol agabilir .

UF yetmezlikli hastalarda periton yapisindaki degisiklikler ayrintili olarak tamimlanmistir
(18). Isik mikroskopisinde peritonda yogun interstisiyel fibrozis, mezotelyum kayb:1 ve
vaskiiler degisiklikler (veniillerin mediasinda siddetli fibrozis ve hiyalinizasyon, vaskiiler
duvarda yogun tip IV kollagen ve laminin depolanmasi ve mediyada diiz kas hiicrelerinin
dejenerasyonu) gosterilmistir. Hiperosmolar diyaliz sivilari ve glikozla uzun stireli temasin bu
degisikliklerden sorumlu olabilecegi bildirilmigtir (1).

Ayrica UF yetmezlikli hastalarda periton damarlanindaki degisiklikler ve ileri glikozilasyon
son {irtinlerinin (AGE) birikimi arasinda korelasyon oldugu rapor edilmistir (19).

Paryetal periton Orneklerinden yapilan morfolojik kantitatif bir analizde submezoteliyal
kompakt tabakanin ortalama kalinliklan arastinlmistir (21). SAPD hastalarinda diyaliz 6ncesi
dénemde bu tabakanin kalinligi 130 pm iken, SAPD nin birinci yilinda 180 um, 2-5 yilinda
220 pm, 5 yildan uzun siireli SAPD hastalarinda ise 460 um olarak rapor edilmistir.' Bu
gruplarda goriilen vaskiiler degisikliklerin siklig ise siras ile; %15, %10, %33 ve %50 olarak
bildirilmistir.

Sonug olarak, SAPD siiresince peritonda gelisen yapisal degisikliklerin iki 6nemli elementi
oldugu gériiliir. Birincisi submezoteliyal kompakt tabakanin kalinliginda 6nemli bir artis olup,
artmug kollagen depolanmasindan kaynaklanir. Bazi caligmalarda peritonda gézlenen bu
degisiklikler peritonit insidansi ve siddeti ile iliskili bulunmustur. Ikinci 6nemli yapisal
degisiklik ise peritonun vaskiiler yataginda goriilen diyabetik mikroangiopatiye benzer

degisikliklerdir (1).



3) Periton fibrozisinin mekanizmalari

Peritonda “fibrozis” ve “sklerozis” denilen degisiklikleri baglatan hiicresel seviyedeki kesin
mekanizmalar tam olarak anlagilamamigtir. Diger organlardaki fibrozis gelismesi iizerindeki
caligmalar (b6brek, karaciger, akciger ve cilt) fibrozisin art arda gelisen bir dizi asamalan
igerdigini diiglindiirmektedir (30). Fibrozis doku interstisyumunda tamir edilemeyen bir
hasara gotiirerek organ yetmezligine neden olan ortak bir yoldur (1). Baslangic asamasi
genellikle inflamasyon geligsmesi ile ilgili olup, bu olayda makrofajlar énemli bir rol oynar
(30). Inflamasyonun erken evresinde aktive olmus makrofajlarin infiltrasyonu ve onlarin
sitokinler ve growth faktorleri salmasi anahtar bir islevdir. Baslangig aktivasyonunu
ekstraselliiler matriks (ECM) dongiistinde artis ile birlikte kollagen depolanmas: takip eder ve
sonugta doku fibrozisi gelisir (1).

Periton fibrozisi olusumuna katilan hiicresel mekanizmalar periton interstisyel fibroblastlar
iizerinde yapilan invitro aragtirmalardan elde edilmistir. Bu hiicreler mezotelyumla birlikte
Onemli biyosentez kapasitesine sahiptirler (17,31). Hiicre kiiltlirii sistemlerinde, periton
fibroblastlarinin tekrarlayan aktivasyonunun hiicre proliferasyonu ve ECM (kollagen ve

fibronektin) sentezi ile sonuglandig: gésterilmistir (32).

4) Fibrotik hastaliklarda angiotensin II reseptor antagonistlerinin etkileri

Renin angiotensin sistemi (RAS), endokrin ve otokrin/parakrin yollarin her ikisi ile biiylime,
gelisme ve doku tamirini igeren organ ve doku homeostazisinde 6nemli rol oynar (33). Doku
hasarina cevap olarak lokal RAS aktivasyonu meydana gelir. Hasar verici uyarilar dokuda
lokal olarak angiotensin II (AT II) artis1 olusturur . AT II, TGF-B aracilig ile olusturulan ve
doku tamiriyle sonug¢lanan bir islev baglatir. Bu tamir islevini sonlandirma basarisizligi TGF-
B’nin agin {iretiminin devam etmesi ve ekstraselliiler matriksin (ECM) patolojik birikimi ile
karakterizedir. Bu durum tlim fibrotik hastaliklarin ortak &zelligidir (30). Bu ylizden AT II
end-organ patolojisinde sik rastlanan bir ortak yol olan fibrozisin molekiiler mekanizmasinda
onemlidir.

AT II’nin fibrozisdeki rolii kan basinci tizerine olan etkilerinden bagimsizdir (34,35,36).
Ayrnica deneysel ve klinik kanitlarin her ikisi de AT II’'nin bloke edilmesinin fibrotik

hastaliklarin ilerlemesini 6nledigini veya yavaglattigini gostermektedir (37,38).



5) Angiotensin II (AT II) ve TGF-B’nin biyolojik etkilesimleri:

A) TGF-f’mn normal biyolojisi

Doku homeostazisi hiicre bilyiimesi ve ¢ogalmasi yani sira ECM in iiretim ve dongiistiniin
diizenlenmesi ile siirdiiriiliir. Hiicreler sitokinler (veya growth faktorler) denilen polipeptidler
aracih ile kendilerini (otokrin aktivite) ve digerlerini (parakrin aktivite) devamli uyarmak
suretiyle bu diizenlemeyi saglarlar. Sitokinler dokularin yeniden yapilanmasim ya planlanmuisg
(embriyogenez ve biiyiime) veya planlanmamig (karsinogenez ve hasar sonras: doku tamiri)
sekilde her y6nden diizenlerler (30).

Doku hasar1 homeostazisi bozdugu zaman lokal RAS aktive olur ve bdylece lokal (parakrin)
sekilde olusmus ve aktive olmus AT II de artis meydana gelir. AT II arti;i TGF-B
ekspresyonunu uyarr (37).

TGF-B prototipik, ¢ok islevli bir sitokin olup, trombositlerden izole edilmistir. Memelilerde
bu sitokin biyolojik 6zellikleri hemen hemen benzer olan 5 izoform halinde bulunur . TGF-81
fibrozise en ¢ok katilan izoform olup, TGF-81 geni doku hasarina cevapta yiiksek seviyede
ayarlamr (upregulation). TGF-B1, 391 aminoasitli bir 6nciil molekiil olarak sentezlenir, daha
sonra proteoliz ile peptid pargalarini ve 112 aminoasitli bir subtiniti olusturur. Aktive TGF-81
25 kd olup, bir disiilfit zincir tarafindan baglanmug iki subiinit halindeki dimerik protein
yapisindadir. TGF-B1 inaktif (latent) bir formda sekrete edilir ve biyolojik etki
olusturabilmesi i¢in aktive olmasi gerekir. Latent TGF-B1 hiicre ylizeyinde ve ECM de
depolanir ve bilinmeyen bir mekanizma ile bu yerlerdeki aktive TGF-81’e doniigtiiriiliir. TGF-
B1 ECM’in depolanmasini arttirmada en fazla etkiye sahip olup, diger sitokinlerin; platelet
derived growth factor (PDGF), basic fibroblast growth factor (FGF), tumor necrosis
factor(TNF) ve interleucin (IL) etkilerini diizenlemek veya baskilamak suretiyle tamir

islevinin kuvvetli bir diizenleyicisi olarak etki eder (30).




B) Doku tamirinde TGF-£1’in biyolojik etkileri:

Inaktive (latent) TGF-81 ECM’e lokal olarak bagli olup, doku hasarindan sonra aktive olur.
TGF-B1 nétrofiller, T hiicreleri, monositler ve fibroblastlar i¢in kuvvetli kemotaksi olusturur.
Hasar bolgesine go¢ eden bu hiicreler TGF-81’in daha yiiksek yogunluklan ile karsilasarak
aktif hale gelirler. Monositler FGF, TNF ve IL-1 salgilamaya baslarlar ve fibroblastlar ECM
proteinlerinin sentezini arttirirlar. TGF-81 bolgede bulunan ve yeni go¢ etmis hiicrelere etki
ile kendisinin daha fazla tiretilmesine sebep olur. Bu otoindiiksiyon hasar bolgesinde TGF-1
in biyolojik etkilerini arttirir ve b6ylece kronik fibroziste temel bir rol oynar (30).

TGF-81 ECM depolanmasim arttirmak {izere hiicrelere stirekli olarak etki eder. ECM
integrinler denilen ylizey reseptorleri aracilig ile hiicrelere baglanan fibronektin, kollagenler
ve proteoglikanlar gibi biiyiikk molekiillerin olusturdugu dinamik bir yapidir. Hiicreleri
cevreleyen bu matriks ayni zamanda stirekli olarak proteazlar tarafindan pargalamrlar. Ayrica
TGF-B1; ()matriks proteinlerinin sentezini arttirmak iizere hiicreleri uyarmak, (2)matriks
pargalayan proteazlarin yapimini azaltmak, (3)bu proteazlarin inhibittrlerinin iiretimini
arttirmak ve (4)matrikse hiicresel yapismay: arttiran integrinlerin artigiu  diizenlemek
suretiyle ECM depolanmasina sebep olur. ECM iizerindeki bu genis etkiler TGF-8 olusumunu

normal sekilde diizenleyen negatif feedback mekanizmasinin da bir kismim olusturabilir (30).
C) Fibrozisde TGF-1’in anormal biyolojisi ve AT II ile TGF-1 arasindaki etkilesimler

Fibrozisin patofizyolojisi, tamir islevini sonlandirmada yetersiz olan normal doku tamiri
mekanizmalarinin anormal artisi olarak agiklanmaktadir (30,33). Normal doku tamiri
sirasinda hasar olusturan uyarmin ortadan kalkmasi ile TGF-B81 asint birikimi sonlanir ve
TGF-B1 normal seviyelerine geriler. Bunun tersine fibrogenezis TGF-81 in uzun siireli agin
artisi ile karakterizedir ve TGF-B1 olusumunu sona erdirme basarisizlig1 fibrotik hastaliklarin
degismez molekiiler 6zelligidir (30,39,40). Bir ¢ok ¢alisma fibrozisin hayvan modellerinde ve
insan fibrotik hastaliklarinda TGF-B1 in daimi sekilde asinn biriktigini gostermistir (30).
Fibroziste TGF-B1’in azalmadan devam etmesinin nedeni bilinmemektedir. Tekrarlayan veya
devam eden hasar verici etkenler normal doku tamiri sonlandirma sinyallerini etkisiz hale
getiriyor olabilir (30,33). Bu durum TGF-B1’in devam eden otoindiiksiyonu ve ECM asir
depolanmast ile sonuglanir (30,33,37).

AT IP’nin plasminojen/plasmin sisteminde bir dengesizlik olusturmak suretiyle matriks

proteinlerinin pargalanmasim baskiladifina inanilir (34). Plasmin hiicre dis1 proteinleri



dogrudan pargalar ve metalloproteazlar: aktive eder, bdylece kollagen déngiisiine daha fazla
hizmet eder. Plasminojen aktivatérleri plazminojeni uyarir. Plasminojen aktivatSr inhibitérleri
1 ve 2 (PAI-1 ve PAI-2) aracilify ile plasminin aktivasyon ve inhibisyonu arasinda olusan
denge bu sistemin aktivitesini diizenler. Plasminojen—plasmin sistemi ile ilgili invitro
caligmalar AT II’'nin kendisinin kan basincindan bagimsiz olarak fibrojenik oldugunu
gostermistir. Mesangial hiicre kiiltiirliniin AT II ile temas1 PAI-1 gen transkripsiyonunu ve
PAI-1’in ekspresyonunu arttirmistir. Calismadaki veriler AT II tarafindan olusturulan
plasminojen / plasmin sistemindeki degisikliklerden TGF-B’nin sorumlu oldugunu
diigtindiirmektedir (34). Homeostatik mekanizmanin temel fakat tam acgik olmayan
komponenti; RAS (esasen AT II ve ayni1 zamanda aldosteron) ve TGF-81 arasindaki karsilikl
fizyolojik etkilesimdir. Bu etkilesimler yoluyla sistemik veya lokal RAS’1n her ikisi ve TGF-
31 birbirlerini karsilikli olarak diizenlerler (40,41).

TGF-B1 in agin birikimi bobrek, kalp, akciger, karaciger, yan stra periton gibi viicudun gesitli
bolgelerinde fibrozis patogenezine katildigi gerek deneysel ¢alismalarda gerekse insan
¢alismalarinda gosterilmistir (30).

Invivo ve invitro galigmalar AT II’nin b6brekte TGF-B1 geni ve proteininin ekspresyonunu
uyardigini gosterir. Boylece AT II bobregi de kapsayan gesitli organlarin trofik ve fibrotik
cevaplan ile iligkili bulunmaktadir. Bu durum sadece hemodinamik etkilerle ilgili degildir,
ayn1 zamanda doku spesifik growth faktorlerin AT II tarafindan uyarilmas: ile de iliskilidir
(42).

Diisiik doz AT II verilerek yapilmis bir ¢alismada kan basinci ve plazma aldosteron seviyeleri
etkilenmeksizin, glomeriillerde ve tiibiillerde TGF-B1 gen ekspresyonu belirgin olarak
artmistir (43). Ilerleyici renal hasarin olusturuldufu bir subtotal nefrektomi modelinde
glomeriiloskleroz ve tubulointerstisiyel fibrozisin TGF-81 ve kollagen ekspresyonunda artigin
yant sira bir ¢ok sitokinin agin birikimi ile birlikte oldugu goésterilmistir. Ayrica bu modelde
lokal intrarenal RAS’1n bobrek hastaliginin ilerlemesinde 6nemli bir sebep olabilecegi ileri
stirtilmiistiir (44).

Bir angiotensin doniistiiriicii enzim inhibitérii (ADE-I) veya bir AT II reseptér antagonisti ile
RAS blokaj1 yapilan modelde TGF-B1 ve tip IV kollagen ekspresyonunun azalmasx ile birlikte
tubulointerstisiyel hasarin gerilemesi AT II ve TGF-B1 arasindaki baglantiy1 daha fazla
belirlemektedir (45,46). Ayrica AT II ve TGF-81 bagiml yollar kronik {ireter obstriitksiyonu
ile birlikte olan tubulointerstisiyel degisikliklerin patogenezi ile iliskili bulunmustur (47).
Bagska galigmalarda obstriiksiyon olusturulmus bobrekte TGF-B1 gen ekspresyonundaki artig
ve tubulointerstisiyel fibrozis ya bir ADE-I (48) veya bir AT II reseptor antagonisti (49)



verilmek suretiyle azaltilmistir. Bu bulgular renal hasarin obstriiktif nefropati modelindeki
fibrogeneziste muhtemelen TGF-81 aracilign ile olusan AT II’nin patolojik roliinii
desteklemektedir (42).

Sonug olarak AT II ve birgok sitokinler ve kemokinler arasindaki etkilesimler renal tiibiillerde
ve interstisyumda inflamasyon ve fibrozis olusumunda merkezi bir rol oynar. AT II
olusumunun ADE-I veya AT II reseptdr antagonisti tarafindan blokaji tubulointerstisiyel
hasar1 azaltir. Renal hasarin klinik ve patolojik heterojenitesi diigiiniildiigiinde bir ¢ok
hiicresel ve hiicreler arasi patojenik yollarin AT II iliskili inflamasyon ve fibrozise hizmet
etmesi muhtemeldir (42). AT II’nin tubulointerstisiyel hasar olusumundaki roliine ait olasi

yollar sekil 1 de g6sterilmistir.

Angiotensin II

v

TGF-1, osteopontin, TNF ———» Protein trafigi

—

Proliferasyon T ECM yapimi1 Monosit / Makrofaj
Apopitozis ,L Matriks pargalanmasi toplanmasi
remodelling matriks birikimi inflamasyon

Tubulointerstisiyel hasar

Sekil 1: Tubulointerstisiyel hasar olusumunda AT II’nin etkisi
Bircok klinik galismada AT II blokajinin fibrozisin ilerlemesini etkili bir sekilde yavaslattig:
gosterilmigstir. Ancak TGF-B1 seviyelerinde 6nemli azalmalar saptanmis olmasina ragmen
nadiren normal seviyelere gelmistir (37). Genellikle bu calismalarda kullamilmig AT II
reseptdr antagonistlerinin dozlar hipertansiyonda etkin olan dozlarda segilmislerdir. AT 1I

blokaji deneysel olarak daha yiiksek ila¢ dozlan ile yapildigi zaman TGF-31 ve ECM



birikiminin her ikisinde de daha fazla azalma olusmustur (38). Bu durum optimum derecede
antifibrotik tedavinin saglanabilmesi igin AT II’yi baskilayan daha yiiksek dozlarm
gerekliligini desteklé;nektedir. Artmug AT II blokaji da fibrozisin ilerlemesini tam olarak
onlemek i¢in yeterli olmayabilir. AT II blokajinin etkinligini tamamlamak ve antifibrotik
tedavinin etkisini artirmak i¢in, TGF-B1 antagonisti ilaglarin kullanimi gerekli olabilir (33).
Bir¢ok deneysel modelde TGF-B1 biyoaktivitesinin dogrudan inhibisyonu ECM birikimini ve
fibrozis olusumunu ortadan kaldirmistir (12). Bu tedavi stratejileri sunlardir; (1)TGF-81
proteini lizerine etkiyi amaglayanlar; inhibit6r antikorlar, dogal TGF-81 inhibitérleri (decorin
core protein), latency associated peptide (LAP), soluble TGF-81 reseptorleri (2)TGF-81
mRNA lizerine (TGF-81 sentezine) etki etmeyi amaglayan tedavi; spesifik antisense
oligonucleotidler. Bu maddelerin bobrek ve diger organ modellerinde fibrozisi énlemede
etkili oldugu ve uygulandigi hayvanlarda yan etki olugturmadig: rapor edilmistir. Ancak bu
inhibe edici maddeler sadece kisa siireli ¢alismalarda denenmistir ve bu yaklagimlarin uzun
stireli kullanimdaki olast yan etkileri bilinmemektedir (12). Bu nedenle TGF-B1
antagonizmasi ile ilgili tedavi uygulanabilir hale gelinceye kadar yiiksek dozlarda AT II

reseptOr antagonistleri ile yapilacak tedavi fibrozisi yavaslatmak maksadi ile uygulanabilir

(33).

6) Fibrozis gelismesinde aldosteronun rolii

Deneysel hayvan modellerinde RAS’nin bloke edilmesinin kan basinci (KB) iizerine
etkilerinden bagimsiz olarak glomerulosklerozis ve interstitiyel fibrozis gelismesini azalttig:
gosterilmistir (50). B6brek hastaligi olusumunda AT II’nin rolii konusunda gok sayida kanitin
varlig1 yam sira, aldosteronun da indirekt voliim homeostazisi ve hemodinamik etkilerinden
bagimsiz olarak vaskiiler toksisite ve fibroziste dogrudan rol oynadigina dair dnemli kanitlar
vardir (51,52,53). Aldosteron ¢esitli hayvan modellerinde miyokardiyal ve aortik fibrozis ve
nefrosklerozis gelisimine neden olurken, aldosteron reseptér antagonizmasi ise bu olaylar

geri ¢cevirmektedir (54).
7) Aldosteronun ekstrarenal etkileri
Aldosteronun farmakolojik etkisinin esas yeri distal nefron, kolon ve rektum epitelyumundaki

mineralokortikoid reseptorler oldugu halde, bu reseptorler; kan damarlari, beyin ve kalpteki

nonepiteliyal hiicreler iizerinde de yer almaktadirlar (55). Ayrica insan endoteliyal hiicreleri



ve vaskiiler diiz kas hiicreleri (56) ile hayvan miyokard hiicrelerinin (57) adrenal gland
disindaki aldosteron olusum yerleri oldugu gosterilmigtir.

Aldosteronun vaskiiler diiz kas hiicrelerine (VDKH) ve miyokard hiicrelerine dogrudan etki
ederek fibrozis ve hipertrofi olusturdugunu gosteren ¢aligmalar yayinlanmistir (58,59,60).
Aldosteronun fibrozis ve kollagen olusumundaki olasi potansiyel mekanizmalar1 sunlardir
(55); 1) AT 1I reseptorlerinin upregiilasyonu 2) AT II nin pressor cevabiun artmast 3)
VDKH’e sodyum girisinin artmasi 4) VDKH ve miyokard hiicrelerinde norepinefrin
tutulmasinin inhibisyonu 5) VDKH hipertrofisine katilim

Cesitli ¢alismalar mineralokortikoidler ile miyokardiyal fibrozis arasinda iligki oldugunu
gostermigtir (61,62). Ayrica vaskiiler fibroblastlarda bulunan diigikk kapasiteli, yiiksek
affiniteli kortikoid reseptorleri ile bu steroid hormonun direkt etkilesiminin vaskiiler fibrozis

olusturabilecegi ileri siiriilmiigtiir (55).
8) Aldosteron reseptor blokajinin fibrozis iizerine olan etkileri

Hayvan modellerinde, diisiik kan basinci varliginda bile, aldosteron reseptdr blokajimin
vaskiiler ve miyokardiyal fibrozisin ilerlemesini 6nledigi gosterilmistir (63,64,65).

Goldblatt hipertansif fare modelinde miyokartta tip I ve tip III kollagenin patolojik birikimini
tersine ¢evirmek i¢in aldosteron blokaji1 ve AT II antogonizmasinin etkilerini karsilastirmistir
(66). AT1 reseptor antagonisti losartanin, tip I kollagen fiber igerigini azalttigi, spironolakton
tedavisinin ise tip III kollagen igerigini azalttig1 gosterilmistir. Bu sonuglar miyokardiyal
fibrozisin stimiilasyonunda aldosteronun humoral etkisini desteklemektedir (55).

ADE inhibitorleri ile tedavi edilen konjestif kalp yetmezlikli hastalarda tedaviye
spironolakton 1ilavesinin miyokardiyal kollagen dongiisiinii anlamli sekilde azalttig:
gosterilmistir (66). Bu deney ADE inhibitor tedavisine ragmen endojen aldosteronun insan

kalp yetmezliginde miyokardiyal fibrozisi stimiile etmedeki yetenegini gdstermektedir(55).
9)Aldosteron reseptoér blokajinin renal koruyucu etkisi

Baz klinik ¢alismalarda artmis aldosteron seviyeleri ile renal bozulma arasinda iliskinin
varlig1 gosterilmistir (67,68). Henne ve arkadaslar1 kreatinin klirensi normalin %50 sinden

diisiik olan 28 hastada serum potasyum ve plazma renin aktivitesi normal olmasina ragmen

plazma aldosteron seviyelerinin yiiksek oldugunu gostermiglerdir (68). Bobrek yetmezliginde
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artmis olan potasyum ve AT II’'nin aldosteron artigini ilerletmede sinerjistik etki yapmalari
miimkiindiir (69).

Bir dizi deneysel model aldosteronun bobrek hasari olusturmasinda patogenetik bir role sahip
olabilecegi diistincesi ile uyumludur; Rocha ve arkadaglar1 “stroke prone” hipertansif ratlarda
(SHRSPs) (Bu modelde siddetli HT ve malign nefrosklerozda goriilen mikroangiopatinin
karakteristik vaskiiler ve glomeruler lezyonlar: olusur) yavas salinan spironolakton pelletleri
ile yapilan aldosteron reseptér blokajinin proteiniiriyi belirgin sekilde azalttigim
gostermislerdir (70). Kan basinci iki grupta da ayni olmasina karsin histopatolojik tetkikte
spironolakton grubunda placebo grubundan daha az nefrosklerotik ve serebrovaskiiler
lezyonlar goriilmiistiir. Ayn1 aragtirmacilar SHRSPs ratlarda yaptiklar1 bagka bir ¢aligmada
kaptopril tedavisinin olusturdugu renal koruyucu etkinin aldosteron inflizyonu ile tersine
cevrildigini ve sonugta proteiniiri ile birlikte renal vaskiiler ve glomeruler lezyonlarin
goriildiiginii bildirmislerdir (71). Arastirmacilar aldosteron tarafindan olusturulmus bu renal
hasarin kan basinci artislarindan bagimsiz oldugunu ve bu durumun aldosteronun direkt doku
etkisine bagh oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Greene ve arkadaslar1 remnant bSbrek modeli ¢alismalarinda aldosteronun renal hastaligin
ilerlemesindeki relatif roliiniin AT II’nin roliinden farkli oldugunu gostermiglerdir (72).
Yalanci opere ratlarla karsilagtirildiginda, remnant ratlarin aldosteron seviyelerinde 10 kat
artis olmustur. Losartan ve enalapril ile tedavi aldosteron seviyelerini baskilamistir. Bdylece
proteiniiri, HT ve glomerulosklerozda azalma gozlenmigtir. Losartan ve enalapril tedavisinden
sonra uygulanan aldosteron inflizyonu proteiniiri, HT ve glomeruloskleroz derecelerini
tedavisiz ratlarla benzer hale getirmistir.

Miric ve arkadaslar streptozocin-diabetik ratlarda spironolakton ve pirfenidon verilmesinin
kardiyak, renal ve aortik fibrozisi azaltabildigini veya geriletebildigini agik sekilde
gostermislerdir (73).

Brown ve arkadaslari ratlarda radyasyon hasarina bagli nefrosklerozis modelinde renal
plasminojen aktivatér inhibitér—1 (PAI-1) (major fizyolojik plasminojen aktivasyon
inhibitérii) tlizerine ve sklerozis gelisimine aldosteron antagonizmasmin etkisini
aragtirmiglardir (54). Spironolaktonun sklerozis gelismesini anlamli bir sekilde azalttigint ve
AT-1 reseptdr antagonizmasinin ise sklerozisi ortadan kaldirdigini géstermislerdir. Boylece
aldosteronun PAI-1 expresyonunu regule ettigi ve PAI-1 expresyonuna etki ederek renal
hasar olusturdugu hipotezini desteklemiglerdir.

Bu sonuglar aldosteronun ilerleyici renal hastalifin bir mediatorii olarak patogenezdeki

bagimsiz roliinii daha fazla desteklemektedir. Ayrica son arastirmalar dolagimdaki aldosteron
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diisiikliigiiniin  aldosteron reseptér blokajmin tedavideki faydasim azaltmadigini
distindiirmektedir (55).

Minerolokortikoid olusum yerinin sadece adrenal korteks olduguna inanilmasina ragmen son
calismalar aldosteron sentezinin endotelyum ve VDKH dahil ekstraadrenal bolgelerde de
olustugunu gostermektedir. Bu durum vaskiiler hiicrelerin kendilerinin aldosteronogenik
oldugunun direkt kanitin1 olusturabilir (56,57).

Dupez ve arkadaslari vaskiiler endotel hiicrelerinde lokal olarak olusmus aldosteronun
reseptdre baglanma yoluyla VDKH iizerine etki edebildigini ve bbylece parakrin tarzda etki
gosterdigini ileri stirmiiglerdir (74). Ayrica Horiuchi ve arkadaglar1 SHRSPs ratlarin bir alt
tiirtinde bobrekde mineralokortikoid reseptorlerinin artmig konsantrasyonunu géstermislerdir
(75). Tum bu gozlemler dolasimdaki aldosteron seviyelerinde bir artis olmaksizin
mineralokortikoid cevaplilifinda artis olusabilecegini dustindlirmektedir (Aldosteron

cevapliliginda artig) (76).
10) Periton fibrozisinin belirleyicileri; tip I ve tip III prokollagenler

Kollagen proteinleri ailesi viicudun en yaygin proteinlerini temsil eder. Grubun en hakim
iyeleri fibriler tip I ve tip III kollagenleri olup parankimin diizenlenmesini saglayan ii¢
boyutlu bir yapidan olusurlar. Normal ve hasta dokularda kollagen déngiisii dinamik bir
yapidadir, devamli olarak yapim ve yikim vardir . Doku hasan sonrasinda kollagen yapim ve
yikimi énemli artig gosterir (77).

Tip I ve tip III kollagenler, prokollagenler olarak sentezlenirler ve interstisyuma salmnirlar. Bu
biiylik prekiirsér molekiiller hem aminoterminal (N) ve hemde karboksiterminal (C)
sonlarinda propeptid siralar igerirler. Her bir propeptid , fiberleri olusturmadan 6nce kollagen
molekiiliinden kirilirlar. Kirilma sonrasinda sirkiilasyona ulasan propeptid miktarn ,
olusturulan fibriler kollagenin miktan ile orantilidir ve kollagen depolanmasinin serolojik
belirleyicileri olarak degerlendirilirler (77).

Tip I prokollagenin karboksiterminal propeptidi (PICP) ve tip III prokollagenin
aminoterminal propeptidi (PIIINP) periton diyalizi ¢aliymalarinda serumda ve diyalizat
stvilarinda saptanabilen periton fibrozisinin faydal belirleyicileri olarak bildirilmistir (78-81).
Uzun siireli SAPD hastalarinda gelisen peritoneal fibrozisinin etyolojisinde bakteriyel
peritonitin nemi iyi bilinir (1). Cesitli ¢aliymalarda SAPD peritonitine en sik sebep olan

organizmalardan birisinin Staphylococcus aureus oldugu gosterilmigstir(1). Literatiirde
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deneysel bakteriyel peritonit modelleri Staphylococcus aureus (82) ve Escherichia coli (83)
ile olusturulmug, ancak yeterli diizeyde periton fibrozisi elde edilememistir. Bu nedenle
peritona bakteri yarﬁélra Cytodex (Dekstran sulfat) verilmistir. Cytodex ratlarda lokal apse
olusumunu baglatmak i¢in bir yabanci madde olarak kullanilmistir (84). Hung ve arkadaslar
ratlara intraperitoneal olarak Staphylococcus aureus ile birlikte Cytodex vererek SAPD
hastalarindaki peritonit sonucu gelisen periton fibrozisine benzer deneysel periton fibrozisi
modeli olusturmuglardir (10). Bu c¢alismadaki periton fibrozisi rat modeli SAPD
hastalarindaki klinik durumlarla tamamen ayni olmasa da, bu modelle yapilan ¢alismalardan
elde edilecek sonuglar klinige uyarlanabilir. Bizde bu nedenle g¢aligmamizda Hung ve

arkadaglarinin deneysel peritonit modelini uyguladik.
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II - AMAC

Angiotensin Il ve aldosteronun miyokard, vaskiiler yapilar ve bobrek gibi gesitli dokularda
fibrozis gelismesinde rol aldif1 diislincesinin periton fibrozisi gelismesine de
uyarlanabilecegini ve boylece angiotensin II ve/veya aldosteron antagonizmasimn periton
fibrozisi gelisiminde azaltici bir etki olusturacagini hipotez ettik.

Bu nedenle ¢aligmamizda; bakteriyel peritonite bagh periton fibrozisi rat modelinde, daha
once arastirilmamis olan, angiotensin II reseptor antagonisti (irbesartan) ve/veya aldosteron
antagonisti (spironolakton) tedavisinin periton morfolojisindeki degisiklikler izerine etkisinin

olup olmadigin géstermeyi amagladik.

BC. YDESER UL L« ¢ 1o sl WU LA
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III - GEREC VE YONTEM

Calisma noniiremik, 180-240 gr agirhiginda, cinsiyet ayirimi yapilmaksizin Wistar ratlarda
yapildi. Caligmada Wistar susu %87 homojen ratlar kullanuldi. Ratlar DEUTF deneysel
aragtirma boliimiinden temin edildi ve ratlara standart laboratuar sartlarinda, standart diyet ve
serbest su alim saglanarak bakildi. Caligma igin DEUTF hayvan ¢alismalan etik kurulundan

izin alindi.

1) Bakteri hazirlama ve peritonit olusturma

Calismada Hung ve arkadaglarinin deneysel modeli uyguland: (10).. Bu modele gore;

peritonit olugturmak igin S.aureus ATCC25923 susu (American Type and Culture Collection,
MD, USA) kullanildi. Deneyden 6nce beyin-kalp inflizyon et suyunda (BHI, Oxoid,
Basingstoke, UK) 6-9 saatlik taze kiiltiir yapild: ve kullanilacak inokiilum 6l¢iisiinii saglamak
i¢in seri bakteri dilusyonlar1 hazirlandi.

Rat periton boslugunda lokal bakteriye! infeksiyon olusturmak ve inokiilasyonu saglamak igin
bakteriyel suspansiyona dextran beads ( Cytodex ; Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA)
eklendi. Dextran beades, 50 ml fizyolojik Buffer solusyonda (PBS) 1 gramlik suspansiyon
halinde bir stok soliisyon olarak hazirland: ve kullanimdan 6nce otoklavda sterilize edildi. Iki
ayr1 Cytodex suspansiyonu dilusyonuna bakterili (3x10® CFU) ve bakterisiz et suyu eklendi.
Boylece; 1 ml’sinde 8 mg Cytodex ve (3x10'9CFU) bakteri igeren suspansiyon ve ayrica

1ml’sinde 8 mg Cytodex iceren bakterisiz suspansiyon elde edildi.

2) Deneysel tasari

Ratlar istatistiksel anlamlilik agisindan her grupta 8 adet olmak iizere toplam 5 gruba ayrildi
ve toplam 40 adet rat ¢alismaya alind.

Calisma strasinda ratlarda istenilen periton enfeksiyonu disinda bir enfeksiyon ve sistemik
reaksiyon gelismesi veya bagka bir sebepten dolay: yasayamayacak hale gelmesi ¢alismadan
¢ikarilma kriteri olarak kabul edildi.

Her grupta 8 rat olmak iizere L, IL, III. ve IV. gruplan olusturacak 32 rata Onceden
hazirlanmis Cytodex (8mg/1ml) igeren bakteri (3x10”° CFU) suspansiyonundan tiiberkiilin
enjektdrii ile intraperitoneal olarak 1ml verildi. V. gruba ise sadece Cytodex (8mg/1ml)

intraperitoneal olarak 1ml verildi.
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Bakteri-Cytodex karigimi verilmis 32 rat 8’er adetlik doért gruba ayrildr:

1.Grup; (B) “Bakteri” grubu ratlara bagka bir ilag verilmeden birakildilar.

ILGrup: (BI) “Bakteri + Irbesartan” grubu intraperitoneal stafilokok uygulamasi ile aym
giin baslanmak lizere ve 7 giin siireyle irbesartan (100 mg/ kg/giin) dozunda 0.5cc distile suda
coziilerek PO gastrik sonda ile verildi. Ratlarda yapilmis bir deneysel ¢alismada maksimal AT
1 reseptdr inhibisyonunun bu doz ile saglanmasi nedeniyle irbesartan 100mg/kg /giin dozunda
verildi (85).

II1.Grup: (BS) “Bakteri + Spironolakton” grubu intraperitoneal stafilokok uygulamasi ile
ayni giin baslanmak lizere ve 7 giin slireyle spironolakton 50 mg/kg/giin dozda 0.5cc distile
suda ¢oziilerek PO gastrik sonda ile verildi. Ratlardaki deneysel bir ¢alismada kullanilan oral
spironolakton dozu 50mg/kg/giin oldugundan bu doz se¢ildi (86).

IV.Grup: (BIS) “Bakteri+irbesartan+Spironolakton” grubu Intraperitoneal stafilokok
uygulamas: ile aym giin baslanmak lizere ve 7 giin siireyle spironolakton ve irbesartan
birlikte, ayn1 dozlarda ve aym yolla verildi.

V.Grup: (K) “Kontrol” grubu 1 ml’sinde sadece 8mg Cytodex olan suspansiyon tiiberkiilin
enjektdrii ile intraperitoneal olarak 1ml verildi.

Ayrica l.veV. gruplara gastrik sonda ile ayn1 hacim su 7 giin siireyle verildi.

Calisma 8. giinde tamamlandi. Klasik fibrozis siirecinin insanda yaklasik iki hafta olmasina
karsin, ratlarda kisa yasam siiresi ve fizyopatolojik mekanizmalarin daha hizli olmasi
nedeniyle biz ¢aligmamizda fibrotik stirecin daha erken siirede tamamlanmasini bekledik. Bu
- nedenle literatiirdekine benzer olarak 8. giinii sakrifikasyon zamani olarak segtik.

Tim hayvanlara 80mg/kg intraperitoneal ketamin ile anestezi yapildiktan sonra batin acildi.
Periton kavitesindeki yapisikliklara objetkif bir gézlemci tarafindan daha sonra ayrintii
olarak belirtildigi gibi modifiye Mullarniemi “kaba gorsel yapisiklik skorlamas1” yapildi (10).
Tiim ratlara lcc %0.9 salin intraperitoneal olarak verildi. Sivinin digan sizmamasina dikkat
edilerek 1 dakika karin masaji yapildiktan sonra periton sivisi geri alindi. Alinan periton lavaj
stvilart; +4C de 10 dk 4000 rpm soguk santrifiij uygulanarak hiicrelerinden ayrilip supernatant
olusturuldu. Elde edilen supernatantlar biyokimya incelemeleri yapilincaya kadar —~70C de
saklandi.

Periton lavaj sivilarinda prokollagen tip I karboksiterminal propeptid (PICP), prokollagen tip
Il aminoterminal propeptid (PIIINP), transforming growth faktér—1 (TGF-81) ve protein
diizeyleri 6l¢iildii.

Caligma sonunda tiim gruplardaki ratlardan serum PICP, PIIINP ve TGF-81 diizeyleri

bakilmak iizere V.cava caudalisten 2,5-3 cc kan drnekleri alindi ve serumlari hemen ayrilarak
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-70 C de saklandi.
Alnan 2,5-3cc kan 6rnegi nedeniyle hipovolemiye giren tiim hayvanlar sakrifiye oldular.
Sakrifikasyon sonrasinda karaciger yiizeyinden, ince bagirsaktan ve karm 6n duvarindan

periton doku drnekleri alindi. Ornekler formalin ile tespit edildi.

3) Peritonun morfolojik ve histopatolojik incelemesi

A) Kaba gorsel yapisiklik skorlamasi
Anestezi sonrasinda rat abdomeni, yapistkliklar: degerlendirmek tizere objektif bir gézlemci
ile tamamen agildi. Bu maksatla Hung ve arkadaslar1 tarafindan tarif edilen modifiye
Mullarniemi skalasi kullanildi (10). Buna gore;

- 0 skoru ; yapisiklik olmadigini

- 1 skoru ; 1-3 adet bolgesel yapisikliklan

- 2 skoru ; 3 den fazla bolgesel yapigikliklart

- 3 skoru ; diffiiz, tabaka halinde yapisikliklar1 belirtmek i¢in kullanildi.
Daha oOnceden Hung ve arkadaslarnmin (10) pilot ¢aligmalarindaki sonuglara gore
yapisikliklarin en sik goriildiigi 4 bolge ayn ayn kontrol edildi Bu yerler karaciger ile
omentum, omentum ile barsak, barsak ile karin duvar1 ve barsak ile mide arasindaki
bolgelerdi. Her bir bolge i¢in en fazla 3 olmak tlizere olasi en yiiksek toplam skor 12 idi . Her

bir siganin total yapisiklik skorlar: istatistiksel analiz igin kaydedildi.

B) Histopatolojik inceleme

Sakrifikasyondan sonra histolojik tetkik igin karaciger ylizeyinden, barsaktan ve karin 6n
duvarindan periton igeren doku &mekleri alindt ve hemen formalinle tespit edildiler. Karin
duvarindan alinan dokular vertikal olarak, barsak dokusu liimene vertikal olarak ve karaciger
dokusu karaciger kapsiiliine vertikal olarak kesildi. Hazirlanan dokular parafinle bloklama
sonrasinda 5 mmicron kalinhikta kesilerek standart Hematoksilen-Eozin ve modifiye
Masson’s Trichrome boyas: ile boyandi. Histolojik incelemeler aym patolog tarafindan ve
deney gruplan bilinmeden yapildi. Her bir rata ait karin duvan peritonu, karaciger yiizeyi
peritonu ve barsak ylizeyi peritonu Orneklerinin 3’er ayri random bolgesindeki (toplam 9
bolge) inflamasyon ve fibrozis degerlendirmeleri 151k mikroskopisi ile ve yar1 kantitatif olarak
yapildi. Bu degerlendirmede O:hig , 1:hafif, 2:orta , 3:siddetli olarak belirtildi. Random olarak
se¢ilmis bu periton bolgelerinden bir 151k mikroskopisi ile (Nikon, Labophot-2, Japan) X10
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biiylitmede goriintiiler elde edildi. Goriintiiler digital video kamera ile (Hitachi, WK-C220E,
Japan) bir goriintii analiz software (Bs200D Image Analysis Software, BAB Miih. Miis. San
Tic.Ltd Sti. Ankara-Turkey) kullamlarak bilgisayara (Vestel, Manisa, Turkey) kaydedildi.
Periton doku kalmnliklar: i¢in ti¢ ayn periton bolgesinde (karaciger, barsak, karin duvari) ve
her bir periton bolgesinin ii¢ ayr1 random yerinden OSlglimler uygulandi(um). Ortalama

degerler istatistiksel analiz igin kaydedildi.

4) Biyokimyasal Incelemeler

Serum ve periton lavaj sivisinda TGF-} 1 6lgiimii

Calisma sonunda alinan periton lavaj sivilarinda ve sakrifikasyon sirasinda alinan serum
orneklerinde TGF-B1 seviyeleri ticari kit kullanilarak (Promega, Madison, WI, U.S.A) ve
enzyme-linked immunassay (ELISA) metodu ile 6lgiildii.

Serum ve periton lavaj sivisinda prokollagen 6l¢iimii

Calisma sonunda alman periton lavaji sivilarinda ve sakrifikasyon sirasinda alinan serum
omeklerinde prokollagen tip I karboksiterminal propeptid (PICP) ve prokollagen tip III
aminoterminal propeptid (PIIINP) seviyeleri ticari kitlerle (Orion Diagnostika, Oulunsalo.

Finland )ve radioimmunoassay yontemi ile 6lgtildi.

Periton lavaj sivisinda protein 6l¢iimii

Hitachi-912 otomatik analizériinde ticari kit kullanilarak (Roche diagnostik U/CSF protein

kiti) dl¢timler yapildi.

5) Istatistik

Verilerin ortalamazstandart sapma(SS) ve median (%25 ; %75 quartil) degerleri hesaplandi.
Gruplar arasindaki farklarin analizi Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Ikili karsilagtirmalarda
Mann-Whitney U testi kullamildi. Parametreler arasindaki iliskinin saptanmasinda Pearson

korelasyon analizi kullanildi. p<0.05 anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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IV - BULGULAR

Bakteri grubundan bir rat intraperitoneal inokiilasyon sivisinin cilt alt1 bélgesine kagmasi ve
cilt alti apsesi gelismesi iizerine ¢aliymadan cikarildi. Bakteri-Irbesartan ve Bakteri-
Irbesartan-Spironolakton grubunda bulunan ratlardan birer tanesi galisma siirerken ve ayrica

kontrol grubundan bir rat ¢aligma basinda eter anestezisi sirasinda kaybedildi.

A) Ratlarda peritonun morfolojik ve histopatolojik incelemelerinin

sonugclari

1. Total yapisiklik skorlar

Periton morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in yapilan modifiye Mullarniemi skorlamasindan
elde edilen periton total yapigiklik skorlar: tablo 1 ve sekil 2 de gosterilmistir. Bakteri grubu
ratlarda peritonda bakilan total yapisiklik skoru Kontrol grubunundan oldukg¢a yiiksek
bulundu ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.01). Buna karsin Bakteri grubu ile
Bakteri-Irbesartan ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplarnin total yapigiklik skorlari
karsilastirildiginda tedavi gruplarinda belirgin olarak daha diisiik bulundu. Gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlaml: idi (sirasiyla 4.00 £ 0.72 vs 0.57 + 0.30; 4.00 £ 0.72 vs 0.43 +
0.30, p<0.01). Ancak Bakteri-Spironolakton grubunun total yapisiklik skoru Bakteri
grubundan belirgin olarak daha diisiik olmasina karsin (4.00+0.72 vs 0.88+0.30), aradaki fark -
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.06). Ilag verilen gruplar total yapisiklik skorlart
bakimindan birbirleri ile karsilastinldiginda (BI vs BS, BI vs BiS, BS vs BIS) gruplar

aralarsinda anlamli fark bulunmad: (p>0.05).

19



Tablo 1:Calisma gruplarinda periton total yapigiklik skorlari ve dagihm &zellikleri

Ciitlic Total Yapisikhik skorlar
P ortalama + standart sapma median (%25;%75)
Bakteri (B) 4.00+0.72 4.00 (2.00;6.00)
Bakteri — irbesartan (Bi) 0.57 +0.30 0.00 (0.00;1.00)
Binkseri—3pironolakion 0.88 + 0.30 1.00 (0.00;1.75)
(BS)
Bakteri - irbesartan — g
Spironolakton (BIS) 0.43 +0.30 0.00 (0.00;1.00)
Kontrol (K) 0.00 + 0.00 0.00 (0.00;0.00)
Bvs K, B vs BI, B vs BIS; p<0.01, B vs BS; p=0.06.
Bi vs BS, Bi vs BIS, BS vs BIS; p>0.05
‘ 45
4
4]
£ 35
=
[
x 3
x
® 25
&
> 2
8
2 15
1 0,88
0.57 043
05
| B - B 2
' Bakteri Bakteri-Irbesartan Bakteri- Bakteri-Irbesartan- Kontrol
| Spironolakton Spironolakton
L
B vs K. B vs B, B vs BIS; p<0.01, B vs BS: p=0.06,

Bi vs BS, Bi vs BIS, BS vs BIS; p>0.05

Sekil 2: Gruplara gore total yapigiklik skoru ortalamalari
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2. Histopatolojik inceleme sonuglari

Histopatolojik incelemeler ti¢ farkli periton bodlgesinde yapildi (karaciger, barsak ve karin
duvari peritonu). Bu ti¢ farkli periton Grneginin her birinin 3 ayr1 yerinden toplam 9 &lgiim
yapilarak ortalama degerleri hesaplandi. Incelenen periton bolgelerinden inflamasyon, fibrozis
ve periton kalinhgi degerlendirmeleri yapildi. Bulunan ortalama inflamasyon, ortalama
fibrozis ve ortalama periton kalinlik degerleri ve dagilimlar tablo 2’de verilmistir. Ayrnica
gruplarin ortalama periton kalinliklar: sekil 3°de goOsterilmistir.

Bakteri grubunun ortalama inflamasyon, ortalama fibrozis ve ortalama periton kalinlig
degerleri kontrol grubuna gére anlamli olarak artmis bulundu (sirasiyla 1.19 + 0.34 vs 0.23 =
0.06pm; 1.47 + 0.32 vs 0.85 + 0.06pum; 465.58 + 119.14 vs 16.8 + 0.02 pm; p<0.05). Gruplar
ortalama periton kalinliklar1 bakimindan karsilastirildiginda ise; Bakteri-Irbesartan, Bakteri-
Spironolakton, ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplarinin ortalama periton kalinliklari
Bakteri grubuna gére anlamli olarak azalmis bulundu (sirastyla 31.52 + 4.59 vs 465.58 +
119.14pm; 114.72+ 92.66 vs 465.58 + 119.14um; 46.79 + 8.86 vs 465.58 + 119.14 pm;
p<0.05).

llag verilen gruplar ortalama periton kalinhiklar: bakimindan birbirleri ile karsilagtirildiginda
sadece BS ve BIS gruplan arasinda anlamli fark goriildii (114.72+92.66 vs 46.79+8.86 pm;
p<0.05), diger gruplar arasinda (BI vs BS, Bi vs BIS) ise anlamli fark goriilmedi (p>0.05).
Diger taraftan ortalama inflamasyon ve ortalama fibrosiz degerleri bakimindan Bakteri grubu
ile Bakteri-Irbesartan, Bakteri-Spironolakton, ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplari
arasinda anlamli fark bulunmadi. Ayrica ilag verilen gruplar arasinda da (BI vs BS, Bl vs BIS,
BS vs BIS) ortalama inflamasyon ve ortalama fibrosiz degerleri bakimindan anlamli fark

bulunmadi.
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Tablo 2. Ortalama periton kalinligs, ortalama fibrozis ve ortalama inflamasyon degerleri

Gruplar Dagihmlar | INFLAMASYON® | FiBROZIS" PERITON®
KALINLIGI(p:m)
Ort."* 1.19+£0.34 1.47+032 46558+ 119.14
Bakteri (B)
Med.%: 1.00 (0.33;2.00) | 1.66 (0.33;2.33) |630.76 (44.45;693.07)
Ort.: 0.66 = 0.19 128+0.15 31.52+ 4.59
Bakteri —
Irbesartan (BI) | Med.: 0.66 (0.33;0.66) | 1.33 (1.00;1.66) | 34.97 (19.21;39.89)
Bakteri — Ort.: 0.79£0.22 1.12£0.20 114.72 + 92.66
Spironolakton
(BS) Med.: 0.83(0.08;1.33) | 1.00(0.75;1,33) | 20.50 (17.94;29.77)
Bakteri — Ort. 0.95£0.13 1.42+0.11 46.79 + 3.86
irbesartan —
Spironolakton |Med.: 1.00(0.66;1.00) | 1.33 (1.33;1.66) | 38.06 (30.14;77.37)
(BIS)
Ort.: 0.23£0.06 0.85£0.06 16.08 = 0.02
Kontrol (K)
L Med.: 033 (0.00;0.33) | 1.00 (0.66;1.00) | 16.33 (11.50;18.52)
]

a: B vs K, p<0.05, B vs BI, B vs BS, B vs BIS, B vs BS, Bi vs BIS, BS vs BIS; p>0.05
b: B vs K; p<0.05, B vs B, B vs BS, B vs BiS, Bi vs BS, B vs BiS, BS vs BIS; p>0.05
¢: Bvs K, B vs BI, B vs BS, B vs BIS, BS vs BIS: p<0.05, Bl vs BS, Bi vs BIS; p>0.05,
Ort: ortalama + standart sapma, ‘Med: median (%25; %75)
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‘ Bakteri Bakteri-Irbesartan Bakteri- Bakteri-irbesartan- Kontrol

‘.‘ Spironolakton Spironolakton

Periton kalinligi (micrometre)

B vs K, B vs Bi, B vs BS, B vs BIS, BS vs BiS; p<0.05, Bl vs BS, Bi vs BiS; p>0.05

Sekil 3:Gruplara gére ortalama periton kalinliklar
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Cahgmaya alinan ratlarda periton kalinliklarina ait gériintiiler sekil 4-8’de gosterilmistir.

) L0 G S Nt
S : : i\
S,

B —— e
Sekil 4: Kontrol grubu (33 nolu rat). Karaciger yiizeyi peritonunda hi¢ kalinlasma
olmadig1 izlenmektedir. (Masson’s Trichrome, x40)

4—— Karaciger—— . 4——— Periton——p
Sekil 5: Bakteri grubu (7 nolu rat) Karaciger yiizeyi peritonunda belirgin kalinlasma
izlenmektedir. (Masson’s Trichrome, x20)
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Karaciger

Sekil 6: Bakteri-Irbesartan grubu (21 nolu rat). Karaciger yiizeyi peritonunda
bakteri grubuna gore daha az kalinlagsma izlenmektedir. (Masson’s Trichrome, x100)

G L2

44— Karaciger it Periton——p»
Sekil 7: Bakteri-Spironolakton grubu (13 nolu rat) Karaciger yiizeyi peritonunda
bakteri grubuna gére daha az kalinlagma izlenmektedir. (Masson’s Trichrome, x100)
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< Karaciger

Sekil 8: Bakteri-Irbesartan-Spironolakton grubu (28 nolu rat) Karaciger yiizeyi
peritonunda bakteri grubuna gére daha az kalinlagma goriilmektedir. (Masson’s
‘I'richrome, x40)
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Total yapisiklik skoru ile ortalama inflamasyon (r:0.657, p<0.01), total yapisiklik skoru ile
ortalama fibrozis (r:0.508, p<0.01) ve total yapisiklik skoru ile ortalama periton kalinlig:
(r:0.831, p<0.01) degerleri arasinda anlamh pozitif korelasyon bulundu. Yine ortalama periton
kalinlig: ile ortalama inflamasyon (r:0.667, p<0.01) ve ortalama periton kalinlig: ile ortalama
fibrozis degerleri arasinda da anlamhi pozitif korelasyon oldugu goriildii (r:0.597, p<0.01).
Ayrica ortalama inflamasyon ile ortalama fibrozis degerleri arasinda da anlamli pozitif

korelasyon saptand1 (r:0.741, p<0.01).

B) Biyokimyasal incelemeler

1. Periton lavajinda ve serumda TGF-31 sonuclar:

Periton lavajinda TGF-B1 degerleri tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gostermedi. Ancak Bakteri grubu ile karsilagtinldiginda; Bakteri-Irbesartan, Bakteri-
Spironolakton ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplarinda periton lavaji TGF-B1
degerleri daha ytiksek bulundu.

Buna karsilik serum TGF-B1 degerleri karsilagtirildifinda; Bakteri grubu ile; Kontrol,
Bakteri-Irbesartan ve Bakteri-Spironolakton gruplan arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla
p<0.01; p<0.01; p<0.05). Ancak Bakteri grubu ile Bakteri-Irbesartan-Spironolakton grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Aynca ilag verilen gruplar
arasinda da (BI vs BS, BI vs BIS, BS vs BIS) periton lavaj sivisinda ve serumda TGF-81
degerleri bakimindan anlamli fark bulunmadi.

Periton lavaj sivisi ve serumda bakilan TGF-1 sonuglar tablo 3’de verilmigtir.
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Tablo:3. Periton lavaj sivisi ve serumda TGF-B1 sonuglar1 ve dagilim 6zellikleri

Periton lavaji TGF-81°

Serum TGF-31°

Gruplar Dagilimlar
(ng/mL) (ng/mL)
O™ 284 £0.72 53.87%6.50
Bakteri (B)
Med®, 2.20 (1.80;2.80) 64.50 (44.10,66.00)
ot 4.09<1.07 2072 % 1.1
i—1 rt i
Bakteri JQELArtigii, | 5.48 (1.80;6.98) 20.70 (18.00;24.00)
Ot 547 +1.08 34.88% 6.1
Bakteri — Spironolakton (BS) |\ ;. 5.30 (2.20:8.70) 33.90 (19.95;45.82)
. Ort: 315 £0.99 38.46 £ 742
Bakteri — Irbesar?an -
Spironolakton (BIS) Med: 2.60 (1.00;5.25) | 45.00 (22.50;51.00)
ort: 330 %043 17.15 % 2.04
Kontrol (K)
Med: 2.25 (2.10:3.10) 15.90 (13.80;22.00)

a: Bvs K, B vs Bl, B vs BS, B vs BIS, Bl vs BS, BI vs BIS, BS vs BIS; p>0.05,
b: B vs K, B vs Bi; p<0.01, B vs BS; p<0.05, B vs BIS, BI vs BS, Bl vs BIS, BS vs BiS; p>0.05

¢:Ort: ortalama + standart sapma, d:Med: median (%25; %75)

28




Serum ve periton TGF-81 degerleri, total yapisiklik skorlari, ortalama inflamasyon, ortalama
fibrozis ve ortalama periton kalinlii degerleri aralarindaki korelasyonlar incelendiginde;
sadece serum TGF-B1 degerleri ile total yapigiklik skorlar arasinda anlamli pozitif korelasyon

bulundu (r:0.421; p<0.05). Diger parametreler birbirleri ile anlamli korelasyon géstermedi
(p>0.05).

2. Periton lavajinda ve serumda PICP ve PIIINP sonuclar:

Periton lavaji PICP degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda; Kontrol grubu, Bakteri-
Irbesartan, Bakteri-Spironolakton ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplarinda Bakteri
grubuna gore daha diisiik bulundu, ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi.
Periton lavaji PIIINP degerleri ise tiim gruplarda benzer bulundu. Ayrica ilag verilen gruplar
arasinda da (BI vs BS, Bl vs BIS, BS vs BIS) periton lavaj sivisinda PICP ve PIIINP degerleri
bakimindan fark bulunmadi.

Periton lavaj sivisinda prokollagen tip I C-propeptid (PICP) ve prokollagen tip III N-
propeptid (PIIINP) degerleri tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4 : Periton lavaj sivisinda PICP ve PIIINP degerleri ve dagilim 6zellikleri

Gruplar Dagilimlar | Periton lavaji PICP? | Periton lavaj: PIIINP®
ug/L ug/L
Ort.% .66 + 4, 97 £0.
Bakteri (B) 17.66 £4.02 0.97 £0.19
Med.%: 15.79(12.90;28.25) 1.01(0.50;1.15)
Ba}(teri —irbesartan Ort.: 13.92 +4.05 0.72 £0.11
(BD) Med. 11.97(6.20;17.22) 0.69(0.55;1.01)
Bakteri — Spironolakton Ort.: 13.09 £4.32 0.77£0.13
(BS) Med. 9.65(2.47;19.73) 0.86(0.36;1.13)
) Ort.: 7.78 £1.53 0.98 £0.17
Bakteri — Irbesartan —
Spironolakton (BIS) Med: 7.66(4.66;10.37) 1.08(0.78;1.09)
Ort.: 15.09 +5.58 0.65 £ 0.06
Kontrol (K)
Med: 8.65(6.57,33.45) 0.74(0.50;0.77)

PICP: prokollagen tipI C-propeptid, PIIINP: prokollagen tipIII N-propeptid

a: Bvs K, B vs B, B vs BS, B vs BIS, Bl vs BS, Bi vs BIS, BS vs BIS; p>0.05
b: Bvs K, B vs Bi, B vs BS, B vs BIS, Bi vs BS, BI vs BIS, BS vs BiS; p>0.05
c: Ort. ortalama =+ standart sapma, d: Med.: median (%25; %75)
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Serum PICP degerleri Bakteri ve Bakteri-irbesartan gruplari arasinda, ayrica Bakteri ve
Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplari arasinda anlamh fark gosterdi (p<0.05). Bakteri
grubu ile Kontrol grubu ve Bakteri-Spironolakton gruplari arasindaki fark ise anlamli degildi
(p>0.05). Ilag verilen gruplar arasinda da (BI vs BS, BI vs BIS, BS vs BIS) anlamli fark
bulunmadi. Serum PIIINP degerlerine bakildiginda ise tiim gruplarda sonuglar benzerdi.

Serum ve periton lavaj sivis1 PICP ve PIIINP degerleri ile total yapisiklik skoru, ortalama
inflamasyon, ortalama fibrozis ve ortalama periton kalinlif1 degerleri arasinda anlamli
korelasyon bulunmadi. Ayrica bu parametrelerle periton ve serum TGF-81 degerleri arasinda
da anlamli korelasyon bulunmadi.

Serum PICP ve PIIINP degerleri ise tablo 5’de verilmistir
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Tablo 5 : Serumda PICP ve PIIINP degerleri ve dagilim 6zellikleri

Serum PICP* Serum PIIINP’
Gruplar Dagihmlar (ng/L) (ng/L)
Ort. 31.94 +£3.00 0.57 £0.13
Bakteri (B)
Med.%: 28.42(26.58;37.7) 0.55(0.33;0.92)
] ) Ort.: 19.49 £3.51 0.27 £0.17
Bakteri — Irbesartan (BI)
Med: 19.39(11.46;27.25) 0.10(0.08;0.15)
Bakteri — Ort: 23.83 £3.51 0.41 £0.21
i lakt S
Spironolakton(BS) Med.: 23.76(13.74;32.41) 0.09(0.01;1.10)
] Ort.: 38.75 £ 6.92 0.20 £ 0.09
Bakteri — Irbesartan —
spironolakton (BIS) Med: 34.28(27.91;47.17) 0.10(0.09;0.16)
Ort: 20.23 £ 6.00 0.87+£0.19
Kontrol (K)
Med: 21.81(4.46;29.35) 0.79(0.44;1.08

PICP: prokollagen tipl C-propeptid, PIIINP: prokollagen tipIIl N-propeptid

a: B vs Bi, B vs BIS; p<0.05, B vs K, B vs BS, Bl vs BS, B vs BIS, BS vs BIS p>0.05
b: B vs K, B vs B, B vs BS, B vs BIS, Bl vs BS, Bi vs BIS, BS vs BIS; p>0.05

¢: ortalama + standart sapma, d: median (%25; %75)
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3. Periton lavaj sivis1 protein degerleri

Periton sivist proteinleri bakimindan gruplar karsilastirildiginda; Bakteri grubu ile Kontrol

grubu, Bakteri-Irbesartan, Bakteri-Spironolakton ve Bakteri-irbesartan-Spironolakton gruplar
arasinda anlamh fark bulundu (sirasiyla 235.30 + 19.44 vs 127.44 + 34.31; 235.30 + 19.44 vs
179.87 £ 30.51; 235.30 + 19.44 vs 178.93 + 68.77; 235.30 & 19.44 vs 146.83 £ 36.97, p<0.05).

Ilag verilen gruplarn periton lavaji protein sonuglan ise benzerdi. Gruplara ait periton lavaj

sivist protein degerleri tablo 6 da verilmistir.

Tablo 6: Periton lavaj sivisinda protein degerleri ve dagilim 6zellikleri

Periton lavaj sivisinda protein (mg/dL)

Gruplar ortalama =+ standart sapma median (%25;%75)
Bakteri (B) 235.30 + 19.44 230.50 (225.00;243.80)
Bakteri — Irbesartan (BI) 179.87 £ 30.51 182.40 (160.50;206.00)

Bakteri —
Spironolakton(BS)

178.93 + 68.77

211.45(118.15;226.62)

Bakteri — Irbesartan —
Spironolakton (BIS)

146.83 + 36.97

144.35 (117.92;181.35)

Kontrol (K)

127.44 £34.31

119.50 (98.75;160.10)

B vs K, B vs Bl p<0.01, B vs BS; p<0.05, B vs BIS; p<0.01, Bi vs BS, B vs BIS, BS vs BiS; p>0.05
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V - TARTISMA

Son zamanlarda SAPD hastalarinda cesitli etkenlerle olustugu ileri siiriilen ve peritonda
onemli islevsel bozukluklara neden olan periton fibrozisinin 6nlenmesi amaciyla gesitli
¢alismalar yapilmistir (9-13). SAPD tedavisinde periton fibrozisinin 6nemli nedenlerinden
birisi tekrarlayan bakteriyel peritonit ataklari olup, burada en sik saptanan etkenin
Staphylococcus aureus oldugu gosterilmigtir (1). Diger 6nemli nedenler ise periton diyaliz
stvisiin fizyolojik olmayan yapist (yiiksek glikoz yogunlugu, hipertonisite, laktat ve diigiik
pH), icerdigi plastisizerler ve ileri glikozilasyon son iriinleri olarak bildirilmektedir
(1,2,3,19,22,28).

Deneysel bakteriyel peritonit modelleri Staphylococcus aureus (82) ve Escherichia coli (83)
ile olusturulmus, ancak yeterli diizeyde periton fibrozisi elde edilememistir. Hung ve
arkadaglar ratlara intraperitoneal olarak Staphylococcus aureus ile birlikte Cytodex vererek
peritoneal fibrozis modeli olusturmuslardir (10). Bizde bu nedenle ¢alismamizda Hung ve
arkadaglarinin deneysel peritonit modelini uyguladik.

Daha ¢nceki arastirmacilar deneysel ¢alismalarda periton fibrozisini degerlendirmede, kaba
gorsel yapisiklik dereceleme sistemini peritonda fibrozis olusumunun yar kantitatif bir 6lgiisii
olmas: nedeniyle kullanmislardir (10,87,88). Yine, periton kalinliginin kantitatif olarak
Olctilmesi de periton fibrozisinin degerlendirilmesinde sik kullanilan bir yéntem olarak
bildirilmektedir (9,10,13,87). Ayrica peritondaki inflamasyon ve fibrozis derecelerinin yar
kantitatif 6l¢iimleri de periton fibrozisinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (13).
Calismamizda Bakteri grubu ratlarin; periton yapisiklik skoru, periton kalinlify, fibrozis ve
inflamasyon yoniinden kontrol grubuna gére anlamh olarak yiiksek degerlere sahip oldugunu
gosterdik. Bu bulgular uyguladigimiz modelin periton fibrozisi olusturmak igin yeterli
oldugunu diistindiirmektedir. Aym1 zamanda sonuglarimiz literatiirde tanimlanan deneysel
modeldeki bulgularla benzerlik gostermektedir (10). Diger yandan; bizim ¢alismamzda
Bakteri-Irbesartan, Bakteri-Spironolakton ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplarinin
periton yapigiklig1 ve periton kalinlig1 degerleri Bakteri grubundan anlamli olarak daha diigiik
bulunmustur. Bu sonuglar kullandigimiz ilaglarin ratlarda peritonit sonucu gelisen periton
hasarlanmasini azaltmada etkili olduklarim gostermektedir.

Daha 6nce Duman ve arkadaglart Enalapril ve Valsartanin ratlara hipertonik glikozlu periton
diyaliz sivilar1 uygulamasi sonrasinda gelisen periton hasarlanmasini azalttiini ve periton

fonksiyonlarin1 korudugunu gostermislerdir (13,89). Ancak literatiirde deneysel bakteriyel
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peritonit modellerinde Irbesartan ve Spironolaktonun periton fibrozisi {izerine olan etkilerini
arastiran ¢aligma bulunamamugtir.

Diger yandan ¢alismamiz peritondaki inflamasyon ve fibrozis skorlar1 agisindan
degerlendirildiginde, Bakteri grubu ile Irbesartan ve/veya Spironolakton gruplar arasinda
anlaml1 fark bulunmamugtir. Ancak Irbesartan ve Spironolakton gruplarinda inflamasyon ve
fibrozis degerleri daha diigiik olarak saptanmustir. Ayrica total yapisiklik skoru, ortalama
periton kalinligi, ortalama fibrozis ve ortalama inflamasyon degerlerinin birbirleriyle anlamli
pozitif korelasyon gostermesi Irbesartan ve Spironolaktonun periton hasarlanmasim
azaltmada etkili oldugu diisiincesini desteklemektedir.

Caligma sonunda aldigimiz periton lavaj sivisinda TGF-B1 deZerleri Bakteri grubunda
Kontrol grubuna gére anlamli bir yiikselme gostermedi. Ancak Bakteri-Irbesartan, Bakteri-
Spironolakton ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplarinda periton lavaj sivisinda TGF-
B1 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli olmasada Bakteri grubundan daha yiiksek bulundu.
Serum TGF-B1 diizeylerine baktigimizda ise; Bakteri-Irbesartan ve Bakteri-Spironolakton
gruplarinda Bakteri grubuna gore oldukga diisiik degerler saptadik. Bu sonuglar peritonit
esnasinda artan periton membram molekiller gegirgenliginin Irbesartan ve Spironolakton
kullanim ile azaldigin diisiindlirmektedir. Bu nedenle de peritonit esnasinda peritonda lokal
olarak sentezlenen TGF-B1 diizeylerinin, Bakteri-Irbesartan ve Bakteri-Spironolakton
gruplarinda Bakteri grubuna gore periton lavaj sivisinda daha yiiksek, serumda ise daha diigiik
bulundugunu diislinmekteyiz. Bu diisincemizi destekleyen diger bir bulgu ise, periton
membraninin  molekiiler  gegirgenligindeki  degisikligin  bir  gOstergesi  olarak
kullanabilecegimiz periton lavaj sivisindaki protein diizeyleridir. Cilinkii galismamizda Bakteri
grubunun periton lavaj sivisinda total protein diizeyi yiiksek, Irbesartan ve Spironolakton
gruplarinda ise diisiik olarak bulundu ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi.
Bu sonuglar bize Irbesartan ve Spironolaktonun peritonit sirasinda serum proteinlerinin
peritona gegisini azalttigim diistindiirmektedir.

Diger yandan bizim periton lavaj sivis1 ve serum TGF-B1 diizeylerine iliskin sonuglarimiz
daha once bildirilen baz1 galisma sonuglar ile uyumludur. Ciinkii Ghellai ve arkadaglar
tarafindan olusturulan bagka bir deneysel bakteriyel peritonit modelinde, ¢alisma bitiminde
peritonit grubunda periton lavaj sivist TGF-81 diizeyleri kontrol grubundan daha disiik
bulunmustur. Buna kargin aymi calismacilar serum TGF-81 diizeylerini peritonit grubunda
kontrol grubundan daha yiiksek bulmuslardir (88).

Yine Lin ve arkadaglannin ¢alisma sonuglar1 da bizim bulgularimizi desteklemektedir (90).

Bu aragtirmacilar az sayida peritonit gegirmis SAPD hastalarinda peritonit atag: sonrast
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TGF-B1 gen ekspresyonunun ve TGF-B1 {iretiminin kisa siireli oldugunu ve iki hafta sonra
yapilan Olglimlerde periton drenaj sivisinda TGF-81’in saptanamadigimi gostermislerdir.
Bizim c¢aligmamizda da sekizinci gilinde olgiilen periton lavaji TGF-B1 diizeylerinin Bakteri
grubunda Kontrol grubuna goére yiiksek bulunamamasinin nedeni belki de peritonit
olusumunun sekizinci gilinlinden daha oOnceki giinlerde TGF-B1 sentezinin sona ermesi
olabilir.

Calismamizda periton fibrozisinin diger biyokimyasal gostergesi olan periton lavaji ve serum
PICP ve PIIINP diizeyleri Bakteri grubu ile Irbesartan ve/veya Spironolakton verilmis gruplar
arasinda farkli bulunmamistir. Ancak Irbesartan ve Spironolakton gruplarinda periton
lavajinda ve serumda PICP ve PIIINP diizeyleri Bakteri grubuna gére daha diisiiktiir. Bu
sonuglar verilen ilaglarin kollagen yapimimi ve dolayisiyla yapim sirasinda olusan
propeptidlerin olusumunu da azaltifim diistindiirmektedir. Ancak TGF-B1 sentezinde
diisiindiigiimiiz gibi kollagen sentezi de peritonit olusumunun sekizinci giinden daha erken bir
siirede artmis ve sonlanmig olabilir.

Bakteri-Irbesartan, Bakteri-Spironolakton ve Bakteri-Irbesartan-Spironolakton gruplar1 kendi
aralarinda karsilagtirnnldiginda total yapisiklik skoru, periton kalinlify, fibrozis ve inflamasyon
degerleri arasinda fark olmamast bu ilaglarin peritonit esnasinda olusan periton
hasarlanmasint 6nlemede birbirlerine Ustiinliigli olmadigin1 ve ayrica bu ilaglarin birlikte

verilmesinin ilave bir fayda saglamadigini diistindtirmektedir.

VI-SONUC

Bizim ¢alismamiz da her ne kadar biyokimyasal veriler istatistiksel olarak anlam kazanmasa
da, histopatolojik veriler Irbesartan ve Spironolaktonun bakteriyel peritonite bagli periton
hasarlanmasini azalthigini, aynica Irbesartan ve Spironolaktonun periton hasarlanmasii
azaltmada birbirlerine istiinliigli olmadigin1 ve birlikte verilmelerinin ek yarar getirmedigini
gostermektedir. Diger yandan bakteriyel peritonite bagli periton hasarlanmasinda angiotensin
II’ye bagimli mekanizmalarin da etkin rol oynadigini, bu nedenle periton hasarlanmasinin

onlenmesinde Irbesartan ve Spironolaktonun kullanilabilecegini diistindiirmektedir.
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VII - OZET

Stirekli ayaktan periton diyalizi (SAPD) swrasinda tedavinin etkinligini azaltan periton
fibrozisi gelismesinin 6nlenmesi ile ilgili arastirmalar yapilmaktadir. Son zamanlarda renin
angiotensin aldosteron sisteminin hemodinamik etkilerden bagimsiz olarak miyokard, b&brek
ve vaskiiler yapilarda fibrozis olugumu ile iligkisini g6steren gesitli ¢aligmalar yayinlanmasgtir.
Biz bu deneysel calismada angiotensin II reseptdr antagonisti (Irbesartan) ve aldosteron
antagonistinin  (Spironolakton) periton fibrozisini Onlemedeki etkilerini arastirmay:
amagcladik.

40 adet wistar rat 5 gruba randomize edildi. I)Bakteri(B) II)Bakteri-Irbesartan(BI)
[II)Bakteri-Spironolakton(BS) IV)Bakteri-Irbesartan-Spironolakton(BIS) V)Kontrol(K). Ilk 4
gruba once intraperitoneal (IP) olarak bakteri-Cytodex suspansiyonu verildi. V.gruba ise IP
olarak sadece Cytodex suspansiyonu verildi. I.grup tedavisiz birakildi. Il.gruba Irbesartan
(100mg/kg), Ill.gruba Spironolakton(S0mg/kg), IV.gruba iki ilag ayn1 dozlarda enteral gavaj
yoluyla verildi. 8.gilinde ratlarin batinlar1 agilarak peritonda yapigiklik skorlamasi yapildi.
Ratlar sakrifiye edilirken periton lavaji, kan ve periton dokusu 6rnekleri alindi. Ug ayn
periton bolgesinden (karaciger, barsak, karin 6n duvar) alinan doku oOrnekleri H&E ve
Masson’s Trichrome ile boyanarak 151k mikroskobunda incelendi. Her periton 6rneginin 3 ayrn
random bdlgesinde inceleme yapildi. Periton doku kalinliklar: 6lgiildii. Ayrica inflamasyon ve
fibrozis yar kantitatif olarak derecelendirildi. Ortalama degerler saptandi. Periton lavaji ve
serum Orneklerinde transforming growth faktér-81 (TGF-81), prokollagen tip I C-propeptid
(PICP), prokollagen tip III N-propeptid (PIIINP) diizeyleri 6lgiildii. Periton total yapisiklik
skorlart B grubunda K grubuna gore anlamli artis gosterdi (p<0.01). Ortalama periton
kalinligi, ortalama inflamasyon ve ortalama fibrozis skorlar1 B grubunda K grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu. Sonugta deneysel modelimizde yeterli periton fibrozisi olustu.
Bi ve BIS gruplarinda total yapisiklik skorlar1 B grubuna gére anlamh olarak azalmis bulundu
(p<0.01). BS grubunda yapisiklik skoru B grubuna gore azaldi, ancak anlamhilik sinir degerde
idi (p=0.06). Tiim tedavi gruplarinin (BI,BS,BIS) ortalama periton kalinlig1 degerleri Bakteri
grubuna gore anlamli olarak azalmig bulundu, ancak ortalama inflamasyon ve ortalama
fibrozis skorlar1 anlamli azalma g&stermedi. Total yapistklik skoru, ortalama periton kalinligs,
ortalama inflamasyon ve ortalama fibrozis degerleri birbirleri ile anlamli pozitif korelasyon
gosterdi. Periton lavajinda TGF-81 diizeyi tiim gruplarda benzer bulundu. Serum TGF-31
diizeyleri B grubunda K grubuna gore anlaml artig gosterdi. BI ve BS gruplarimin serum
TGF-B1 diizeyleri B grubuna gére anlamli olarak azalmig bulundu. Periton lavaji PICP ve
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PIIINP diizeyleri ile serum PIIINP diizeyleri tiim gruplarda benzerdi. Serum PICP diizeyleri
BI ve BIS gruplarinda B grubuna gére anlamh olarak farkli bulundu.

Sonug olarak bizim ‘g;allsmamlzda her ne kadar biyokimyasal veriler istatistiksel olarak anlam
kazanmasa da, histopatolojik veriler Irbesartan ve Spironolaktonun bakteriyel peritonite bagh
periton hasarlanmasim  azalttigimi, ayrica Irbesartan ve Spironolaktonun periton
hasarlanmasini azaltmada birbirlerine iistlinliigii olmadigin: ve birlikte verilmelerinin ek yarar
getirmedigini gostermektedir. Diger yandan bakteriyel peritonite bagli periton
hasarlanmasinda angiotensin II’ye bagimli mekanizmalarin da etkin rol oynadigim, bu
nedenle periton hasarlanmasinin  6nlenmesinde  Irbesartan ve  Spironolaktonun

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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VIII - SUMMARY

There are increasing efforts on prevention of peritoneal fibrosis in peritoneal dialysis patients,
which may lead to treatment failure. Recently it has been realised that renin angiotension and
aldosterone system has antifibrotic effects on myocardium, kidney and vascular structures
independent from its hemodynamic effects. In the present experimental study, we aimed to
research the effects of an angiotensin II receptor antagonist (irbesartan) and an aldosteron
antagonist (spironolactone) in prevention of peritoneal fibrosis.

Forty wistar rats were randomised into 5 groups. I: Bacteria-Cytodex (B), II: Bacteria-
Irbesartan (BI), III: Bacteria-Spironolactone (BS) IV: Bacteria-Irbesartan-Spironolactone
(BIS) and V: Control(K). All groups except the control group were given bacteria-Cytodex
suspension intraperitoneally (IP). First group was not given any medication. Irbesartan
(100mg/kg, orally) and spironolactone (50mg/kg, orally) were administered to Bl and BS
groups respectively. Both medication were given simultaneously to BIS group at the same
doses and by the same routes, whereas only Cytodex was administered to group K. At 8™ day
rats were undergone laparotomy and the degree of peritoneal adhesion was scored. Before
sacrification, peritoneal washing fluid, blood and peritoneal tissue samples were obtained.
Peritoneal tissue samples taken from three standard regions (liver, intestine and anterior
abdominal wall) were stained with H&E and Masson’s-Trichrome and examined under light
microscopy. Three areas from each peritoneal regions were assessed. Peritoneal thickness was
measured and inflammation, fibrosis were assessed semi-quantitatively. Transforming growth
factor-B1 (TGF-B1), procollagen type I C-propeptide (PICP), procollagen type III N-
propeptide (PIIINP) levels were measured in serum and peritoneal washing fluid samples.
Peritoneal total adhesion score was significantly higher in group B than that of the group K.
(p<0.01). Whereas it was lower in BI and BIS groups than group B (p<0.01). And it was
lower in BS group than B group;however p was at the borderline (p=0.06). Mean peritoneal
thickness, mean inflammation and mean fibrosis scores were significantly higher in group B
in comparison to group K. Mean peritoneal thickness score of all treatment groups (BI,
BS,BIS) were significantly lower when compared to that of group B. However, mean
inflammation and mean fibrosis scores did not differ significantly. Total adhesion score, mean
peritoneal thickness, mean inflammation and mean fibrosis scores were found to be positively
correlated with each other. Peritoneal washing fluid TGF-31 levels were similar in all groups.
However serum TGF-81 levels were significantly higher in group B than they were in group
K. On the other hand, serum TGF-81 levels were significantly lower in groups BI and BS
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when compared to that of the group B. Peritoneal lavage fluid PICP and PIIINP levels and
serum PIIINP levels were similar in all groups. Serum PICP levels in BI and BIS groups were
significantly different than group B.

In a conclusion, although biochemical data are not statistically significant in our study,
histopathological data demonstrates that irbesartan and spironolactone decrease the peritoneal
injury due to bacterial peritonitis. But, neither irbesartan nor spironolactone is superior to
each other in decreasing peritoneal injury and the concominant administration of them does
not have additive effect. On the other hand, we put forward that angiotensin II related
mechanisms also play an important role in peritoneal injury related with bacterial peritonitis.

Therefore, irbesartan and spironolactone can be used for the prevention of peritoneal injury.
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